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RESUMO

Entre os poucos métodos de esterilizacdo conhecidos para produtos

e materiais termo-sensiveis, o Oxido de Etileno €& bastante

difundido, especialmente no ambiente hospitalar.

Além dos cuidados que devem ser tomados no uso deste gas, sdo
estudados varios pardmetros ( concentracdo de gas, temperatura,
umidade relativa, tempo de exposicdo e material de suporte } que
influenciam sua atividade antimicrobiana. Além destes fatores, ha
a variabilidade inerente a microrganismos que deve ser considerada
quando se estuda Indicador Bioldgico para processos de

esterilizacgédo.

Neste trabalho avaliou-se a resisténcia ao Oxido de Etileno { em

mistura com nitrogénio - 4¢5%E0/55%N., ) de esporos de Bacillus

subtilis var. niger ( globigii ) fixagos em tiras de papel ( fitas
carregadoras ) produzidos a partir de Indicador Bioldgico
americano { AMSCO ) e a partir de esporos liofilizados de Colecédo
de Culturas alemd ( DSM ). Verificou-se gque ndo hd diferenga
significativa ( com 95% de nivel de confianga ) entre estas duas

fontes de esporos.

0s Indicadores Bioldgicos produzidos pela metodologia deste
experimento estdo padronizados ( dentro dos limites dado pela USP
XXII, 1990 e AAMI, 1986 }, porém com diferenca significativa ( 95%
de nivel de confianga ) e resisténcia menor { 16-37% ) quando
comparados ao Indicador Bioldgico AMSCO. Este resultado levou a
avaliacdo do papel suporte, substituindo o utilizado por papel de
menor gramatura e higroscopicidade, ndo sendo observado diferenca

significativa entre os dois tipos de papel testados.

ix



Sendo a umidade dos esporos fator importante na definigdo da
resisténcia de Indicadores Biocldgicos, estudou~se ainda a
influéncia do armazenamento dos Indicadores Biloldégicos ;
comparand¢e a refrigeragdo (| 5-7°¢ } e refrigeracgdo + umidade
relativa controlada ( 5-7°C, 75,7% UR ), nao sendc observada
diferenca significativa ( com 95% de nivel de confianga ) entre

eastes armazenanentos.

Na avaliacdo dos resultados, comparou-se duas metodologias de
cdlcule de resisténcia de Indicador Biocldgico ( método de Stumbo,
Murphy and Cochran, 1950 - DS e Epstein-Hachigian , 1991 - DH ),
ndo sendo verificado diferenca significativa ( com 95% de nivel de

confianca ) entre os métodos.

Os valores de reducdo decimal ( wvalor D ) obtidos para os
Indicadores Bioldgicos produzidos variaram de 16 a 24 minutos,
enquanto que os Indicadores Bioldgicos AMSCO forneceram resultados
de 25 a 29 ninutos.

Para as caracteristicas de processo agqui estudadas, as condigdes
de esterilizacdo definidas foram:

27-32 °c

67-81 %
694-720 mg/1
6 h

rfﬁ%l-il
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SUMMARY

Within the few known sterilization methods for thermosensitive
materials and products, the use of Ethylene Oxide has been

widespread, mainly in the hospital environment.

Besides Ethylene Oxide carefull handling requirements, several
parameters that may influence antimicrobic activities are being
studied ({(gas concentration, temperature, relative humidity,
exposure time and support material). In addition to these factors,
variability must also be considered when biological indicators for

sterilization processes are studied.

In this study it was evaluated resistance to Ethylene Oxide (mixed
to nitrogen - 45%EO/55%N2 y of Bacillus subtilis var.niger
(globlgii} spores in strips of paper (carrier strips) produced
from American Biological Indicator (AMSCO) and from lyophilized
spores of german culture collection (DSM). There were no
significative differences (95% accuracy) observed between these

two spores sources.

The Biological Indicators produced by the nethodology of this
experiment are standardized (within the limits stated by USP XXII
1990 and AAMI, 1986) but have a significative difference (95%
accuracy) and lower resistance ( 16-37% ) if compared to AMSCO
Biological Indicator. This conclusion has led to an evaluation of
support paper, substituting the one used by another one of less
gramature and hygroscopicity. No significative differences were

found between them.
Since spore humidity is very important to define resistance of
biological indicators, further studies were made about influence

of Biological Indicators storage by comparing r=1 rigeration
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conditions { 5-7 ©¢ and controlled refrigeration + relative
humidity (5~7°C, 75,7% RH. No significative differences (95%
accuracy) were found.

Comparing the two calculation methodologies of Dbiological
indicators resistance ({(Stumbo, Murphy and Cochran, 1950 and
Epstein-Hachigian, 1991 methods) no significative differences (95%

accuracy) were found in the results evaluation.

The decimal reduction ( D value )} for the produced Biological
tndicator varied from 16 to 24 minutes, while AMSCO Biological

Indicators had values from 25 to 29 minutes.

For the process, subject to this study, the defined sterilization

conditions were:

T = 27~ 32 °C
UR = 67— 81 %

C = 694-720 mg/l

t =6 h

xii



1.INTRODUCAO

Esterilizacdo ¢ um termo absoluto que significa a destruigdo de
toda forma de vida, isto é, a morte de bactérias, fungos, virus e
esporos. A esterilizacdo é um dos processos mais utilizados na
preservagac de alimentos em fungdo da sua confiabilidade e
viabilidade econémica; porém, nao & aplicada até a exaustdo da
populacdo microbiana devido a termosensibilidade dos alimentos. Na
drea médico-hospitalar é um processc obrigatéric para artigos
criticos =~ aqueles que penetram através da pele e mnucosas,
atingindo os tecidos sub-epiteliais e no sistema vascular, ben
como todos os que estejam diretamente conectado com este sistema
( PORTARIA n@° 930, 1992 ).

0s agentes esterilizantes s&o classificados como fisicos ou
quimicos. Como agentes fisicos tem-se o calor seco ou imido, a
radiacédo - ionizante e ndo ionizante - e a filtragdo. Dentre os
agentes quimicos, tem—-se o oxido de etileno, © glutaraldeido ¢ o
formaldeido { RUSSEL et alii, 1982; BLOCK, 1983 }. Novas
tecnologias estdo sendo avaliadas, usando COomo agente
esterilizante o perdxide de hidrogénio, didxido de cloro,
plasma, microondas e ozénio ( MORRISSEY & PHILLIPS, 1990;
ROSENBERG & BOGI, 1987; KNAPP et alii, 1986 ). ’

0 procedimento selecionado para a esterilizacgdo depende da
natureza do material e das dificuldades impostas pela grande
diversidade de produtos. O conhecimento do tipo, tecr e fonte dos
contaminantes nos produtos, antes da esterilizagdo, e a aplicagado
de métodos para minimizar tal contaminagdo e preveni-la poés
processamento contribuem para assegurar © éxito da esterilizagdo.
Além da eficiéncia e otimizagdo dos processos de esterilizagao,
conhecimento e cuidados na manutencao das caracteristicas fisico-
quimicas, funcionalidade e biocompatibilidade dos produtos

esterilizados devem ser GLServados.



Assim, a esterilizacdo industrial apresenta~se como um desafio no
desenvolvimento de equipamentos, instrumentos, controles,

moniteradores e noves agentes esterilizantes.

Observa-se que a esterilizacdo de produtos termo-sensiveis ¢
realizada principalmente por oxido de etileno e radiagdo. No
Brasil, a esterilizagdo de produtos médicos e alimenticios por
radiacdc & bastante limitada e centralizada na regido sul e
sudeste do pais, em fungdo do alto custo inicial de implantacgdo de
uma unidade de radiacdo, além dos custos de manutenc@o e
controles. A esterilizacdo por 6xido de etileno é mails difundida,
principalmente no ambiente hospitalar, apesar dos cuidados que
devem ser tomados no uso deste gds ( MAIER et alii, 1991; ELLIS,
1990 ).

Na literatura, alguns trabalhos ilustram a avaliagdo de
resisténcia do Indicador Bioclégico - Bacillus subtilis var. niger
(globigii) - frente ao o6xido de etileno e os diversos parametros
que influenciam a sua atividade antimicrobiana ( DADD et alii,
1983;: REICH, 1980a, 1980b; PEDERSEN & HANSEN, 1989; DADD & DALEY,
1982; MULLICAN & HOFFMAN, 1968; DOYLE & ERNST, 1967, 1968; KERELUK
et alii, 1970a, 1970b, 1970c; DOYLE et alii, 1970; GILBERT et
alii, 1964; CHRISTENSEN & KRISTENSEN, 1979; MARLETTA & STUMBO,
1970; ERNST & SHULL, 1962a, 1962b ). Além disto, propostas
recentes de eliminacdo do uso de cloroflucorcabonos ( composto que
reconhecidamente causa danos a camada de ozbénio ) leva &
necessidade de outros gases inertes como substituto. Como a maior
parte dos esterilizadores & o6xido de etileno utiliza mistura de
6xido de etileno e clorofluorcarbono, poucos resultados se tém da
resisténcia a oxido de etileno de diferentes misturas gasosas

( LIV et alii, 1968; MARLETTA & STUMBO, 1970 ).

Baseado nestas constatacdes e no desenvolvimento de eguipamentos
e novas misturas gasosas de O6xido de etileno, reconhece-se a

importancia do estudo da resisténcia de Indicadores Biolégicos,



comparando-se os modelos cinédticos de destruicdo microbiana das
misturas tradicionais ( ¢xido de etileno + freom ) com as que
empregam gases inertes ( como nitrogénio ).

Neste trabalho pretendeu-se:

. avaliar a resisténcia ac o6xide de etileno ( em mistura com

nitrogénioc - 45%EQ/55%N, ) de esporos de Bacillus subtilis var.

2
niger ( globigii ) em tiras de papel ( fitas carregadoras ),
produzidos a partir de Indicador Bioldégico comercial americano
( AMSCO ) e a partir de cepa liofilizada de Colegdoc de Culturas

alemda ( DSM ).

. comparar a performance do Indicador Bioldgico produzido com

relago ao Indicador Biolégico padronizado ( americano ).

verificar a influéncia das condigdes de armazenanento
( refrigeracdo e refrigeragdo + umidade relativa controlada ) na
resisténcia do Indicador Bioldgico.

. avaliar a influéncia do tipo de papel usado como suporte na

resisténcia do Indicador Bioldgico.

definir tempo de esterilizacdo para as condigbdes de processo

ecstudadas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Evolugdo Historica

A evolugdo dos processos de esterilizagdo confunde-se com a
prépria evolugdo da Microbiologia. Alguns métodos praticos para se
conseguir evitar a putrefacdo ou deterioragdo j& eram utilizados
muito antes de se conhecer o papel dos microrganismos nestes
processos. Alimentos pereciveis eram conservados através da
secagem ou adigéao de sal. H& 4000 anos a.C., os egipcios usavam
uma mnistura de &leos essenciais para embalsamar seus mortos. Os
persas, no ano 500 a.C., conservavam sua &gua em recipientes de
prata. Em 1546, o italiano Francastoro, mais tarde conhecido como
o primeiro epidemiologista, postulou a idéia de gue o contdgic era
devido a agentes vivos. Em 1825, no campo dos desinfetantes,
Lebarragque recomendava o uso de hipoclorito como anti-putrefativo
para caddveres no necrotério de Paris. Em 1839, Davis usava o iodo
para tratamento de feridas contaminadas. Em 1847, Semmelweiss, um
obstetra hdngaro, conseguiu diminuir os casos de febre puerperal
num hospital de Viena, ao instituir a desinfecgéo das mios com
dgua clorada das pessoas due assistiam as operagdes. Essa €
considerada a primeira grande contribuig¢do para a higiene e
desinfecgdo hospitalares { MACCLELLAND, 13976 ).

Por volta de 1880, a fervura era utilizada para "esterilizar" os
materiais , incluindo roupas. Porém, gquando Bastian mostrou que
certos microrganismos, <como esporos de Bacillus subtilis,
descorberto por Cchn em 1876, resistiam a fervura prolongada,
verificou-se a necessidade de se elevar a temperatura acima de
100°c para garantir a esterilidade dos produtos. O primeiro
esterilizador & vapor d’dgua sob pressdo (autoclave) foi
projetada por Charles Chamberland, colaborador de Louis Pasteur,
também responsdvel pela invengdo do filtro bacterianc de porcelana
{ PERKINS, 1983 ).



Kinyon, um bacteriologista americanc, estudou desinfetantes
gasosos, principalmente formaldeido. Ele foi responsavel pelo
desenvolvimento de um equipamento gue usava formaldeido como
agente desinfetante e vapor d’dgua para manter a temperatura da
camara por volta de 90%¢ { PERKINS, 1983 ).

0 oxido de etileno, utilizado inicialmente contra insetos no
inicio do século, foi reconhecido como agente antibacterianc em
1929 & por volta de 1949 foi aceito como agente esterilizante
( BRUCH, 1961; HAWLEY, 1982; MACCLELLAND, 1976 }.

0 uso de radiagdo para esterilizacdo de produtos nédicos foi
iniciado em escala industrial mno ano de 1956, através da
utilizagdo de elétrons de alta energia, produzidos por um
acelerador de Van de Graaf {( MACCLELLAND, 1976 ).

Neste século, portanto, a ciéncia da esterilizagdo teve uma
evolugdo muite grande, culminando com a tecnologia da
esterilizacdo por radiagao e vem progredindo com estudo de novoes
agentes esterilizantes, como peréxido de hidrogénio, didxido de
clore, plasma e ozbnio ( MORRISSEY & PHILLIPS, 1990, ROSENBERG &
BOGI, 1987 ).

2.2. Esterilizacgdo por Oxido de Etileno

A esterilizacdo gasosa tem sido praticada ha muitos anos, sende o
6xido de etileno e formaldeido os agentes mais largamente
utilizados ( BRUCH, 1961; PHILLIPS, 1968, 1377 ). Outros gases
como brometo de metila ( CH3Br y, 6xido de propileno ( C3H60 ) e
beta-propiolactona {( C,H,0 } sdo utilizados em procedimentos
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especificos de esterilizagao ou desinfeccdo { BRUCH, 1961 }.

0 formaldeido tem sido utilizado para desinfeccédo e esterilizacgéo,
porem apresenta algumas desvantagens como estabilidade da solugawu

estoque, toxicidade, necessidade de gerar e distribuir



uniformemente o gds, formacdo de polimeros, necessidade de calor e
umidade e dificuldade de penetracdo ( RUSSEL et alii, 1982 ).

0 6xido de etilenc é utilizadeo para esterilizar produtos termo ou
radio~sensiveis. A esterilizaclo por 6xido de etileno é um método
comum de esterilizacdo de produtos médicos em inddstrias,
hospitais, clinicas e laboratérios ( MAIER et alii, 1991 ). WNa
indistria de alimentos, o 6xido de etileno é utilizado para
fumigagdo de vdrios produtos sensiveis ao calor, como condimentos
( RUSIG & YOKOYA, 1978; FARKAS & ANDRASSY, 1988; FRANCO et alii,
1986 ).

Recentemente porém, limitacdes estritas relativas a concentragéoc
de 6xido de etileno em locais de trabalho e aos niveis residuais
de 6xido de etileno e etilenocloridrina em produtos médicos e
alimenticios tém sido publicados em varios paises. A toxicidade do
6xido de etileno e a complexidade do processo de esterilizacdo sao
razbes para restrigdo do seu uso ( PORTARIA INTERMINISTERIAL n°®
4, 1991, SAMUELS, 1978 }.

0s tipos de produtos esterilizados por oxido de etileno e
formaldeido e as dificuldades associadas aos processos de
esterilizacdo por estes gases sdo similares. No Brasil,
entretanto, néo h& equipamentos disponiveis de esterilizagdo
gasosa por formaldeido, limitando o uso do 6xido de etileno para a
esterilizacdo gasosa de produtos termo-sensiveis. Além disto,
reconendagdes rigorosas para o controle da eficiéncia
microbiolégica da esterilizacdo gasosa tem sido objeto de varios
trabalhos, em funcdo dos diversos fatores gque influenciam a
atividade destes gases e dos monitores ( KERELUK et alii, 1970a,
1970b, 1970c; GILBERT et alii, 1964; ERNST & SHULL, 1962a, 1962b;
REINIKAINEN, 1986; HASTRUP, 1986 }.

2.2.1. Propriedades do Oxido de Etileno



0 6xido de etileno, também conhecido como oxirano, epoxi-etano e
6xido de dimetileno é um gds incolor A temperatura e pressdo
atmosféricas. A baixas temperaturas, o Oxido de etilenc é um
liguido incolor, com ponto de ebuligdo de 10,80C. Sua fdérmula
nolecular & C2H4O, peso molecular 44,05, odor desagradavel,
semelhante ao éter, miscivel com acetona, é&ter, Dbenzeno e a
maioria dos solventes orgédnicos. Sua solubilidade na agua e
grande, em pH &dcido reage formando etilenoglicol e na presenca de
ions cloro forma uma outra substdncia, a etilenocloridrina, de
reconhecida toxicidade ( RUSSEL et alii, 13882; CAPUTO & ODLAUG,

1983 ).

0 o6xido de etileno ¢ altamente reative devide a sua estrutura
quimica, um epéxido, e seu vapor ¢ altamente inflamavel e
potencialmente explosivo em concentragtes superiores a 3% { por
volume ) no ar. Este risco € eliminado diluindo-se o 6éxido de
etileno com um gas inerte, «como diéxido de carbono ou
fluorcarbonos ( BRUCH, 1961 ). O clorofluorcarbono { CFC 12 } € o
diluente tradicional, usado a 88% em peso na mistura ( carboxide
12 ), preferido em pequenos esterilizadores como hospitais e
laboratérios, em funcdo da baixa pressdo total de trabalho. Porém,
este produto é considerado danoso & camada de ozénio e busca-se um
substituto, como nitrogénio ( ELLIS, 199%0; MAIER et alii, 1991 } e
hidroclorofluorcarbono, sendo o mais promissor o HCFC 124 ( JONES

& WINEGAR, 1991 ).

o é6xido de etileno pode apresentar autodecomposigido em
temperaturas elevadas, polimerizando-se facilmente. Este processo
1ibera calor e & acelerado por catalisadores como 6xido cuprico.
fm misturas com didéxido de carbono ou fluorcarbonos, esta
habilidade é diminufda ( RUSSEL et alii, 1982 ).

0 éxido de etileno & irritante a partir de 500 ppm, valor muito
acima do maximo permitido para exposigac ac gas, sen efeito a
saidde, que pela legislagdo brasileira & de 1ppm { eguivalente a

1,8 mg de 6xido de etileno por metro cibico de ar } para uma



jornada de 8 horas e para exposicdo instantdnea, a concentragao
méxima é de 10 ppm para um periodo de 15 minutos ( PORTARIA
INTERMINISTERIAL n°® 4, 1991 ).

A toxicidade aguda é do mesmo nivel da amdénia e os sintomas agudos
sdo irritacdo no trato respiratdrio e conjuntivo, dor de cabega,
vertigens e vbmitos. A fase liquida e o gds dissolvido em
polimeros naturais e sintéticos, como couro, borracha, plastico,
pode causar severas irritag¢des na pele. Chogques anafildticos sao
raros ( POOTHULLIL et alii, 1975; DOLOVICH % BELL, 1978; NICHOLLS,
1986 ). O 6xido de etileno é mutagénico ( EHRENBERG et alii, 1974
} e precaugdes devem ser observadas para proteger trabalhadores e
pacientes contra a exposigédo ao gas ( GILLIS & BRUCH, 1983 ). O
6xido de etileno é carcinogénico para animais quando injetado ou
administrado por inalacdo; no homem, estudos tém associado a
exposicdo ao gds a um aumento do risco de ocorréncia de céancer
entre trabalhadores ( PRAT-MARIN & SANZ-GALLEN, 1987 ).

2.2.2. Atividade Antimicrobiana do Oxido de Etileno

0 o6xido de etileno é um agente alquilante e a atividade
antimicrobiana & sugerida pela reagido com Qgrupos nucleofilicos,
dentre os guais as proteinas e bases nitrogenadas, formnando
ligagbes irreversiveis gque impedem a duplicagdo do material
genético, inviabilizando a sintese proteica e, portanto, a
multiplicacdo celular ( PHILLIPS, 1977; MICHAEL & STUMBO, 1970;
WINARO & STUMBQ, 1971 ). A alguilagdo e a substituigio de um atomo
de hidrogénio por um grupe alquil, causando injdiria e/ou morte de

células vegetativas e esporos microbianos.

O 6xido de etileno é usado como esterilizante pela sua habilidade
de inativar todos os tipos de microrganismos ( PHILLIPS, 1977 ).
Um resumo de diversas publicagbes da resisténcia microbiana e
inativacdo de virus e bactérias é mostrade nas tapelas i e 2,
sendo importante considerar que 0S resultados séo de diferentes
estudos ( CAPUTO & ODLAUG, 1983 ). Alguns trabalhos mostram que



esporos de Bacillus subtilis var. niger (globigii) sdo mals
resistentes ao 6xido de etileno que esporos e células vegetativas
de outros microrganismos, sendo recomendado como Indicador
Bioldgico de processos de esterilizacdo por oxido de etileno ( USP
XXII, 1990; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988 )

Outros trabalhos mostram que o Oxido de etileno também reduz as
atividades pirogénica e de "Limulus Amebocyte Lysate® ( PEDERSEN &
HANSEN, 1989; REICH et alii, 1984 )

Os fatores que afetam a atividade antimicrobiana do 6xido de
etileno sdo: concentracdc de gas, umidade relativa, temperatura,
tempo de exposigdo e material de suporte dos microrganismos
( GILBERT et alii, 1964; DOYLE & ERNST, 1967, 1968; KERELUK et
alii, 1970a, 1970b, 1970¢; ERNST & SHULL, 1962a, 1962b; DOYLE et
alii, 1970; MULLICAN & HOFFMAN, 1968 ).

Tabela 1: Resisténcia ao Oxido de Etileno de Virus ( CAPUTO &
ODLAUG, 1983 )

H &
Yirus | Material | Condigbes | Tmidade | Concentracic | Reducio ma
de de Relativa | de Oxido de | Infectividade

suporte | feste #ileno
s ¥
Influenza B | Soro de t’mﬂmin--0 - 10,000 g/l >=1{34'?
cavale | 9 F,9F
por 4 h
Influenza A | Soro de ﬁﬁomin-ﬂ - 16.000 ng/1 >=103
cavalo | J9F95F
por 241

Mouse ence-| Sero de | 60 min- - 16.000 my/1 > 1132’6

phalomyelitis| cavalo | 39°F,95°F

or 4h
Bquine ence-|  dgwa 1, - 10% s 16
phalomyeli- §4-68 T
tis
coliphage | dma | ¥ 5 500 g/l | 3,46, min
{ esiro | para 304

10% :

coelho

faccinia - - 1% 10




Tabela 2: Resisténcia ao Oxido de Etileno de Células e Esporos
Bacterianos ( CAPUTO & ODLAUG, 1983 )

% -

Orqaniseo | Material Tbnperagnra Unidade | Concemtra- | Valor
Suporte | Teste { ¥ )| Relati- cio de D (nin)
va (3} Gyido de
Btileno
! (mg/1)
Bacillus Papel 130 38-50 500 3.5
subtilis, var., | Plastico 130 30-50 500 &7
niger Papel 110 &0 +- 18 608 3,1-2,4
Papel 130 65+~ 15 600 2,54
Papel 136/140 4080 540~5510 2
Papel 130 80 + - 10 800 +- 20 | 3,034
Papel 130 8+ - 10 1200 1,8
Papel 118 40 300/900 7,6/3,5
Papel 80/159 40 500 13,0/1,8
B. subtilis Papel 104 30=35 00 14,5-15,3
(ATCC 9524 pagel | 104/17 0-35 700 14,7/0,7
B. coagulans Papel 86/140 30-35 708 10,4/3,07
B, stearother- | Papel 110 30-56 500 2,
mophifus
B. pumilus Papel 130 36-50 560 1,2
¢, botulinup Papel 104 47 0 11,8/11,5
{. sporogenss Papel 130 30-56 500 2,831
Salmomella - 104 1133 00420 | 3,359
senftenberg
E. coli - 104 il 700 - 20 1,9
Streptococcus | Pléstico 130 30-50 500 2,0-3,75
faecalis
Leugonostoc Papel 86 3H-35 780 31,45
nesenterpides
Jactobacillus Papel 8 10-3% bl 5,088
brevis
¥icrococous Pldstico 130 30-35 500 3,0
radiodurans
Aspergillus Papel 8 3035 708 11
niger
Hansenuia Papel 86 30-35 700 gt
Sactharomyces Papel 86 30-15 700 5,54
cerevisias
# 4

' Tenpo para redugdo de 99,9% da populagio
2.2.2.1. Efeito da Concentragdo de Gas

curvas de sobrevivéncia para inativagao de esporos de Bacillus
subtilis var. niger ( globigii ) a diferentes concentragdes de

10



éxido de etileno sdo mostradas na figura 1 ( CAPUTO & ROHNN,
1982 ), onde se verifica gue com o aumento da concentracgéo de gas
de 50 a 500 mg/l, a taxa de inativacdo aumenta significativamente,
e com concentragdes superiores a 500 mng/l, ndc ha aumento
significativo na taxa de inativagao de esporos; Quando esporos de
Bacillus subtilis var. niger ( globigii )} foram testados para
concentracdes de gds entre 200 e 1200 mg/l, o decréscimo maior na
resisténcia ocorreu guando a concentragdo foi aumentada de 200 a
400 mg/1l, a 54,4 ®c. Na pratica, concentragdes acima de 400 mg/l
sdo as mais utilizadas ( BRUCH, 1961 ), pois altas concentragdes

podem aumentar os problemas com residuos de gds no produto.

A concentragdo mais indicada deve ser estabelecida em fungdo das
caracteristicas dos produtos - seu poder de adsorgdo, da
letalidade do processo e da integridade das embalagens, pois
pressbes elevadas podem danificd-las. Além disto, o 6xido de
etileno deve estar em contato com o produto a ser esterilizado, o
que é consequéncila da permeabilidade da embalagem ao gas. KERELUK
et alii ( 1970c ) confirmam a permeabilidade ao Sxido de etileno
de filme de polietileno de 2, 4 e & milimetros de polegada de
expessura, sendo gue maior periodo de exposigéo ao gas ¢ requerido
para propiciar sua completa difusdo gquando se utiliza filmes de
polietileno de 20 milimetros de polegada de expessura. DOYLE et
alii { 1970 ) mostram que a resisténcia a dxido de etileno de
filmes de polietileno & igual & de cloreto de polivinil e, na
ordem de aumento da resisténcia, tém-se: nylon, laminados de
celofane/polietileno e laminados de mylar/polietileno. Diferentes
materiais de embalagem de papel, por sua vez, wmostra um baixo
efeito na resisténcia dos Indicadores Biolégicos ac oxido de
etileno ( GRAHAM, 1986 ). As embalagens ndo aceitas no ambiente
hospitalar ( AAMI, 1992b ), por nac serem permedveis ao dxido de
etileno, sdo aguelas feitas inteiramente dos seguintes materiais:
aluminio, celofane, polivinileloreto ( PVC Y, filme de
polipropileno, poliéster, poliamida e cloreto de poiivinilideno.
Porém, combinagdo de alguns filmes pldsticos ou materiais

impermedveis com outros materiais permedveis ( como papel grau
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cirdrgico e TYVEK ) sédo permitidas e 1indicadas em casos

especificos, como mostram RODRIGUES ALVES & LEITE JANUZELLI
( 1993 ).

Além da permeabilidade ao gés, ao se referir a embalagem para
produtos estéreis, atencdo deve ser dada a sua integridade fisica
como barreira microbiana e alguns testes séoc descritos na

literatura para garantir esta caracteristica ( SPITZ, 1994 }.

Figura 1: Inativagdo de Esporos de Bacillus subtilis var. niger
{ globigii } a 0Diferentes concentracoes de Oxido de
Etileno , a 117,5°F e 40% UR ( CAPUTO & ROHN, 1982 )
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2.2.2.2. Bfeito da Umidade Relativa

A umidade relativa (UR) é& reconhecida como um fator critico na
esterilizacdo por ©6xido de etileno ( GILBERT et alii, 1964;
KERELUK et alii, 1970c ). Curvas de sobrevivéncia do Bacillus
subtilis var. niger (globigii} para diferentes umidades relativas
sd40 mostradas na figura 2 ( CAPUTO & ROHN, 1982 ).
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Um bom efeito microbicida do 6xido de etileno é cbservado em torno
de 30% de umidade relativa, com efeito altamente reduzido a baixas
umidade relativas e uma redugdo menor a altas umidades relativas
( DOYLE et alii, 1970; KAYE & PHILLIPS, 194% ). Na pratica, os
valores mais aceitos de umidade relativa estdoc entre 30 e 60%.
tmidade relativa em excesso pode promover o aparecimento de

residucs de etilenoglicol e causar danos & embalagem.

KERELUK et alii ( 1970b ) concluiram que o conteddo de &gua no
microambiente dos esporos tem maior influéncia na resisténcia ao
6xido de etilenc do gque a umidade relativa na atmosfera do
esterilizador. DOYLE et alii ( 1970 ) confirmam esta posigéo
mostrando que esporos dessecados de Bacillus subtilis var. niger
s3o mals resistentes ao Oxido de etileno gque esporos nao
dessecados. Na esterilizacdo por éxido de etileno, a dgua reagira
com o mesmo, abrinde o anel do epdxido e auxiliando na elevagao da

temperatura do produto.

Figura 2: Inativagdo de Esporos de Bacillus subtilis var. niger
{ globigii ) a Diferentes Umidade Relativgs ( 25~75% ),
a 500mg/l de Oxido de Etileno e 117,5F ( CAPUTO &
ROHN, 1982 )
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2.2.2.3. Efeito da Temperatura

Avaliacdo de diversos trabalhos indicam que a cada alteragdo de
10 °c na temperatura, a taxa de inativagdo de esporos pelo Oxido
de etilenoc praticamente dobra - Q=2(T=100C), quando sua
concentracdo ndo & limitada (ERNST & SHULL, 1962a; LIU et alii,
1968; BLAKE & STUMBO, 1970 e KUZMINSKI et alii, 1969). Inativacéo
de esporos de Bacillus subtilis var. niger (globigii) a vérias

o+

temperaturas é mostrada na figura 3 ( CAPUTO & ROHN, 1982 ).

Estudos de distribuicdo de temperatura sfo importantes, pois podem
explicar as falhas de processo e evitar danos aos produtos e
embalagens em pontos de super aguecimento.

0 pré-condicionamento da carga a ser esterilizada, com objetivo,
entre outros, de elevar a temperatura e umudificar os produtos, &
proposto por GILLIS ( 1982 ).

Figura 3: Inativagdo de Esporos de Bacillus subtilis var. niger
( globigii ) a Diferentes Temperaturas, a 500 mg/l de
Oxido de Etileno e 40% UR ( CAPUTO & ROHN, 1982 ).

Populagio

107 bbb
O 1 20 30 40 50 60 70 80 90 100 11¢ 120

Tempo de cxposigae ( wmin 2

t

14



2.2.2.4. Efeito do Tempo de Exposicéo

Para se definir o tempo de exposigdo ac géds deve-se determinar os
parametros de processo, a carga microbiana inicial dos produtos e
o fator de seguranca de esterilidade esperado. O fator de
seguranca de esterilidade é expresso como poténcia negativa na
base 10. Por exemplo, fator de seguranga de esterilidade de 1073
deve garantir a chance de menos de 1 em 1000 gue o contaminante
sobreviverd no produto exposto ao processo de esterilizacdo

{ MORRISSEY et alii, 1992 ).

Tenpo de exposi¢do é o tempo de contato com o agente esterilizante
{ mantidos os demais parémetros de processo } que assegura o fator
de seguranca desejado. O inicio da exposigdo deve ser dado somente
quando todos os pardmetros atingirem o minimo definido para o

processo.

Dados experimentais para diferentes microrganismos indicam que a
morte da populagdo a uma variedade de agentes esterilizantes
ocorre de forma logaritmica, sendo que a inativacdo é dada por uma
reacdo de primeira ordem ( vide figura 4 ).

Em muitos casos, a taxa de inativagdo é constante nos tempos
iniciais, enquanto em outros hd uma demora ou aceleragdc antes da
reacdo de primeira ordem ser estabelecida. No primeiroc caso, a
taxa de inativacgédo é dada pela seguinte equagdo ( QUESNEL, 1984 yi

N=N_.z¢ ”kd, onde:

N = numero de sobreviventes ao tratamento esterilizante

N, = nimero de vidveis na populacgdo inicial

k = constante de inativacao

d = dose esterilizante { no caso do 6xido de etileno= tempo de

exposigao ao gds, mantidas constantes as demais varidveis -
temperatura, concentra¢do de gas e umidade relativa )
e = 2,71828
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Na pratica, nem todas as curvas de inativacdo sdo logaritmicas,

sendo observado curvas cdncavas para baixo e cdncavas para cima.
2.2.2.5. BEfeito do Material de Suporte dos Microrganismos

A resisténcia dos esporos ao oxido de etileno pode ser afetada
pelo material de suporte { BLAKE & STUMBO, 1970 ; CAPUTO & ROHN,
1982 ).

A diferenca da resisténcia do esporo em diferentes materiais de
suporte ¢ mostrada na tabela 3 ( CAPUTO & ROHN, 1882 }. Os
diferentes valores D para as mesmas condigbes de teste podem ser
explicados pelas variacbes nas caracteristicas de absorgcdo dos

materiais.

A diferenca na resisténcia ndo parece ser devido a oclusdo dos
esporos, uma vez que ndo hd evidéncia deste fendmeno observado em
micrografia de esporos em plastico, papel e aluminio ( CAPUTO &
ODLAUG, 1983 ).

Tabela 3: Resisténcia ( Valor D -~ em minutos ) de Esporos de
Bacillus subtilis var. niger {( globigii ) em Diferentes
Materiais de Suporte ( CAPUTO & ROHN, 1982 )

Material de Suporte Condiges de Teste *

300, ng/1 de 600 ng/l de O

&10%0 52 Fézc n % 52 %
Papel 17,0 10,6 11 3,7
Membrana de didlise 53,5 12,4 19,4 6,8
PVC (folha) 10,9 4,6 6,3 2,6
Borracha de silicone 5,6 7,6 4,1 1,3
PYC (tubo) 14,5 4,1 4,8 4,4
Suturas de nylon 15,3 3,8 4,3 2,6
Aluminio 26,0 8,8 7,0 4,6
Polidster 10,0 5,0 5,5 5,5
Borracha natural 10,5 5,2 3,9 1,9
Borracha siliconizada 9,4 5,7 5,9 2,5

* 0R = 50%,
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FPigura 4: Cinética de Morte de Microrganismos ( AAMI, 1991c )
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2.2.3. Uso de Oxido de Etileno

2.2.3.1. Esterilizaciio por 6xido de Etileno de Produtos Médicos

0 6xido de etileno tem sido utilizado desde a Segunda Guerra

Mundial em esterilizacgao de produtos médico-hospitalares

( CHRISTENSEN & KRISTENSEN, 1979 ).

Os trés elementos béasicos a serem considerados na esterilizacao
destes produtos por oxido de etileno séo: preparagdo do produto,

definicdo dos pardmetros de esterilizacdo e a remogdo do residual

de 6xido de etileno.

A produgdo de produtos nédicos deve seguir as Boas Normas de
Fabricacdo ( GMP ), visando o© controle da contaminagdo. Outros
fatores a serem considerados estdo relacionados 4 complexidade do

produto, embalagem e configuracdo da carga. A definicdo da
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complexidade dos produtos para esterilizag@o gasosa deve prover

uniformidade de temperatura e umidade relativa.

A definicdo dos paréametros de esterilizacgdo do produto & um item
critico. Os fatores importantes neste item sfo ( CAPUTO & ODLAUG,
1983 ):

- produto e sua carga microbiana

- embalagemn, carga e massa

- tempo de injecdo de gas

- concentragido de gas

- tempo de exposigédo

- umidade relativa da exposicgdo

- tempo de retirada de gas

- uniformidade das condig¢des da carga

A remocdo do residual de Oxido de etileno em produtos ¢
normalmente realizada em cédmaras de aeracgdo com lavagens miltiplas
de ar gue pode ser aguecido { YOUNG, 1986 }. De acorde com REICH &
HOUGHTLING { 1985 ), a embalagem e o desenho/construgio do produto
afetam os niveis residuais de 6xido de etileno. Uma série de
métodos sdo disponiveis para determinar o residual de Oxido de
etileno e seus derivados - etilenoglicol e etilenocloridrina
( ROMANO & RENNER, 1975; AAMI, 1988b, 1989 ). Normalmente, as
anjlises destes produtos em ambientes e produtos sfo realizadas
por cromatografia gasosa, sendo que a extragfo de oxido de etileno
é melhor realizada com dgua { REGO et alii, 1991 ). Os limites de
residual de 6xido de etileno em produtos médicos, definidos pela
legislagio brasileira ( PORTARIA INTERMINISTERIAL n° 4, 1991 )
estio descritos na tabela 4. Os fatores que tém impacto na remogéo

do residual deste gas sdo:

}

produto

embalagem, carga & massyg
- concentracido de gads durante a exposigao

temperatura {exposigao e aeragao)
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- tempo e ambiente da aeracao.

Um material de embalagem para esterilizagfo por o6xido de etileno
deve, no ninimo { AAMI, 1992b }:

- permitir adequada umidificacéo e penetracgéo ao oxido
de etileno

- permitir adequada aeragdo do contetdo

- prover uma barreira adequada aos microrganismos

- resistir a rasgos e furos

- prover integridade & selagem

- permitir fdcil apresentagdo asséptica

- ser livre de ingredientes téxicos

para avaliacdo da exposigdo pessoal ( limites oficiais brasileiros
descritos no item 2.2.1 ), sdo usados dois métodos: tubo de carvao
e difusdo ( BACHMAN, 1991 }.

Em funcdc do ambiente e da diversidade de materiais, o uso de
éxido de etileno em hospitais exige uma série de cuidados que
inclui instalacfio, equipamentos, capacitagédo de funciondrios,
recomendacdes de processo ( como recebimento, limpeza e
descontamninaco de material, embalagem, carregamento, processo,
descarregamento, aeragdo, estocagem e distribuicdo } e controle de
qualidade ( AAMI, 1987b, 1992b }.

Na esterilizacdoc de produtos médicos recomenda-se fator de
seguranga de esterilidade de 10‘6 para materiais implantdveis e
1073 para materiais de uso toépico ( MORRISSEY et alii, 1992 }.

Alteracdes significativas de qualguer elemento descrito deve ser

avaliado em termos de influéncia na letalidade microbiana,

toxicidade e segurancga de uso e dos trabalhadores.

19



Tabela 4: Limites Mdéximos de Residuog em Correlatos -~ em ppm
( PORTARIA INTERMINISTERIAL n 4, 1991 )

CORRELATO i BFCH FTG
Implantes:
Pequeno {10g} 250 250 5.000
Médio (10-100g) 100 100 2.000
Grande (100g) 25 5 500
Dispositivos intra-uterinos 5 10 10
Lentes imtra-oculares 25 25 500
Correlatos que contatam a mucosa 250 250 5,000
Correlatos que contatan o sangue 25 25 250
Correlatos que contatam a pele 250 250 5.000
Esponjas Cirtrgicas b 250 500

2.2.3.2. Esterilizacdo por Oxido de Etileno de  Produtos
Alimenticios

Ha muitos anos sdo conhecidos vdrios gases para matar ou inibir o
crescimento dog microrganismos em alimentos. Eles tém sido
estudado para determinar o seu potencial relative aoc aumento de
vida de prateleira dos alimentos. Destes gases, O uso comercial
estd restrito ao diéxido de carbono, o6xido de etileno, oxido de
propilenc, diéxido sulfdrico e ozénio ( THE INTERNATIONAL
COMISSION ON MICROBIOLOGICAL SPECIFICATION FOR FOOD OF IAMS, 1980;
MARIN, 1988 ).

condimentos e ervas frequentemente contém grandes quantidades de
microrganismos ( FRAZIER & WERTHOFF, 1978 ), que podem ser
agentes contaninantes de alguns alimentos processades. A flora
microbiana encontrada em condimentos € bastante variada e o
interesse na esterilizacdo de condimentos estd relacionado com as
inddstrias de processamento de carne, molhos derivados de tomate,
alimentacdc enteral, entre outras,. Usando—-se 0S8 pProcessos
tradicionais de esterilizacdo, como calor, nota-se que grande
parte de oleos essenciais existentes em condimentos é eliminada, o
que os tornam inadequados para sua finalidade. Utilizando

processos indicados para  produtos termosensiveils , CORQO
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esterilizacgdo por radiagdo gama ou 6xido de etileno, este fendmeno
& evitado ( RUSIG & YOKOYA, 1978; SZABAD & KISS, 1979; KURUPPU et
alii, 1985; FRANCO et alii, 1986; FARKAS & ANDRASSY, 1988 ).
Algumas inddstrias de processamento de carne e molhos ténm
utilizado 6leos essenciais extraidos de condimentos, mas sem bons
resultados, © que se deve ao alto prego dos Gleos essenciais, ao
aparecimento de caracteristicas sensoriails indesejaveis no produto
final e A necessidade de os condimentos em certos produtos serem

usados sob a forma de grios ou pulverizados.

MTCHAEL & STUMBO ( 1970 ) determinaram a eficiéncia de
esterilizacdo de Salmonella senftemberg e Escherichia coli
liofilizadas e tratadas com 700 mg/l de o6xido de etileno a
temperatura de 40 % e umidade relativa variando de 11 a 73% e
tempo de exposicdo de 0 a 6 minutos. Concluiram que a Salmonella
senftemberg era duas vezes mals resistente guando misturada em ovo

desidratado do gue quando no estado puro.

RUSIG & YOROYA ( 1978 ) avaliaram a eficiéncia do 6xido de etileno
e brometo de metila separadamente e em combinagdo, variando
concentracgdo, umidade relativa, temperatura e periodo de
tratamento, indicando que o tratamento com 360 mg/l de éxido de
etileno ndo foi eficiente na esterilizagdo de pimenta preta, mas
2540 mg/l de brometo de metila fol eficiente. A eficiéncia aumenta
se a combinacdoc destes gases é usada, e a melhor proporgao
observada foi de 10 partes de brometo de metila e 1 parte de oxido
de etileno. A eficiéncia também aumenta com umidade relativa maior
que 50%. O tratamento com uma mistura de 58 mg/l de oxido de
etileno mais 540 mg/l de brometo de metila e 17 horas de
exposigdo, e umidade relativa entre 50 e 70% foi o mais promissor

para propostas praticas.
DE LA OSA et alii ( 1991 ) mostraram que pimentdes tratados por

46xido de etileno tem carga micropiana menor due aqueles néo

tratados, sendo gue as espécies da familia Enterobacteriaceae,
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mais frequente em pimentdes, tem grande grau de sensibilidade ao
6xido de etileno.

0 o6xido de etileno foi wutilizado para reduzir contaminagéo
microbiana e matar insetos em vérios alimentos secos. Atualmente,
nos Estados Unidos, o uso de 6xido de etileno € permitido apenas
para condimentos, exceto misturas que contém sal, pois na presenga
deste, 6xido de etileno e o6xido de propileno podem reagir com
organoclorados e formar cloridrinas, que sfo téxicas ( PHILLIPS,
1977; JORDY, 1981 ). Na auséncia de sal, os produtos provaveis de
hidrélise sédo etilenoglicol e propileno glicol, do oxide de
etileno e dxido de propileno, respectivamente. O residuo de gas
nos produtos ndo deve exceder 50 ppm. Canadd e outros paises tem
especificagbes similares { INTERNATIONAL COMISSION ON
MICROBIOLOGICAL SPECIFICATIONS FOR FOOD OF IAMS, 1980). No Reino
Unido e outros paises, a esterilizagdo por 6xido de etileno tem
sido descontinuada e novas alternativas propostas { DARRINGTON,

1991; SCHNEIDER, 1993 ).

A esterilizacdo de alimentos por radiagio gama e oxido de etileno
sdo competitivas do ponto de vista de eficdcia microbiana e na
manutencdo das caracteristicas de qualidade como aroma, cor, sabor
( SZABAD & KISS, 1979; FRANCO et alii, 1986 e FARKAS & ANDRASSY,
1988 }. A esterilizacdo por radiagdo gama exige investinmento
inicial, de acompanhamento e manutengdo grandes, se restringindo
a grandes empresas { grandes volumes de produgdo ), além da
resisténcia piublica em aceitar alimentos irradiados ( no Brasil ha
apenas um prestador de servigos para irradiagdoc de alimentos ). A
esterilizacio por d6xido de etileno, apesar de exigir controles de
eficdcia do processo e residual no produto e ambiente, & mais
difundida no pais, especialmente para condimentos, farinhas e

misturas em pod.
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2.2.4. Indicadores Biolégicos nos Processos de Esterilizacdo por
Oxido de Etileno

Indicador Bioldgico (IB) € uma suspensao que contém microrganismos
vivos, de preferéncia na forma de esporos, de reconhecida
resisténcia ao processo de esterilizagdo definido, fixados em unm
suporte. Esta resisténcia deve ser conhecida e obedecida, sendo
gue uma série de requisitos de produgdo, acondicionamento e uso
devem ser seguidos. Para assequrar gque estes microrganismos séo
diretamente expostos a todos os pardmetros do processo de
esterilizacdo, a suspensdo dgeralmente é fixada em objetos ( como
tiras de papel, aluminio, vidro ou pldstico ), denominados
suportes ou carregadores ( SPICHER, 1988 ). Em alguns casos, 08
microrganismos podem ser fixados em unidades representativas do
lote a ser esterilizado ( produto inoculade ) ou unidades
similares { produto similar inoculado ) - USP XXII, 19%0.

0s Indicadores Biolégicos sico usados na qualificagéo da operacgéo
fisica de esterilizadores, no desenvolvimento e estabelecimento de
um processo para produtos e embalagem definidos, além de serem
usados para monitorar o cicle de esterilizagde ( uma vez
definido ) e periodicamente no programa de revalidagido de
processo/esterilizador ( USP XXII, 1990 ). Ou seja, os Indicadores
Bioldgicos sd&o usados para testar a eficacia do processo de
esterilizacdo e do esterilizador pela avaliagdo da letalidade
microbiana do processo ( AAMI, 1991b ).

0s Indicadores Bioclégicos sdo indicadores ideals dos processos de
esterilizacdo, pois podem estar localizados dentro das embalagens
de produtos, como termopares e indicadores quimicos; S80
indicadores universais, independente de esterilizagdo especifica a
ser controlada; integram todos os pardmetros esterilizantesg
envolvidos como tempo, intensidade germicida, condigdes ambientais

{ como temperatura e umidade relativa ), consideragdes sobre
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embalagem e wmedem os processos de esterilizag8o diretamente
(RUSSEL et alii, 1982). Ou seja, o Indicador Bioldgico integra
todos os parametros de esterilizagéo e deve estar sujeito a rigida
padronizacdo ( AAMI, 1991b }.

Apés a esterilizacgdo, os Indicadores Bioldgicos s&o cultivados enm
meio de cultura apropriado e sobre condigfes adequadas para o
crescimento do respective organismo utilizado no teste. Uma vez
que os esporos destes microrganismos séc mais resistentes ao
agente esterilizante do que os microrganismos contaminantes nos
produtos a serem esterilizados e estio presentes em gquantidades
muito superiores aos normalmente encontrados nestes produtos, a
demonstracdo de gue os Indicadores Bioldgicos foram esterilizados
& uma forte inferéncia de que gqualguer outro microrganismo
presente no produto foi morte durante o processo de esterilizacdo.
Assim, testes de Indicadores Bioldgicos séo aceiltos com © mesmo
grau de conflanga de dados de testes de esterilidade diretamente
de produtos. Esta inferéncia, porém, deve ser acompanhada de um
rigor estatistico do plano amostral, além de prdticas definidas de
cultura dos Indicadores Biolégicos péds—esterilizagdo { RUSSEL et
alii, 1982 ).

2.2.4.1. Microrganismo Indicador

Esporos de Bacillus subtilis var. niger ( globigii ) € mais
frequentemente utilizado como Indicador Bioldgico para processo de
esterilizacdo por oxido de etileno, por ser © organismo conhecido
mais resistente e mais fécil de manipular ( DADD & DALEY, 1980;
CHRISTENSEN & KRISTENSEN, 1979; KERELUK et alii, 1970a; GRAHAM,
1986 }. Este indicador pode ser na forma de de microrganismos
inoculados diretamente no produto, ou mais normalmente, em papel
ou aluminio ( suporte com concentragdo na ordem de 106

esporos/suporte ).
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Este microrganismo quando examinado microscopicamente consiste de
células de 0,7 a 0,8 um de largura e 2 a 3 um de comprimento; os
endoesporos sdo ovals e centrais e as células ndo séo inchadas;
quandoe incubados aerobicamente em meio apropriado a 30-35°¢C,
crescimento ocorre em 24 h e meio similar inoculado e incubado a
55-60°C ndo mostra evidéncia de crescimento no mesmo periodo;
coldénias em agar tém aparéncia opaca e pode ser creme ou marrom;
gquande incubadas em caldo nutriente desenvolve uma pelicula e

mostra pequena ou nenhuma turbidez ( USP XXII, 1990 ).

As caracteristicas bicquinicas do B. subtilis wvar. niger
{ globigii ) ATCC 9372 dado por GORDON et alii ( 1973 ) sao as

segquintes:

. Gram : +

. Motilidade: +

, Catalase: +

. Crescimento anaerdbico: -

. Reagdo Voges-Proskauer: +

. pH em caldo VP: 5,4

. Temperatura de crescimento: 10 - 50°%¢

. Reagédo Egg-Yolk: -

. Crescimento em lisozima: +

. Crescimento em NaCl ( 7% ): +

. Crescimento em meio a pH 5,7: +

. Producio de acido a partir da glucose: +

. Producdc de dcido a partir da arabinose: +

. Producdo de dcido a partir da xilose: -

. Producdo de dcido a partir da manitol: +

. Producdo de pigmento preto a partir da glucose: -
. Producdo de pigmento preto a partir da tirosina: +
. Hidrdélise de amido: +

. Hidrélise de hipurato: -

. Uso de citrato: +

. Uso de propionato: -

25



. NO, a partir de NO,: +
. Decomposicio de caseina: +

. Decomposicgdo de tirosina: -

As caracteristicas importantes e diferenciadoras desta cepa em
relacdo 4 da grande maioria de cepas de B. subtilis var. niger ¢ a
ndo produgdo de dcido a partir da xilose e a produgado de pigmento

a partir de tirosina.

0 desenvolvimento e manufatura comercial de um Indicador Bioldgico
reprodutfvel ¢ um processo complexo gque requer pesquisa e
desenvolvimento extensiveo, assim como um rigido controle de
gqualidade ( GRAHAM, 1986 }. Varias orientagdes =sdo dadas na
padronizacdo da produgdc de Indicadores Bioldégicos para oxido de
etileno e o método de DADD & DALEY ( 1980 ) tem sido usado em
outros trabalhos { DADD & DALEY, 1982; DADD et alii, 1983 ).

2.2.4.2. Fatores que Afetam a Resisténcia do Indicador Biolégico

A performance dos TIndicadores Bioldgicos € marcadamente
influenciada peloc microrganismo usado, condicdes durante
esporulacdo, procedimentos de limpeza, procedimentos de preparacao
e inoculacdo, materiais de suporte e embalagem, assim como a
subsequente avaliagdo e uso do Indicador Bioldgico, incluindo
metodologia e condigdes ambientals durante recuperagio dos esporos

expostos ao agente esterilizante ( GRAHAM, 1986 Y

De acordo com QUESNEL ( 1984 )}, os fatores que afetam a
resisténcia de Indicadores Biolégicos podem ser classificados pelo

seguinte critério:

- resisténcia determinada genotipicamente

- influéncias ambientais durante crescimento e esporulagéo
- ambiente durante estocagenm

~ influéncia do ambiente durante esterilizacgao

- influéncia das condigdes de recuperacaoc
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2.2.4.2.1. Resisténcia Determinada Genotipicamente

A base genética na variacdo da resisténcia de Indicadores
Biolégicos ndo é bem conhecida. Resisténcia a um tipo de
esterilizante nao estd correlacionada necessariamente com
resisténcia a outro tipo de esterilizante. Assim, por exemplo, B.
subtilis var. niger é mais sensivel ao calor umido e B.

stearothermophilus é mais sensivel ao calor seco.

MOSELEY ( 1984 ) indica que para o Deinococcus radiodurans ( mais
sensivel do que esporos ao calor e mais resistente a radiagdo )}, a
pase genética da resisténcia é a posse pela célula de cdédigo
genético para reparo de enzimas e outras proteinas que cooperanm

para reverter a injuria.
5.2.4.2.2. Influéncia Ambiental Durante Crescimento e Esporulacgao

Meio de esporulagdo, tempo e temperatura de incubacdo afetam o
desenvolvimento e resistédncia de B. stearothermophilus e B.
subtilis wvar. niger a vaper d'dgua e Oxido de etileno,
respectivamente. Procedimentos de lavagem e colheita tém um efeito
significativo na caracteristica dos Indicadores Bioldgicos e
repredutibilidade da preparagdo de esporos ( GRAHAM, 1986 }. O
ambiente iénico durante condigdes de crescimento também afeta a
resisténcia de B. subtilis ( PFEIFFER & OTTO, 1986 ).

Ffeitos de diferentes procedimentos de lavagem de esporos de
Bacillus subtilis na resisténcia ao calor foi avaliado por GORMAN
et alii ( 1985 ), observando uma redugdo na resisténcia térmica do
esporo devido repetidas lavagens, indicando um efeito nas
estruturas externas dos esporos. Estes mesnos autores, em outro
estudo observaram um leve aumento de &acido dipicolinico nos
esporos de Bacillus subtilis apss desenvolvimento dos resistentes
ao calor e um aumento na resisténcia térmica e quimica apos

incubacdo prolongada em meio de esporulagdo, o que indica um
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envolvimento da camada exterior {( GORMAN et alii, 1984 ). Alguns
autores acreditam que a aguisigdo de resisténcia ao calor esta
relacionada conm depdsito de camada de polipeptideos do envelope do
esporo e maturagido ( JENKINSON et alii, 1981 ).

LEVINSON & HYATT ( 1964 ) mostraram que a adigdo de L-fenilalanina
aumenta o conteddo de dcido dipicolinico e a resisténcia ao calor
de esporos de B. cereus, enquanto a adigio de L-glutamato e L-
prolina reduz a resisténcia dos esporos de B. megaterium.

0 meio de esporulacdo influencia a estrutura e composigéo quimica
dos esporos { SLEPECKY & FOSTER, 19597 LEVINSON & HYATT, 1964;
HITCHINS et alii, 1972 ) e o tamanho dos esporos, com alte
conteddo de proteina, nos esporos menores ( HITCHINS et alii,
1972 ), provavelmente refletido em diferencas em suas coberturas e

o volume do cortex dos esporos ( BAYLISS et alii, 1981 ).

DADD & DALEY ( 1982 ) sugerem gue a presenga de grupos
alguilatdveis livres nas capas dos esporos ( alguilagdo naoc
letal ) pode constituir em um mecanismo de resisténcia ao éxido de
etileno. Espera-se caracteristicas de resisténcias diferentes em
capas de esporos com diferentes composigdes conseqliientes do
desenvolvimento do microrganismo em meios diferentes,  com
diferencas no numero de grupos alquilatdveis. Aguarda-se assim,
que gualguer tratamento que altere a capa do esporo, alterara a
resisténcia do esporo, como mostra KEYNAN et alii ( 1964 ), em que
o aquecimento de esporos bacterianos a 80°c por 10 mninutos,
aumentou a permeabilidade da cobertura do esporo, tornando-os

menos resistentes.

Resisténcia dos esporos ¢ afetada pela temperatura durante
esporulagao { WARTH, 1978 ) e por concentragbes adequadas de

a2t pe2t 2+

cdtions, em particular ¢C e Mn { LEVINSON & HYATT,

1964 ).
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DADD et alii { 1983 ) mostraram que o meio de esporulagdo, o meio
de suspensdo, condigdes de pasteurizagdo e estoque influenciam a
resisténcia de esporos de Bacillus subtilis var. niger ao o6xido
de etileno, porém, temperatura de incubagdo e idade da cultura de
esporulagdc ndo parece ser expressiva nesta resisténcia. As
condictes sobre as gquais a suspensdo de esporos ¢ seca no meio
suporte do monitor exerce uma influéncia maior na resisténcia.
Inclusdo de glicerol no meio reduz a resisténcia
consideravelmente. Condigdes nutricionais, pH e temperatura de
incubacdo influenciam a habilidade dos sobreviventes de formar

coldédnias no meio solidificado.
2.2.4.2.3. Ambiente Durante Estocagem

A idade dos esporos e as condigbdes de estocagem sdo itens

importantes na sua resisténcia.

LEE & ORDAL ( 1963 ) descrevem gue estocagem de esporos de
Bacillus megaterium a 3°c por 40 dias resulta em conteddo dobrado
de aminodcido livre do protoplasto do esporo, sendo possivel gue
0

C,

resultando em alteragdes no numero de Jgrupos alquilatdveis e

alteracdes similares na estrutura quimica ocorra a ~20
consequente alteragdo na resisténcia ao dxido de etileno.

Dados reportados por SMITH et alil ( 1976 ) mostram um decréscimo
na resisténcia ac calor de Indicadores Biolégicos de Bacillus
stearothermophilus estocados & temperatura ambiente ( 22°%c, s0%
UR ) e sob refrigeracgdo ({ 4°C, < 1% UR ), sendo o decréscimo malior
observado nagueles organismos armazenados a temperatura ambiente.

REICH ( 1980k ) ndo verificou consequéncias similares ao estudar a
estabilidade de Indicadores Biolégicos de Bacillus subtilis. O
estado dormente de esporos de Bacillus subtilis, secos em suporte
de papel, parecem ser mais estdvels quando estocados a temperatura
ambiente ou sob congelamento do gue os esporos de Bacillus

stearothermophilus. Contrariamente aos dados de SMITH et alii
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{ 1976 )} , os dadogs de REICH { 1980b )} mostram que ndo ha
decréscimoe significativo, com 95% de nivel de confianga, na
viabilidade ou resisténcia de Indicadores Bioldégicos de Bacillus
subtilis estocados por 24 meses & temperatura ambiente ( 20*2200,
30+-10 % UR ) ou sob condigdes de congelamento ( -20% ).

0 contetdo de &gua dos organismos estocados é um fator importante
na resisténcia ao oxido de etileno e calor seco. Esporos
hidratados sdo menos resistentes ao ©o6xido de etileno do gque
esporos dessecados ( GILBERT et alii, 1964; KERELUK et alii, 1870;
REICH, 1980b; REICH & MORIEN, 1982 ). Esta resisténcia induzida
por dessecagido ndo é permanente e os esporos reagem normalmente
guando totalmente reidratados ( GILBERT et alii, 1964 ). Enquanto
valores de umidade relativa minima de 30% sédo requeridos para
efeito letal de oxido de etilenc, organismos que sdo equilibrados
a condigdes de umidade relativa muito menores por dessecagao
prévia tornam~se resistentes ao gds ( PHILLIPS, 1977 ). Esporos
secos em folha de aluminio de uma suspensac estoque de
metanol/dgua (9:1) sdo menos resistentes do que aqueles secos em

suspensdo de dgua ( DADD et alii, 1983 ).

ODLAUG et alii ( 1981 ) verificaram que a liofilizagaéo de esporos
{ em tampdo-fosfato 0,067M, estocagem a 2—BOC, por 9-27 meses)
ndoc tem nenhum efeito na resisténcia ao calor de Bacillus
gubtilis, apesar de resultar em leve decréscimo da populagio (<=
0,3 reducdo logaritmica), concluindo que a liofilizagdo é uma boa
alternativa para estocagem de esporos gque serdo usados Ccomo

Indicadores Bioldgicos em processos de esterilizagao.
2.2.4.2.4. Influéncia do Ambiente Durante Esterilizacao

0 ambiente dQurante a esterilizagdo afeta diretamente o grau de
dano das células e depende de cada agente esterilizante. Como ja
descrito, a eficiéncia da esterilizagdo por Oxido de etileno &
determinada pela concentragac de  gas, umidade relativa,

temperatura, tempo de exposigao e material de suporte.
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Umidade relativa entre 30-35% mostra efeito mdximo na
esterilizacgdo por o6xido de etileno. Porém, mesmo a estes valores
étimos de umidade, a esterilidade é afetada se 08 esSporos sao pre-
secos, como mostra  DADD & DALEY ( 1980 ). Células de
Streptococcus faecium e Staphylococcus epidermidis secos do caldo
de cloreto de cédlcio a 20 °C por 48 h torna-se trés vezes mais
resistente ao éxido de etileno do que esporos de B. subtilis var.

niger néo secos.

Quandoc o microrganisme indicador ¢ seco em materiais de suporte
absorventes ou higroscépicos, como papel ou tecido, os organismos
exibem maior resisténcia do que aluminio ou vidro { WINGE~HEDEN,
1963: GILBERT et alii, 1964 ). Esta conclusao, porém, nidc foi
verificada por GRAHAM ( 1986 ), que mostra que B. subtilis var.
niger pode ser inoculado em suportes de papel e aluminio, sem
efeitos adversos nas caracteristicas de performance.

Esporos de Bacillus subtilis ocluidos em cristais insoldveis em
dgua ndo sdo inativados pelo ¢xido de etileno { DOYLE & ERNST,
1967 }. Esporos ocluidos em cristais soluveis em agua sao também
dificeis de serem inativados por 6xido de etileno { MULLICAN &
HOFFMAN, 1968 ). Entretanto, os esporos podem ser mortos quando os
cristais sdo dissolvidos em dgua ou quando a pressdo parcial da
umidade relativa ao redor dos cristais excede a pressdo de vapor
da solucdo saturada dos cristais, pols os cristais seriam
continuamente dissolvidos e refeitos. 0O efeito protetor dos
cristais provavelmente é causado pela inabilidade da molécula de
g4s em penetrar a matriz do cristal, mais do gque a competig¢do pelo

gas entre o material cristalino e os esporos embebidos.
2.2.4.2.5. Influédncia das Condig¢gbes de Recuperagao
Alguns trabalhos mostram gue dipicolinato de c&icic aumenta a

recuperagdo da populagdo de esporos de B. subtilis { BUSTA &
ORDAL, 1964 ). Os resultados para B. stearothermophilus séo
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varidveis ( BUSTA & ORDAL, 1964 ) e dipicolinato de cdlcio
incorporado ao meio parece inibir sua germinagio e crescimento
( FIELDS & FRANK, 1969 }.

FUTTER & RICHARDSON ( 1970a ) Aindicaram gue o efeito da
temperatura de recuperacdo depende do sistema esterilizante usado.
Esporos de Cl. perfringens danificados pelo calor mostraran
temperatura étima de recuperagio de 270C, 0s esporos danificados
pela radiacdc gama pioraram progressivamente no intervalo de 21-
21% e para os esporos danificados por 6xido de etileno, taxas de

recuperacdo aumentaram progressivamente no intervalo de 18-38°%¢.

Esporos aerdbicos e anaerdbicos danificados pelo calor tornam-se
sensiveis a concentracdes de sal que ndo causanm efeito aocs esporos
ndo danificados { COOK & GILBERT, 1969 ).

A adicdo de amido e carvdo ao meio de cultura de vrecuperagdo
indica um aumento na recuperagac de esporos de B.
stearothermophilus expostos ao calor ( COOK & GILBERT, 1968 ).

2 recuperacdc de esporos expostos ao 6xido de etileno & afetada
pelo intervalo de tempo entre o final da exposicgdo e o teste, pela
temperatura de estocagem apds esterilizacdo e temperatura de
incubacdo, bem como meio de cultura ( CAPUTO et alii, 1980 ). DADD
et alii ( 1983 ) mostram gque a adigldo de extrato de levedura (
1% )} a triptona glucose ou caldo nutriente reduz a metade a
recuperacdco, endquanto a adigdo de triptona ( 1% ) aumenta guase 50
vezes o ntumero de coldnias comparado a adigdo de 1% de dcido

casamino ac meio sintético.

GURNEY & QUESNEL { 1980 )} mostraram gue a recuperagdo de esporos
de B. subtilis inativados por calor seco ( 140-170°C ) depende
marcadamente da composicdo do meio de cultura. No geral, meios
maiz complexos sao mais eficientes do que meios menos complexos,
que por sua vez s#o mais bem sucedidos do gue meio sintético

contendo L-alanina, dcido L-aspdrtico, L-metionina e glicina.
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FUTTER & RICHARDSON ({ 1970a ) mostraram gue a recuperagdo de
esporos de C. perfringens tem um pH 6timo no intervalo de 7,0-7,8
apés tratamento por o6xido de etileno, 7,6-7,8 apos irradiacdo gama
e pH 8 apds exposiglo ao calor umido ( 3400']. 0 potencial de
6xido-reducdec do ambiente afeta a recuperagdo dos esporos
danificados. FUTTER & RICHARDSON ( 1970b ) nmostraram que
sobreviventes dos esporos expostos ao éxido de etileno e radiagdo
gama foram progressivamente diminuidos ao aumento na taxa de HZ:N2

da atmosfera de recuperacgio.

como exposto, condigdes de recuperagdo afetam a resisténcia dos
microrganismos, sendo que até o mesmo meio de cultura, porém de
fabricantes diferentes podem fornecer valores de resisténcia
diferentes ( BORIS & GRAHAM, 1%85 ). Para minimizar estas
variabilidades, REICH { 1980a )} sugere diversas condigdes
especificaé para o desenvolvimento do sistema de recuperagdo dos
Tndicadores Biolégicos de Bacillus subtilis e interpretagao dos
dados, como:

- os suportes de Indicadores Bioldgicos processados devem ser
transferidos ao meio de cultura o mais rdpido possivel, pois ha
um  decréscimo significativamente rapido nos organismos
recuperdveis nos 30 minutos iniciais apdés o cicle de

esterilizacédo.

- tempo de incubagdoc deve ser suficiente para garantir a
recuperacadc de todos os organismos injuriados. E recomendado o
tempo de 5 dias em caldo de soja caseina, a 32-37°%, pois uma
consequéncia do esporo injuriade pelo 6xido de etileno é a
demora no crescimento do esporo, necessitando tempos de
incubacdo mais longos do gue © requerido para controles de

populagao.
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~ residual de 6xido de etileno no Indicador Biolégico parece
estar ligado ou concentrado no micro-ambiente dos esporos e/ou
meioc de inoculagao.

2.2.4.3. Avaliagdo da Resisténcia do Indicador Biolégico

Para investigar a probabilidade de sucesso de qualquer
procedimento de esterilizagdo, ha necessidade de medir a
resisténcia dos microrganismos. Teste de performance e resisténcia
de Indicadores Biolégicos deve incluir determinagéo do valor D,
definido como o tempo ( ou dose )} de exposicdo ao agente
esterilizante, sob condigbes especificas, necessdrio para reduzir
a populacdo de microrganismos em 90 % ou reduzir a populagdo na

ordem de 1 escala logaritmica.

Dois planos experimentals bdsicos séo usados para estudos de
cinética e esterilizac¢éo bacteriana ( AAMI, 1991C Y+ o método de
enumeracdo direta e o método de resposta guantal, referido as
vezes como método NMP ( numero mais provavel ) ou fracdo de

negativos.

6 método de enumeragdo direta avalia a gquantidade de
microrganismos remanescentes na amostra tratada. A andlise do
nimero de sobreviventes usa a técnica padrdo de plagueamento
padrido a tempos fracionados do processo de esterilizacdo. Desta
forma, o grau de letalidade, como fungdo dos parametros de
processo proposto, pode ser usado para desenvolver curva de morte.
Fste métode é mais frequentemente usado durante © desenvolvimento

do ciclo, mas pode ser usado para validagdo de processo.

0 método de resposta quantal utiliza a proporgdo do numerc de
replicatas ndo-estéreis no total de replicatas expostas a doses ou
tempos selecionados de contato com o bactericida. ©Ou seja, o©
Tndicador Biolégico & inoculado em meio de cultura liguide e
avaliado para resposta crescimento/ndo  crescimento { nao

estéril/estéril ). Esta metodologia e frequentemente usada para

34



monitoracdo de rotina ou para validagdo de processo, mas pode ser

usado para desenvolvimento de processo.

0s dois experimentos sdo diferentes e os métodos de andlise devem
diferir ( HAICHIGIAN & SCHLESINGER, 1991 ). O valor D cbtido pelos
dois métodos podem variar significativamente, pois cada um avalia
uma 4rea da curva de morte { vide fiqura 5 ), hd diferencas na
probabilidade de recuperagdo e diferengas podem ser devido ao
desenho fisico do indicador.

A estimativa de D usando o experimento de enumeragdo direta €& dada

por:

t
D = - . onde: (1)
log No - log Nt

t tempo de exposicéo

g

No = ndmero inicial de organismos antes do experimento ser
conduzido
Nt = numero total de organismos no tempo t

Dois métodos, preconizados pela AAMI ( 1991b ) sdo utilizados para
analisar os dados de resposta quantal: Stumbo, Murphy & Cochran
( proposto por STUMBO, 1948 e STUMBO et alii, 1950 } e Spearman—
Karber { bem esclarecido por PFLUG, 1990 ).

0 procedimento de Stumbo, Murphy & Cochran define o valor D como:

t
D = , onde: ( 2)
log No - log N

t+ = tempo de exposigéo

No= numero inicial de organismos por replicata

Ny= 1n ( n/r } - NMP estimado

n = numerc total de replicatas no tempo t

r = nimero de unidades negativas de crescimento no tempo t
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0 ntmero de microrganismos sobreviventes ( NU ), no tempo U &
calculado dos dados gquantais usando o método de HALVORSON &
ZIEGLER ( 1933 ).

0 procedimento de Spearman-~Karber usa um ponto especifico no
intervaloc quantal, como mostra a figura 5, definido como tempo

estimado de Spearman—-Karber ( Este é& um método de

USK ).
estimativa do tempo de aquecimento gue se espera observar antes de
uma amostra com N0 organismos tornar-se estéril. O USK é o tempo
esperado ou tempo médio para esterilidade dos Indicadores
Biolégicos e pode ser calculade dos dados de fragado de negativos.
Este procedimento s6 pode ser usade se tempos de exposigao
sucessivos ao agente esterilizante diferem por um intervalo de
tempo constante e o mesmo numero de replicatas sdo expostas a cada

intervalo.

A equacdo para calcular o tempo estimado de Spearman—-Karber ¢ dada

por:

k-1

Ui+1 + U, Tsi1 r, , onde
USk_ [ —=—S—— = 1 [ === ]
2 D+ ny

i=1
Uy = tempo estimado de Spearman-Karber _
k5 = primeiro tempo com todas as unidades negativas
U, = tempo 1 de tratamento
r- = n° de replicatas estéreis no tempo i
n; = n®* de replicatas usadas no tempo 1

Quando os tempos de exposigdo ao agente esterilizante diferem de
uma constante de tempo ( 4 ) e o numero de replicatas usadas ( n )
& constante em todos os tempos, a equagio acima pode ser

simplificada para:

k-1
a d
U = U = —ee = =, r, , onde:
sk k 5 n
i=1
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}

x = primeiro tempe de aguecimento com todas unidades
negativas

i = tempo de exposigio
ry = nuimerc de replicatas estéreis no tempo i
n- = nimero de replicatas usadas no tempo i
d = intervalo de tempo, em mninutos, entre os tempos de
exposigdo
r, = soma de replicatas estéreis ( r } a todos o0s tempos de

exposicgac entre U1 e Uk«l

0 valor D pode ser calculade por este procedimento, usando a
seguinte equacédo:

U
D= sk , onde: { 3 )

{ logﬁo + 0,2507 )

No = contagem média de esSporos por 1B determinada por
contagenm total de vidveis ( carga microbiana inicial )

A variancia de Usk para dados onde o intervalo dos tempos de
exposicdo ac agente esterilizante é constante e onde hd o mesmo
nimero de replicatas a cada tempo de aquecimento pode ser
aproximada usando a seguinte eqguagdo ( USP XXII, 1990; PFLUG,

1999 ):

Vusk = a2 . =1
g ri { n - ri ), onde:
n" (n-1)
U1
\Y = varidncia de U
nUSk = n? de replicatgg ugsadas
r = n* de replicatas estéreis
d = intervalo de tempo, em minutos, entre os tempos de
exposigéao

0 desvio-padrdo ( DP )i DP = Viek

Os limites superior e inferior do intervalo de confianca de 95% é

H 4
dado por Usk 2DpP

Para o valor D, o intervalo de confianga é dado por:
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Usk +- 2DP

logNoc + 0,2507

sendo que a variabilidade aceitdvel do valor D descrita pela USP
XXII { 1990 ) é de +-20%, apesar de OXBORROW et alii ( 1990 )
mostrarem que esta variabilidade ¢é dificil de ser observada

rotineiramente.

HACHIGIAN & SCHLESINGER ( 1991 ) mostram gue o método de Stumbo,
Murphy & Cochran, descrito acima ( equagédo 2 )}, subestima o valor
D e propde o uso do valor DH { baseado no modelo de Epstein-—
Hachigian ), sendo:

- 2,3026 . L
D, = =3 - , onde: ( 4 )
In { -L In ( K/K ) )

H

numero inicial de organismos por replicata
minero de replicatas estéreis

nimero total de replicatas

tempo de exposicdo

ot = R
i i

0 uso prético do valor D como calculado em { 4 ) é o mesmo daquele
calculado em ( 1 ), sendo que erros devido a estimativa de NMP néoc
influenciarao o] calculo de D. Assim, comparagoes entre
jaboratérios serdo mais simples usando experimentos de resposta

quantal do que usando experimentos de enumeracdo direta.

A Farmacopéia americana ( USP XXII, 1990 } recomenda a utilizacgdo
do métode de Spearman-Karber, na avaliagéo dos Indicadores

Bioldgicos para esterilizagao por 6xido de etileno.
Conhecendo-se o valor D, define-se o tempo de exposicgao

considerando a carga inicial dos Indicadores Bioldgicos e o fator

de seguranga de esterilidade. O método de teste de processo
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reduzido & recomendado para Indicadores Biolégicos e para
processos de esterilizagdo onde um Unico atributo pode ser
avaliado, sendo Util na esterilizacdo por dxido de etileno ( AAMI,
1991c¢ ). Este método consiste em conhecer a carga nicrobiana
inicial do Indicador BRioldgice e submeter o produto em sua
configuragdo de carga normal no esterilizador a diversos ciclos
diferentes para obter no mninimo um resultado com fragac de
negativos, sendo que este tempo de processo pode ser expresso COmO
um determinado ntmero de organismos sobreviventes ( que poderd ser
um ponto da resposta quantal ). Uma linha pode ser extrapolada
pelos 2 pontos ( carga inicial e fracao de negativos } até o fator
de seguranga de 10_6 e entdo o tempo de processo definido ( figura
6 ). Nesta figura entende-se por Pyo., a probabilidade de uma

unidade ndo estéril e por UR' o tempo de tratamento.
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Figura 5: Areas na Curva de Morte Analisadas pelos Diferentes
Métodos de Determinacio de D ( AAMI, 1991c )
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izacdo usando Teste de

Desenho do Processo de Esteril
Processo Reduzido ( AAMI, 1991c )

Figura 6

5Ra | |RRAN SIPRP T 3D ORied]

542 RRIZBR G & &

APBH U

Ad

SOWS TURH AD AW 3B OU3UNN

1380, 118 B o g g 8 =TT
* - ' et
] e e e ' S o
™ Wi]i ] ]
1] — m i 2
IHHESS S % *
P =
I 5> 4 2
{.w'_. i 1 s S R S S 1 S 5 B TR S KSR O IR N R £ S @
il y : ; >
: = 8 lie
= g
i
’ uox _
; i A o :
poy | = 1
o Il i o
L1 Ry
1 e
fil
Ny
. & 10s 0 sy
5% f
e -1 —] =t i et
L5 5 iy ey B w. e
B @
= .mm ] o
it B «
+— j =
- ML
S
i Hi S0 e v £ 5 S8 o St 11 1 40 e w. “m B
1 H] £ = 3
i =i e > p
y =14 4 g i
— ¢ =25 I
g i = !
1 : _.
1 '
1 i
i it - |
i “ W
: ot 3 i
: o Lt H _
=Y U.m Qw = 1m

)

.

LS

eQuiival

Tempﬂ { min

41



2.2.4.4. Padrdes e Requerimentos no Uso de Indicador Bioldgico

Na Europa, a Farmacopéia Furopéia pode ser considerada como
documento referéncia. A norma sobre esterilizagdo do EUCOMED
representa a visdo da inddstria dos padroes aceitdveis para a
Europa no uso de Indicadores Bioldgicos. REINIKAINEN ( 1986 )
resumne os modelos e@uropeus, sendo que as duas normas
( Farmacopéia FEuropéia e EUCOMED ) séoc similares em termos de
filosofia geral. Os dois documentos definem um fator de seguranga
de 10“6; concordam gue o uso de Indicador Bloldgico { B.
subtilis )} é essencial para provar a eficdcia dos processos de
esterilizagaoc por éxido de etileno; concordan com as
caracteristicas gerais dos Indicadores Bioldgicos em relagao a
comoe devem ser qualificados, isto &, reconhecimento do
microrganismo, nimeroc de UFC, wvalor D e data de validade;
concordam com as especificacdes Dbdsicas para Indicadores
Bioldgicos como alta resisténcia, nao patogeneicidade e a
facilidade de cultura, sendo que o EUCOMED acrescenta facilidade
no reconhecimento, viabilidade estdvel e valor D reprodutivel. A
maior diferenca entre as duas normas estd na insisténcia da
Farmacopéia Européia de que os Indicadores Bioldégicos para a
esterilizacdo por 6xido de etileno devem ser desumidificados.

Nos Estados Unidos hd varias normas técnico-diretivas emitidas por
diferentes entidades. As normas emitidas pela AAMI normalmente séo
aceitas pela inddstria e comunidade reguladora, uma vez dque Os
comités desta associacdo sdc representados igualmente pela

industria, universidade, hospitais e érgdos reguladores.

0s tipos de Indicadores Bioldgicos aceitos pela AAMI ( 19%1c )

sao:
a. suporte inoculado: carregadcr contendo esporos envolvidos

por embalagem de papel ( "glassine" ). Vdrios tipos de
suporte sao estudados { como papel, vidro, tecido,
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aluminio ), porém o  suporte indicado pela AAMI & papel.
Nao hd  Tmeio de recuperagéo incluido  nesta unidade.
Este tipoc de Indicador Biolégico requer técnicas assépticas de
cultura e pode ser usado para andlise de enumeragao direta
ou resposta gquantal

b. portador: meio de recuperagdo faz parte da unidade. H& 2
tipos:

- o suporte contendo os esporos ndo estd em contato direto
com © meio de recuperagdo. A unidade deve ser ativada

apés processamento ( usado para vapor d’agua e gas }.

- esporos misturados com meio de cultura em uma ampola selada
de vidro ( usado apenas para esterilizagdo a vapor dfdgua }.
Nao é usado para andlise de enumeracdoc direta, mas
disponivel para validagdo ou monitoracdo de rotina.

¢. produto inoculado: a suspensio de esporos & inoculada
diretamente no produto ( em alimentos ¢ conhecida como
técnica de embalagem inoculada ). Este tipo de inoculagéo
pode causar sobrevivéncia prolongada dos esporos. Pode ser
usado en andlises de enumeracao direta ou resposta
guantal. Requer técnicas assépticas de cultura 2 normalmente

&6 usado em desenvolvimento de cicleo.

A AAMT orienta que os testes para verificar performance de
Tndicador Biolégico sejam conduzidos em uma caémara teste due
reproduza os requisitos de performance dados pela norma da camara
BIER. Camaras tipo BIER sdo criticas na avaliacdo de performance
de Tndicadores Bioldgicos, pois elas permitem a rdpida chegada e
fim das condigdes de exposicdo de forma precisa e acurada, o gue &
bastante importante nas avaliagdes de o¢xido de etileno, pois néo
nd modelos matemdticos que calculem a letalidade da *wubida® e
ndescida® do ciclo de exposicdo ( AAMI, 1992a ). Além disto, o

desenho da cédmara BIER é feito de forma a prover condigdes de
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esterilizaglo reprodutiveis dentro de parémetros definidos e
controlados.,

A AAMI ( 1992a )} endossa o0s requisitos da Farmacopéia americana
( USP XXII, 19390 ) que requer as seguintes caracteristicas do
eguipamento usado nos testes de performance de Indicador Biolégico

utilizado na esterilizacdo por 6xido de etileno: “

. tempo para alcangar a concentrag¢do de gds especificada e
tempo de exaustdo menor que 1 minuto

. guantidade de gds admitida de forma a se obter +-5% da
concentracdo de gds definida

. controles de umidade capazes de manter a umidade relativa da
camara dentro de 10% da umidade relativa definida ( +-5% ).
controles de temperatura capazes de manter um intervalo de
temperatura na camara de +-1%

. medidores de pressdo com precisdo de +-6,35 nmHg

Usande os requisitos de equipamentos e procedimentos de testes
descritos pela USP XXII ( 1990 ), o Indicador Bioldgico para
esterilizacdo por o6xido de etileno & considerade padronizado
gquando atende a seguinte performance { USP XXII, 19%%90; AAMI,
1991lc }:

D=2,6 -5,8 min

ou
tempo de sobrevivéncia
tempo de morte

10,4 -~ 23,2 min
26,0 ~ 58,0 min,

I

sendo que a avaliagdo deve ser feita nas seguintes condigdes de
processo { normalmente realizada na cédmara BIER ):

concentragdo de EO
temperatura
umidade relativa

600 +- 38 mng/1
54 +— 1 8
60 +— 10 C

ol

0 valor D é calculado usando © procedimento de Spearman-Karber,
com grupos de 10 Indicadores Biocldgicos. Por opg¢do de avaliagdo do
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tempo de morte/sobrevivéncia, a USP XXII ( 1990 )} indica o uso de
2 grupos de 20 IBs.

De acordo com AAMI ( 1986 ), a performance do Indicador Bioldgico
para processos de esterilizagdo em instalagdes de cuidados & satde

deve ser dada por:

tempo de sobrevivéncia = ndo menor que 15 min
tempo de morte = nfdo maior que 60 min

2.2.5. Equipamento de Esterilizacdo por Oxido de Etileno

Esterilizadores por 6xidoe de etileno sdo utilizados para
esterilizar uma série de produtos e materiais, sendo que muitos
destes sdo destinados ao uso em procedimentos ciridrgicos. Assim,
uma falha ou performance inadequada do esterilizador pode resultar
em sérias consequéncias, como infecgdes, gue podem colocar em
risco a vida dos pacientes. Além disto, esterilizadores por éxido
de etileno e fontes do agente esterilizante representam riscos
potenciais & seguranga dos operadores do esterilizador e das
pessoas que manipulam e utilizam os produtos esterilizados por
6xido de etileno, representado pela exposicdo potencial ao gds e
ao residual de o6xido de etileno presente nos produtos
esterilizados { AAMI, 1987).

Baseado nestas prenissas, sdo definidas 3 édreas importantes a
serem avaliadas no uso da esterilizagdo por oxido de etileno: a
necessidade de garantir a seguranga dos operadores dos
esterilizadores e demais trabalhadores que manipulam e utilizam os
produtos esterilizados por o6xido de etileno, a necessidade de
medir e controlar adequadamente os parimetros de esterilizagéo e a
necessidade da validagdo da performance do esterilizador e

parametros dos ciclos de esterilizacdo ( AAMI, 1987a ).

0 esterilizador por 6xido de etileno é constituido basicamente por
um vaso de pressdo com capacidade para evacuar ar, agquecer e
umidificar o produto uniformemente, adicionar gds a temperatura
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especifica e remover o gds apdés um intervalo de tempo determinado.
Poucas alteracdes tém-se observado nestes 1ltimos 20 anos nos
equipamentos e os malores progressos estdo relacionados conm
instrumentagdo e controle computadorizado dos esterilizadores e
ciclos. A introducgdo de programas computadorizados nos sistemas de
esterilizacdao traduz em ciclos mais complexos e eficientes
( CAPUTO & ODLAUG, 1983 ).

Para reallizacdo de um processo seguro e efetivo, os componentes
principais do esterilizador devem ser desenhados de mode a
oferecer o menor risco possivel de vazamento ( GILLIS & BRUCH,
1983 ). O material de construcdo deve ser resistente & corrosio.
Os instrumentos devem permitir uma leitura consistente com os
requisitos do processo, acompanhando um programa de manutengao
preventiva e aferigdo dos instrumentos { no minimo uma vez por
anc ).

O ciclo cldssico de esterilizagdo por éxido de etileno formado

&
in

por 5 estdgios: pré-condicionamento e umidificagdo, injegao de

gas, periodo de exposigdo, evacuagdo e aeragdo.

0 sistema de controle mais simples para assegurar a concentragao
do gds adicionado no processo € a pesagem dos cilindros logo apds
a entrada de gds nas camaras ou através do cdlculc tedrico da
concentracdo de oxido de etileno no esterilizador, baseado na Lei
dos Gases Ideais ( PV = nRT )}, com as seguintes suposigles ( AAMI,
1987a, 1988a ):

- a mnistura de oxido de etileno, vapor d’dgua e ar (e gds
diluente quandeo usado) comporta-se como um gas ideal.
- ndo hd perda seletiva de um conmponente da mistura (isto é,

por absorgdo ou adsorgdo).

}

a informacdo dos c¢ilindros contendo o gds ¢é precisa, e a
porcentagem do peso da mistura de gds permanece constante
quando introduzido no esterilizador.

~ a pressdo é definida em termos absolutos ou diferengas nas
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leituras do indicador, preferencialmente a pressao

indicador (diferenga da pressdo atmosférica).

do

Baseado nestas suposicbes, a concentracdo de 6xido de etileno é

calculada com base na diferenga da presséo tbtal, resultada
adicdo de oOxido de etileno ({E0) e do gds diluente (DG), e

temperatura do esterilizador, sendo expressa por:

P = PEO + PDG = [(n/V)EO + (n/V)DG].RT, onde:

pressio

pressdo parcial de éxido de etileno
pressdo parcial do gas diluente

n® de moles

volume

constante dos gases

temperatura

HW<g3 g
el o]
Qo

tgnonn

da
da

Rearranjando a equacgdo acima ( Lei dos Gases Ideais ), o calculo

da concentracido de 6xido de etilenc é dado por:

4

C = (K.P)/(R.T) = [(4,4.10" ME)/(ME + 44 (100 - E))}].P/RT

onde:

¢ = goncentragdo de EO ( nmg/1 )

K = constante para o gds diluente ( dado na tabela 5 )
p = diferenca na pressdo total devido ac EO e gas

diluente

constante dos gases

temperatura absoluta da mistura do gds EO/diluente
dado a pressédo P

peso molecular do gds diluente

porcentagen de peso do EO na mistura diluente

=B L e
I

A tabela 6 lista algumas constantes de gds para vdrias pressdes

unidades de volume.
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Tabela 5: Constantes e Pesos  Moleculares para Misturas
EO/Diluente ( AAMI, 1987a )

v - — i shob iy WAL SRS R A e —— i ———————— i 44 L I L L U ———— T ———— T o o7 Yool AL U L S S T TR —————

MISTURAS
EO/Diluente K{mg/gm mole}* K (1lb/1b mole)**
10%E0/90%Diluente 4,40x102 4,40 1
12%EO/88%CC12F2 1,20x103 1,20x10
20%E0/80%CO,, 8,80x10;, 8,80
100%EQ 4,40x10 4,40x10
Pesos moleculares: Oxido de Etileno (EO) 44,0
Diclorofluormetano (CCl Fz} 120,9
Didxido de carbono (cozf 44,0

R —————— PR R PP ey L B Rl hehad o kbl

* usar quando a concentracdo de gds val ser expressa em ng/l 4
%% usar quando a concentracgdo de gds val ser expressa em lb/pé

Tabela 6: Constantes dos Gases — R = PV/nT ( AAMI, 1987a )

e b i AP A i s e e v A AP M B T s e e W L S Sk A A U T T T T o AR SO UL A S S B it AL L S s S S 4 e S e . b e

Pressao Volunme Moles Temperatura Constante do
Gds(R)
atm ce gm X 82,0587
atm 1 3 gm K 0,08205
atm pé ib K 1,3140
bar 5 1 gm K G,08314
Kg/m 5 1 gm K 847,80
kg/cm 1 gn K 0,08478
mmHg i 3 gm K 62,361
mmHg pé ib K 998,90
pelHG 5 1 3 gm K 2,4549
1b/pol pe 1b R 10,73

T —————E PSR P S B R E gl ettt eheat e e

Os monitores de pressdo devem ter acuidade de +- 2,53 da escala
completa de calibragdo ( AAMI, 1887a ).

A umidade na céAmara & obtida normalmente da injegdo de vapor
d’dgua durante o processo. Da pressdo parcial devido o wvapor
d’4dgua e temperatura da cémara, a umidade relativa dentro de uma
camara de oxido de etileno pode ser calculado como (AAMI, 1987a }:
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3UR = 100.Pv/Pqg, onde:

Pv = pressdo parcial devido ao vapor d’dgua
Pg pressao de saturacgdo do vapor d’dgua a temperatura de
esterilizacgdo.

A pressidc de saturacdo do vapor d'dgua a diversas temperaturas:

T (°F) Pg
100 0,9492
110 1,2748
120 1,6924
130 2,2225

0 controle de temperatura deve representar a temperatura do
interior da cémara e a diferenca mdxima recomendada entre dois
pontos no seu interior deve ser menor ou igual a +-3°c. os
monitores de temperatura devem possulr acuidade de +- 1 °c na
temperatura de exposic8o ( AAMI, 1987a ). Aquecimento de gas
durante sua injecdo no esterilizador dificulta a estratificagéo
do gas na camara e possiveis danos causados aos produtos.
Aconselha-se a instalacéo de um registrador de temperatura com um
minime de trés termopares, para autoclaves com volume de até
2,8m3. A transferéncia de calor e o controle de temperatura nao
devem permitir variagdes de temperatura na carga de produtos, isto
&, ndo devera haver pontos excessivamente frios ou quentes que
possam comprometer a esterilidade ou funcionalidade dos produtos.
0 registro de tempo de exposigdo e temperatura peodem ser

realizados pelo mesmo equipamento registrador.

A quebra de vdcuo e aeragdo dos produtos nas camaras € feita
através de injecdo de ar ou outro gds inerte. Quando as embalagens
e 08 seus sistemas de fechamento nao peruitirem uma barreira
eficaz aos microrganismos, filtros bacterioldgicos ( 0,45 um )

devem ser instalados para filtracgdo deo ar ou gdés.
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Os equipamentos devem possulr ainda um sistema eficiente de
_aeragdo para remocdc dos residuos apdés o processo. O eguipamento
deverd permitir o maior mimerc de trocas de ar possivel no seun
interior, sem causar danos & embalagem. A aeragdo na prépria
autoclave € preferivel aos aeradores independentes, devido ao
risco de exposicdo dos operadores durante a transferéncia dos
produtos. LYON ( 1988 ) introduz um método matemdtico capaz de
comparar o¢ ciclos de lavagem de o6xido de etileno e estimar o
efeito de alteracdes nos parémetros de ciclos na remogdo do
residual do gds. A instalagdo de sistemas de exaustdo sobre as
portas ¢ uma das maneiras de se evitar a propagagdc dos gases para

o ambiente de trabalho durante a abertura das cémaras.

A descarga do gds é um dog pontos que mais contribuem para a
contaminagdo dos ambientes de trabalho. A maneira mals eficiente é
a descarga em dgua a pH entre 2 e 3. A descarga na atmosfera deve
ser c¢uidadosamente avaliada para se evitar a contaminagdo de
pessoas em outros ambientes de trabalho ou de edificios e casas

préximas.,

A estocagem dos cilindros, mesmo agueles em uso nas autoclaves,
deve ser realizada em ambiente externo, com perfeita ventilagdo,
em drea de acesso restrito, contendo placas de identificagdo do

gds e recomendagdes para procedimentos de emergéncia.

Alguns requisitos s#&o requeridos do fabricante na aquisigio de
esterilizadores ©por ©6xido de etileno: ser adequadamente
identificado ( nome dc fabricante, modelo, n® de série, requisitos
elétricos ) e deve estar disponivel para uso, um manual contendo
informacdes como { AAMI, 1987a ):

. instrugdes para instalacao
. instrucdes para operagdo sequra e efetiva
. tipo de esterilizante/diluente usado, procedimentos de

instalacdo, estocagem e uso
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especificagbes técnicas ( requisitos de presséo, temperatura,
material, componentes elétricos, filtros de ar, etc )
. recomendagdes de seguranga na operagio

. instrugdes para inspegdo e manutengdo rotineira

2.3. Validagdao de Indicador Bioldgico e do Processo de
Esterilizacdo por Oxido de Etileno

vValidagdo ¢ um termo que descreve um programa desenvolvido para
asseqgurar a reprodutibilidade do processo , garantindo gue os
resultados serdo sempre satisfatdrios e de acordo com a segurancga

exigida para os produtos processados.

A validacdo do processo de esterilizacdo € uma evidéncia
documentada que indica, com alte grau de seguranga, gue um
processo especifico produzird consistentemente um produto com
caracteristicas de qualidade dentro de requisitos pré-determinados
( AAMI, 1988a ).

Apds definicdo do produto e desenvolvimento do processo, um
programa de validagdo deve ser conduzido para demonstrar que o

processo pode esterilizar o produto especificado.

Tal programa pode ser resumido em 3 etapas bdsicas ( AAMI,

l988a ):

1. Qualificac@o das Instalagdes: o objetivo € estabelecer gue
equipamento, controles e instrumentos téw capabilidade de
operar dentro dos parametros requeridos. Assinm,
procedimentos devem ser realizados para assegurar gue todos
08 equipamentos e sistemas de suporte estdo funcionando
adequadamente., Ou seja, todos 08 instrumentos devem ser
aferidos e o equipamento calibrado para garantir

confiabilidade e reproduiibilicade.
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2. Qualificacdo da performance do  processo: realizacdo do
processo de esterilizacdo com tempos fracionados ( mantendo
os demais parémetros ), a fim de avaliar a letalidade do
processo através da curva de nmnmorte de Indicador Bioldgico e
de Produtos, determinando assim, o processo de esterilizacdo
para fator de seguranga definido.

3. Certificagdoc: registro e andlise de todos os dados das
etapas anteriores. Revisdo e aprovagac da documentagdo deve

ser realizada para definir as condigdes minimas de processo.

Todo este processo pode ser esquematizado da seguinte forma
( AAMI, 1987a ):

especificacédo E E especificacédo
de mE— M de
produto : ; . processo

%
' '

PROGRAMA DE VALIDACAO

i gualificacdo da Instalagdo { sem produtc )
l . teste de equipamento

. calibracdo de equipamento

% . documentacdo de eguipamento

Qualificagdo de Performance ( com Produto )

l

preparacdo de protocelo com minimo
de 3 corridas

% l

produto equipanmento desafio
funcionalidade performnance microbiano
avaliacgao avaliacéo

Certificacdo

. documentacio

. revisdo e aprovagao

;
Processo de Rotina
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Revalidacdo periddica ( tipicamente conduzida anualmente ) deve
ser realizada para assegurar o fator de seguranga ( AAMI, 1988a,
1991c ). Entretanto, o programa de revalidagdo nédo deve
necessariamente ser um programa tédo extenso ( USP XXII, 1990 ).

Uma vez que o Indicador Bioldgico € item usado na validacgio de
processo de esterilizacéio, este deve ser previamente padronizado e
validado, especialmente aqueles usados na esterilizacdoc por &xido
de etileno, gque em fungdo do grande numero de varidveis que

influenciam a eficdcia do processo, requer monitoracgdo constante.

De acordo com CAPUTO & MASCOLI { 1980 ), o desenho do Indicador
Bioldgico para monitorar a eficdcia de um processo de

esterilizacdo pode ser dividido em 4 etapas:

. Selegdo e producgdo do microrganismo indicador: microrganismo é
selecionado para uso e procedinentos de propagacgio sdo
desenvolvidos para garantir producdo consistente de populagédo
homogénea de esporos com definida resisténcia a0 agente

esterilizante

. Resisténcia do microrganismo: valor D deve ser determinado em
equipamentos capazes de reproduzir precisamente os parametros de

esterilizacéao

. Performance do Indicador Bioldgico: deve ser avaliado no
esterilizador de producio ( a ser validado )} com carga de rotina
{ ou simualada ). Isto porque condigdes de esterilizacgdo { isto &,
concentracio de gds, umidade, temperatura, etc ) séo afetadas pela

densidade da carga.

. Determinacdo do nivel de microrganismo a ser usado como

Indicador Rinligico.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Organismos

Neste experimento foram utilizados esporos de B. subtilis var.
niger ( globigii } ATCC 3372 ( CHRISTENSEN & KRISTENSEN, 1979;
REICH, 1980a; AAMI, 1986 ) provenientes de 2 fontes:

1. esporos de Indicador Bioldgico tipo fita carregadora de
papel do fornecedor AMSCO, lote GL 121 D

2. esporos provenientes de cultura 1liofilizada da Colecdo de
Culturas DSM, identificada como DSM 675.

A partir destes esporos foram produzidos inicialmente 2
Indicadores Bioldgicos, cuja performance foi comparada ao IB
AMSCO, considerado IB referéncia neste estudo.

3.2. Preparo da Suspensdoco de Esporos
3.2.1. Preparo da Suspensdo Estoque

Suspensdc aquosa de esporos fol preparada de acordo com o método
de DADD & DALEY ( 1980 1}, com algunmas particularidades
baseadas em avaliacgdes néo publicadas de eficdcia do
procedimente ( acompanhamento e avaliagdc da carga microbiana -
vide item 3.4.3 e resisténcia dos Indicadores Bioldégicos de acordo
com requisitos da USP XXII, 1990 e AAMI, 1986 ).

0 preparc da suspensido de esporos segue as seguintes etapas:

Os esporos bacterianos de B. subtilis var. niger ( globigii )
foram recuperados em TSB, utilizando tubos com 40 ml de meio, que
foram incubados 4 35-35%¢ por 24 h. Os mnicrorganismos foranm
transferidos para placas de petri contendo TSA, onde permaneceram

por 72 h.
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Uma coldénia isolada foi transferida para tubos contendce 200 ml de
TSB , que foram incubados a 30-35°C por 24h. Avaliacdo morfolégica
e bioguimica foram realizadas ( procedimentos de teste descritos
por SNEATH et alii, 1986, e caracteristicas midrobiolégicas dadas
por GORDON et alii, 1973 ).

Unma vez obedecidos 08 requisitos, 3 ml da solugdo do tubo de 7TSB
foi transferido para garrafa de esporulagdo contendo 250 nml de
Agar Nutriente. Apés 15 minutos, o excesso do liquido foi removido
e a garrafa'armazenada em posicgdc invertida a 30-35%¢ por 6 a 7
dias, de tal forma a obter 250% de esporulagdo. Ceoloracao de Verde
Malaquita foil realizada para confirmar esta porcentagem ( FIELDS,
1975 ).

Os esporos da garrafa foram removidos utilizando 20 ml de dgua
destilada auxiliado por aproximadamente 20 pérolas de vidro e
fazendo movimentos circulares. O liguido fol centrifugado por 1 h
a 5.000 rpm. O sobrenadante fol retirado. 15 ml de dgua destilada
foi acrescida ao precipitado e novamente centrifugado por 1 h a
5.000 rpm. Esta lavagem foi repetida mais 3 vezes.

30 ml de A&gua destilada foi acrescentada ao precipitado e
armazenado enm frasco A&ambar com 30 pérolas de vidro sob
refrigeracdo ( 5-79C ) até seu uso.

A concentracdo de esporos desta solugdo estoque fol avaliada de

acordo com item 3.4.1.
3.2.2. Preparo da Suspensdo Trabalho

A suspensdo estoque foi acrescentado volume V de solugdo alcdolica
de etanol 40% ( GRAHAM, 1986 ), sendo V= {b/a}.c, onde V= volume a
ser transferido para a suspensdo estoque, a= concentragdo de

7

esporos na suspensdo estoque, b= concentragdoc desejada ( 10 ) e

¢= volume desejado de suspensio.
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A solugido trabalhe foi mantida sob refrigeracgdo ( 5-7C ) até seu
uso.

A concentragio de esporos desta solugdo fol avaliada de acordo com
item 3.4.2.

3.3. Preparco do Indicador Bioldgico Tipo Fita Carregadora

A suspensdo trabalho foi agitada por 2 h em agitador magnético.
0,1 ml desta suspensdo foi transferida para tira de papel
( 350g/cm2 e 250g/cm2 na primeira e segunda fases do experimento )
de 380x70mm , utilizando pipetador automético.

As tiras assim preparadas foram secas & Temperatura Ambiente por

24 h e posteriormente armazenados vide item 3.5.

A concentrac8c de esporos da fita carregadora foi avaliada de
acordo com item 3.4.3 e a mesma estava na ordem de 106
esporos/unidade. Apés estabilizacio dos esporos { armazenados por
no minimo 1 més ), os esporos das fitas carregadoras foram
recuperados e avaliados morfoldgica e bioquimicamente ( SNEAT et
alii, 1986 ) utilizando como referéncia as caracteristicas do
Bacillus subtilis var. niger ATCC 9372 dado por GORDON et alii

( 1973 ), descritas no item 2.2.4.1.
3.4. Avaliagdo da Concentragdo de Esporos

3.4.1. Suspensao Estogue

2 suspensao estoque foi agitada & 320 rpm por 2 h. 1 ml da
suspensdo fol transferida para tubo contendo 2 ml de solugédo
fisiolégica e pérolas de vidro ( diluigédo 107t ). O tubo foi

agitado por 1 min.
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A suspensdo foi aquecida a 80 °C por 20 min ( para eliminar
celulas vegetativas ), transferida imediatamente para o gelo, onde

permaneceu por 20 min. Apds, a solugdo foi agitada por 2 min. e

0”7, 1077/% & 1077/2

diluigdes sucessivas até 1 foram realizadas.
0,1 ml destas diluicdes fol transferido para placas contendo TSA
{ triplicata para cada diluicdo ) e alga de Drigalski foi usada
para espalhar a solugdo na placa. As placas foram incubadas a 30 ~
35°C por 24-36 h. As contagens foram realizadas e a concentracédo

de esporos calculada.
3.4.2. Suspensdo Trabalho

A suspensdo trabalho fol agitada a 320 rpm por 2 h e 1 ml foi
transferida para tubo contendo 9 ml de solugdo fisiolégica

» - - -l L] L] - L - - - -
{ diluigaoc 10 ). Diluigdes sucessivas ate 10 5, i0 4/5 e 10

4/2 foram realizadas.

0,1 ml destas diluigdes foi transferido para placas contendo TSA
{ triplicata para cada diluigdo ). As placas foram incubadas & 30-
35°¢ por 24-36 h. As contagens foram realizadas e a concentracéao

de esporos calculada.
3.4.3. Indicador Bioldgico Tipo Fita Carregadora

1 fita carregadora contendo esporos de B. subtilis var. niger
{ globigii } fol picotada em erlenmeyer contendo 100 ml de salina
com 0,01% de tween 80 e pérolas de vidro ( diluicdo 10_2 ). Esta
solugdo Foi agitada por 2 h a 320 rpm. Dilulgbes sucessivas até
10-3/2 foram realizadas. 0,1 ml desta diluicdo feol transferido
para placas contendo TSA ( triplicata para cada diluigdo ). As
placas foram incubadas & 30-35°¢C por 24~36 h. As contagens foram

realizadas e a concentragdo de esporos calculada.

5 fitas carregadoras foram avaliadas por lote.
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31.5. Amostras

3.5.1. Avaliagdo da Performance dos Indicadores Biolégicos X

Condigdes de Armazenamento

Fitas carregadoras preparadas como descrito no item 3.3 foram
armazenadas sob duas condigbes { Apéndices 3, 4 e 5 }):

1. sob refrigeracdo: temperatura ( 5-7°C ) e umidade relativa

do ambiente do refrigerador . Esta fol denominada condicdo 1,

2. sob refrigeracao, com umidade relativ controlada:
temperatura de 5-7% , com 75,7% UR ( cbtida COoR
armazenamento das fitas carregadoras am dessecador de
vidro com solucdo aquosa saturada de NaCl - ASTM E 104 ). Esta
foi denominada condicédo 2.

Para facilitar a identificacdo das amostras testadas, fol adotada

a seqguinte codificacédo:

IB~Al, IB-A2, IB~Bl, IB-B2, IB-Cl e IB-C2, onde:

Indicador Biolégico ( ref: item 3.1 ):

A: Indicador Bioldgico  produzido em nosso laboratdrio a
partir de esporos do Indicador Biolégico AMSCO, lote GL
121 .

B: Indicador Bioldgicoc produzido em nosso laboratério a
partir de esporos liofilizados da Colegao de Culturas
DSM, identificacio DSM 675.

¢: Indicador Bioldgico AMSCO, lote GL 121 D.

condigdes de Armazenamento: descrito acima
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3.5.2. Avaliacgdo da Influéncia do Tipo de Papel Suporte

Pitas carregadoras foram preparadas como descrito no item 3.3,

porém usando 2 tipos de papel suporte ( diferentes gramaturas }:

i. polpa de madeira: 350g/cm2
fabricante: Papel e Celulose Catarinense S. A.

2. papel filtro : 250g/cm2
fabricante: Klabin Fabricadora de Papel e Celulose 5. A.

Os IBs foram produzidos'a partir de esporos de IB AMSCO, lote GL
121 D. As fitas foram armazenadas em refrigerador ( condigdo 1 ).

Para facilitar a identificagdo destas amostras, adotamos a
seguinte codificagdo:r DI e D2, para 0S8 respectivos papéis
descritos acima. Para acompanhar estes 1IBs, os ciclos foram
monitorados também com IB AMSCO, lote GL 092 B { denominado IB
D3 J.

3.5.3. Preparo de Amostras

Antes da exposicgdo dos Indicadores Bioldgicos ao 6xido de etileno,
as amostras foram preparadas da seguinte maneira: a fita
carregadora foli embalada em um suporte de papel de 0,6g, gque por
sua vez foi colocado dentro de uma cavidade de embalagen
aluminizada de 23%X9 cm ( embalagem com 6 cavidades ) - 1 fita
carregadora/cavidade. Por ser impermedvel ao 6xido de etilenoesta
embalagem possui uma abertura a fim de permitir a entrada de gas
( Apéndices 1 e.2 ). Isto pois os produtos sido esterilizados

nesta embalagem.
3.6. Esterilizador

0s ciclos foram conduzidos em um esterilizador de laboratdrio de

6,5 m3, fabricante QUETZAL Eletrdnica S.C.A. O esterilizador é do
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tipo comum com jagueta, de porta tunica com movimento vertical, o
vaso interno de aco-inoxiddvel e pressdo de projeto de 40 psigq,
com todos os componentes elétricos & prova de explosdo ou
protegidos por barreiras intrinsecamente seguras.

A entrada de nitrogénio e o6xido de etileno é feita pela parte
inferior da parede esquerda do esterilizador atraves de um tubo "
perfurado. O esterilizador dispde de um sistema de circulacgdo e
homogeneizagdo da mistura gasosa e de 6 termopares méveis, tipo K

- cromel/alumel { Apéndice 6 ).
3.7. Ciclo de Esterilizagdo

No ciclo experimental fol utilizada a mistura gasosa O6xido de
etilenoc+ nitrogénio { 45%EO/55%N2 }. 0 ciclo teve as seguintes

etapas { figura 7 }:

1. Evacuagédo de ar: foi feito vdcuo na cémara até 22,5 torr em até
30 minutos.

2. Umidificagdo: injetou-se vapor d'dgua até a pressao de 40-43
torr, temperatura nmaxima de 32%C, em até 30 minutos.

3. Adicdo de G&s: injetou-se nitrogénio até a pressde de 440 -
460 torr. Injetou-se d6xido de etilenoc até 750-770 torr,
nantendo a temperatura de 28-30°cC.

4. Exposicfo ao GAs: manteve-se e monitorou-se as condigdes do
esterilizador ( pressdo: 700~770 torr, temperatura: 28-30°¢ )
pelo intervalo de tempo definido no experimento.

5 Evacuacdo de Gds: apdés o tempo de exposigdo, evacuou-se a
camara até 10 +torr por 60 minutos. Injetou-se nitrogénio
filtrade na cénara até 700 torr e aguardou-se por 15

minutos. Esta operacgdo fol repetida mais 2 vezes.
A retirada de gds neste processo fol exigida para evitar a

exposicdo do operador ao oxido de etileno. Isto porgue usando

tempo menor gue o descrito, ao se abrir o esterilizador, o
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monitorador ( cromatdgrafo gasoso ) indica indices malores que o

permitido pela legislacgdo.
3.8. Exposicdo dos Esporos ao Oxido de Etileno
3.8.1. Padronizacdo dos Indicadores Bioldégicos

Em paralelc ao teste de performance utilizando a mistura EO/Nz,
foi avaliada a resisténcia das amostras IB A, IB B e IB C, usando
cadmara tipo BIER para ¢6xido de etileno, nas condigdes requeridas
pela AAMI { 1986, 1991c ) e USP XXIT ( 1990 }: 600+-30 mg/l de
6dxido de etileno, 54+-1°C e 50~70% UR. Esta avaliacdo foi
realizada considerando tempo de morte/sobrevivéncia. Cabe
salientar que estas condigdes sdo estabelecidas para padronizagéo
do IB, independente das condigbes de processo utilizadas nos

demais esterilizadores.

3.8.2. Avaliacdo da Performance dos Indicadores Biolégicos X
Condigdes de Armazenamento ( 12 Fase )

Esta parte do experimentc fol realizada obedecendo © seguinte
plano: 20 amostras de IB Al, IB A2, IB Bl, IB B2, IB Cl e IB C2
( 20 de cada }, preparadas de acordo com item 3.5 foram expostas a
ciclos fracionados de exposigdco ao 6xido de etileno( tempos: 80,
100, 120, 140, 160, 180, 200, 220 e 240 minutos de exposigao,
considerando tempos desde que todas amostras sdo nao estéreis até
tempc em que todas as amostras sdo estéreis ). Cada ciclo foi

realizado em triplicata.

20 replicatas de cada amostra foram avaliadas, pois é o minimo
requerido para métodos que utilizam os dados de fragdo de
negativos - NMP ( AAMI, 1991k )} . Para cada ciclo foram testados
120 IBs no total.

0 esterilizador foi preenchido com uma carga de 12.000 produtos-

fantasia ( suporte de papel de 0,6 g colocado em cada uma das 6
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cavidades da embalagem aluminizada de 23X9% cm. Estas embalagens,
por sua vez, foram colocadas na posigdo vertical, com aberturas
viradas para cima, em bandeja de ago~inoxiddvel, perfurada e senm
cobertura - 100 enmbalagens aluminizadas/bandeja, perfazendo o
total de 20 bandejas ) e as amostras teste foram colocados no
Centro Geométrico do esterilizador ( Apéndices 7 e 8 }. A carga sé
foi reutilizada apdés 48 h do ciclo de exposigde ac 6xido de

etileno.

0 teor de umidade das amostras descritas acima foi avaliado ,
através da pesagem das fitas carregadoras antes e apds secagem emn
estufa a 120°¢C por 2 horas. O plano amostral para esta etapa do
experimento foi: 15 fitas carregadoras de cada amostra ( IB Al,

TR A2, IB Bl, IB B2, IB Cl e IB ©2 ), dividida em 3 lotes de 5.

3.8.3. Avaliacdo da Influéncia do .Tipo de Papel Suporte ( 22

Fase )

Esta etapa de experimento foi realizada com 20 amostras de IB D1,
IB D2 e IB D3, preparadas de acordo com item 3.5.2 expostas a
ciclos fracionados de exposigdo ao o6xido de etileno( tempos: 80,
100, 120, 140, 160, 180, 200, 220 e 240 minutos de exposigdo ).
Para cada ciclo foram testados 60 IBs no total.

A carga do esterilizador fol preparada como descrito no item
3.8.2, assim como teste de umidade destes IBs foi realizado.

3.9. Teste de Esterilidade

Apés a exposigdo dos Indicadores Biolégicos & mistura EO/N,, as
embalagens que os abrigavam foram colocadas em saco pldstico
estéril ( para evitar recontaminagdo ), selado e enviado ao
Laboratério de Microbioclogia, onde fol realizade imediatamente
teste de esterilidade através oe Método Direto, inoculande a
amostra em meio de cultura «~ tubos contendo 40 ml de TSB ( USP
XXII, 1990; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988 ). Os tubos foram
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incubados a 30-35°¢ por um periodo de 7 dias e as leituras foranm
realizadas no 3° e 7° dias. Os contaminantes dos tubos com
crescimento foram identificados para confirmar a presenca do

Bacillus subtilis var. niger ( globigii ).
3.10. Cuidados nos Procedimentos Microbiolégicos
Nos testes microbioldgicos realizados, todos o3 materiais

utilizados ( meios de cultura, solugao fisioldgica, pérolas de
vidro, etc ) foram previamente esterilizados em autoclave a vapor

d’aqua ( 121°C, 1,0-1,5 kg/cmz, 128 min ). Além disto, os
procedimentos microbiolégicos seguiram rigorosas técnicas
assépticas.

Para minimizar a wvariabilidade inerente aoc se manipular com
Tndicador Bioldgico, foram tomados os segquintes cuidados:

- realizagdo de todos procedimentos por apenas uma pessoa.

- uso de um mesmo lote de cada meilo de cultura do inicio ao
fim do procedimento ( produgdo dos Indicadores Bioldgicos e
teste de esterilidade ).

- uso do mesmo lote de Indicador Bioldgico en todo
procedimento de avaliacgdo de performance do mesmoO.
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ciclo de Esterilizac¢do por Oxido de Etileno

Figura 7
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Produgdo dos Indicadores Biolégicos

Os IBs foram produzidos seguindo metodologia descrita e os
organismos foram identificados atendendo os requisitos apontados
no item 2.2.4.1. 0s resultados obtidos foram:

. Gram : +

. Catalase: +
. Reacgdo Voges-Proskauer: +

. Produgido de dcido a partir da glucose: +

. Producdo de dcido a partir da arabinose: +

. Producic de dcido a partir da xilose: -

. Producdo de Acido a partir da manitol: +

. Producdo de pigmento preto a partir da tirosina: +
. Hidrdélise de amido: +

. Uso de citrato: +
. NO_ a partir de NO

2 3}
. Decomposicdo de caseina: +

-+

Deconposicido de tirosina: -
. Formacao de Indol: -
. Decomposigdo da gelatina: +

. Gds da glucose: -

A carga de esporos encontrada nos IBs foi a seguinte:

A - Brasil/AMSCO = 3,4 % 10° esporos/fita
B* - Brasil/DSM = 3,6 X 106 esporos/fita
C* - AMSCO ( GL 121 D )= 1,1 x 106 esporos/fita
p1*~ Brasil/AMSCO = 9,2 % 10° esporos/fita
D2*- Brasil/AMSCO = 7,6 x 10° esporos/fita
p3¥- AMSCO ( GL 092 B )= 2,0 x 10° esporos/fita

* 1 L3 u - £l % 1
A identificacdo dos IBs estd descrita nos itens 3.5.1 e 3.5.2. A

carga dos IBs AMSCO condiz com a reportada pelo fabricante.

65



4,2. Avaliacgdo do Teor de Umidade dos IBs

Por ser a umidade { especialmente dos esporos - indiretamente do
material de suporte ) um fator que afeta a atividade
antimicrobiana do 6xido de etilenoe por saber que a umidade dentro
do refrigerador pode variar ao longo do tempo, definiu-se
trabalhar com condi¢des constantes de umidade no armazenamento
para reduzir o nimero de varidveis na avaliagdo de resisténcia dos
IBs. Como na rotina de trabalho, os IBs sdc armazenados em
refrigerador, optou-se ainda pela comparagdo entre estas duas
formas de armazenamento { conm e sem controle de umidade

relativa ).

0os resultados de umidade dos IBs A, B, e C nas diferentes

condicoes de armazenamento estdo descritos na tabela 7.

Nas duas primeiras andlises, a avaliagdo fol feita em termos de
peso total, considerando Peso Inicial e Peso Final ( inclusive do
papel aluminio que abrigou os IBs nos testes ). Nas andlises
posteriores, este procedimento foi alterado, pesando-se antes e
apds a secagem, apenas o0s IBs.

Ccom tais resultados, observa-se que a umidade do IB C ( AMSCO ) €
inferior aos IBs A e B ( BRASIL ). Uma vez gue os IBs BRASIL
usaram o mesmo material de suporte, que por sua vez diferia do IB
AMSCO, buscou-se uma alternativa de papel para os 1Bs BRASIL que
fosse menos higroscépico que o usado anteriormente, pois como
concluido por DOYLE et alii ( 1970 ), esporos dessecados sao mais
resistentes que esporos nfo dessecados, conservando assim, o
principio de quando se desenvolve IB, busca-se © mnicrorganismo

mais resistente.
0 papel filtro ( 250g/cm3 }, fabricante Klapin Fabricadora de

Papel e Celulose S. A. foi avaliado e os resultados sao mostrados
na tabela 8.
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Como o armazenamento sob refrigeragdo mostrou valores de umidade
menores gue sob condicdo controlada { confirmado pelos resultados
da tabela 7 }, a sequéncia nos testes { avaliacdo do tipo de

papel ) prosseguiu com IBs armazenados sob refrigeragéo.

Tabela 7: Teor Médio de midade em IBs

P . . o o i e ket Akl Ak Ak AR AL A M M A . T TR PP e e ik e SRAS B S N AN B FPY PRY PR e mlm. Sd ALA A ML M W WY e bl S S ML S L W S S S Sl il dikis dams

IB* Armazenamento* Resultado ( % Umidade )
R1 R2 R3 R4
A 1 2,9 3,5 3,8 7,3
A 2 2,9 5,0 4,8 10,4
B i 2,5 3,4 - -
B 2 3,2 4,4 - -
o 1 1,4 2,4 2,1 4,8
C 2 2,1 3,0 2,6 7,1
*a ™ 1B produzido a partir do IB AMSCO ( lote GL 121 D )
B = IB produzideo a partir de cepa de Colegdc de Culturas
( DSM 675 }
C = IB AMSCO { lote GL 12100 3
1 = sob refrigeracgdo ( 5-7C )
2 = sob refrigeracdo e UR controlada ( 57 C 75,7% UR )
R = repeticgdo

Tabela 8: Teor médic de Umidade em Papéis

G p———— R ARl B 8L R Ll ahiad

Tipo de suporte Resultado,( % Umidade }
Condigéo 1 Condigéao 2

papel filtro 8,5 5,6

polpa de madeira 10,2 6,9

1 = apenas o suporge de papel, sob refrigeracgéio e UR
controlada { 5-7°C, 75,7% UR )

2 = suporte + esporos d B. subtilis var. niger ( IB ),
sob refrigeragdo ( 5-7 C )
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4.3. Avaliacdo da Resisténcia dos IBs
4.3.1. Padronizagdo dos IBs

Seguindo a orientacdo da USP XXII ( 1990 ), os IBs foram avaliados
em cémara BIER, considerando procedimentos de tempos de
morte/sobrevivéncia para os IBs BRASIL e cdlculo de valor D para o
IB AMSCO. Os resultados ( descritos na tabela 9 ), demonstram gue
os IBs estdo padronizados. Ou seja, o procedimento de produgdo dos

IBs descrito neste trabalho estad validado.

Tabela 9: Avaliacdo de Resisténcia de IBs, usando Camara BIER

. Fuble WA Y L — —— e ol A T ———— — ——— ik i VA SV T T T T v o S L Y A I A 4 S et

iB Resultado ( n® de sobreviventes/
n? amostras testadas }

. .
Tempo de exposicgdo ao EO

15 min 58 min
A 20/20 0/20
B 20/20 0/20
* &k '
C Tempo de morte = 16 mln

Tempo de sobrevivéncia = 38 min

e ek e sl A A M T T i AT . i o A S R S T T et i Wol S S B, ey A0 S S —— ——————

A IB produzido a partir do IB AMSCO ( lote GL 121 D )
B = IB produzido a partir de cepa de Colegdo de Culturas
( DSM 675 )
«§ = IB AMSCO ( lote GL 121 D )
+4y Condigbes de processo: 34+-1°C, 600+-30 nmg/1l, 60+-10% UR

Valores fornecidos pelo Fornecedor

4.3.2. Avaliagdo da Performance dos IBs X Condigdées de

Armazenamento ( 1? rase )

Os IBs foram testados no esterilizador descrito, com as condigdes
de processo e procedimentos descritos no item 3, e os resultados

egtio resumidos na tabela 10.
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Tabela 10: Resultados do Teste de Esterilidade dos IBs Al, A2,
Bl, B2, C1 e C2

rrve e vt ekt - i AL el S0 AL ik et Thrie v e B e T e i e vl b S e A AR S ALA S A A S YA, AE VS MO NS, UL S S S S S W YER W W FE S TR ————

Resultados (n? amostras com crescimen-

T16
T1i7
T18

T13
T14
T15

T06
TQ7
T0O8

719
TZ21
T22

T24
T25
T30

Ti:
712
T20

T26
T27
T31

T28
- T29
T32

T09
T10
T23

Tempo de
exposigdo
ao EO

{ min )

80
80
80

100
1060
100

120
120
120

140
140
140

160
160
160

180
180
180

200
200
200

220
220
220

240
240
240

Al

20/20
20/20
20/20

6/20
20/20
19/20

2/20
2/20
1.0/20

6/20
0/20
0/20

1/20
0/20
0/20

0/20
0/20
0/20

0/20
0/20
0/20

1/20
0/20
0/20

0/20
0/20
0/20

A2

20/20
20/20
20/20

12/20
17/20
19/20

5/20
2/20
16/20

4/20
0/20
1/20

0/20
2/20
3/20

0/20
0/20
0/20

2/20
0/20
0/20

1/20
0/20
1/20

0/20
0/20
0/20

Bl

20/20
20/20
20/20

18/20
20/20
18/20

0/20
0/20
6/20

1/20
0/20
0/20

0/20
0/20
0/20

0/20
0/20
0/20

0/20
6/20
0/20

0/20
0/20
0/20

0/20
0/20
0/20

B2

20/20
20/20
20/20

20/20
14/20
18/20

0/20
0/20
5/20

0/20
0/20
0/20

1/20
0/20
0/20

0/20
0/20
0/20

0/20
0/20
0/20

0/20
0/20
0/20

0/20
0/20
0/20

Cl

20/20
20/20
20/20

20/20
20/20
20/20

20/20
5 /20
20/20

20/20
20/20
17/20

14/20
16/20
0/20

10/20
1/20
7/20

0/20
0/20
1/20

1/20
0/20
0/20

0/20
0/20
0/20

mento/ n¢ amostras testadag)

c2

20/20
20/20
20/20

16/20
20/20
20/20

20/20
1/20
20/20

20/20
14/20
7/20

12/20
10/20
4/20

5/20
2/20
5/20

2/20
3/20
11/20

6/20
7/20
5/20

0/20
0/20
2/20

A . S T e v 5 A R L S o T ———— o i . S ——————- " i Sk WA {0 I S n T ML S S R - r—

:gondigaes de processos 4
IB pgoduzido
{ 5-7°C )

Al

A2

Bl

It

escritas no item 3.7.

a partir de IB AMSCO, sob refrigeragédo

IB produzido a part%r de IB AMSCO,
UR controlada ( 5~7°C, 75,7% UR )}

IB produzido a partir de cepa de Colegdo de

sob refrigeragio ( 5-7C )
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B2 = IB produzido a partir de cepa de Colgg&o de Culturas,
sob refrigeracdo e UR controladao( 5-77C, 75,7% UR )

Cl = IB AMSCO, sob refrigeracgdo ( 5-7°C )

c2 = IB AgSCO, sob refrigeracgio e UR controlada
{ 5=7°C, 75,7% UR )

A resisténcia dos IBs foi calculada para cada condic¢do, usando o
procedimento de Stumbo, Murphy and Cochran ( descrito no item
2.2.4.3 ) , denominado aqui D, e o© procedimento de Epsteinn-

Hachigian, denominadec D 0Os resultados estdo nas tabelas 11, 12,

Ht
13, 14, 15 e 16 ( M e DP usando todos os resultados ). 0 resultado

obtido para IB €2 no ciclo T23 foi considerado "ponto fora da

curva ",

Os dados de resisténcia foram avaliados pelo " Duncan’s Multiple
Range Test ", usando ¢ programa de computador "Statistical
Analyses System " ( SAS, 1985 ) e os resultados estdo descritos

no Apéndice 9. Para entender esta avaliagdo, verifique neste
Apéndice a primeira linha da pdgina onde se identifica o que esté
sendo avaliado; verifique o valor dado em Pr>F ( numero grifado ),
se este nimero for maior que 00,1000, os grupos de dados comparados
ndo tém diferenga significativa entre si ( com 95% de nivel de
confianca )}; verifique na coluna inferior as letras de "Duncan
Grouping " ( letras grifadas ), quando se tem a mesma letra, os
grupes de dados comparados ndo tém diferenca significativa ( com
95% de confianca ) entre eles. Os grdficos mostram a dispersao dos

valores para cada grupo. Desta avaliagdo, observa-se:

-~ nédo ha diferenga significativa entre as 2 mnetodologias de
cdalculo de resisténcia de IBs aqui usadas ( Stumbo, Murphy and
Cochran e Epstein-Hachigian ) - vide 31, A2, Bl, B2, Cl1 e C2:
DSXDH'

-~ nado ha diferenca significativa entre os 2 tipos de armazenamento
aqui estudados ( refrigeragdo: ocom e sem umidade relativa
controlada ) - vide DS e DH: AlxAZ, BlXB2 e ClxC2, apesar Jue 0S
valores D foram ligeiramente superiores na condicdo de

refrigeragdo + umidade relativa contreolada.
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- ndo hd diferenga significativa entre as 2 fontes de esporos de
Bacillus subtilis var. niger ( globigii ) - IB AMSCO e cepa
liofilizada de Colegdo de Culturas ( DSM )} - vide DS e DH:
AlxBLxCl e AZxB2XC2.

- ha diferenga significativa entre os IBs produzidos pela
metodologia aqui descrita e o IB AMSCO - vide Dy e Dy: AIXBIXCl e

A2XB2XC2.

- hd uma dispersdo de dados menor no IB B gquando comparado ao IB A
e ¢ ~ vide figuras ALXB1XCl e A2XB2XC2 ( Dy e Dy Y.
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Tabela 11: Cdlculo da Resisténcia aoc Oxido de Etileno do IB
Produzido a partir do IB AMSCO, Armazenado sob
Refrigeragdo {( IB Al )

T pEp——————EFRRE RS PP L e R R LS gl i il aade s el

Ident. Tempo de Resultado Valor D
Ciclo exposicgéo ( n® de amostras
ao EO com crescimento/ DS DH
{ min ) ne de amostras
testadas ) { min ) ( min )
T16 80 20/20 - -
T17 80 20/20 - -
T18 80 20/20 - -
T13 100 6/20 14,17563 14,32836
T14 100 20/20 -~ -
T15 160 19/20 15,25842 16,51544
TG6 120 2/20% 15,93312 15,58134
TO7 120 2/20% 15,93312 15,98134
TO8 120 10/20% 17,56309 17,93558
719 140 0/20 - -
T21 140 6/20 - -
T22 140 0/20 - -
T24 160 1/20 20,42768 20,45678
T2% 160 0/20 - -
T30 160 g9/20 - -
T13 180 0/20 - -
T12 180 0/20 - -
T20 180 0/20 - -
T26 200 0/20 - -
T27 200 0/20 - -
T31 200 0/20 - -
T28 220 1/20 28,08806 28,12807
T29 220 0/20 - -
T32 220 0/20 - -
TOY 240 0/20 - -
T10 240 0/20 - -
T23 240 g/20 - -
M 1819701 18,47527
Up 4,80048 4,67032
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Tabela 12: Cdlculo da Resisténcia ao Oxido de Etilenc do IB
Produzido a partir do IB AMSCO, Armazenado sob
Refrigeracdo e UR Controlada ( IB A2 )

At M . T S T v S Tvhe T e vk e SR R A S ke e A VL AT T L S S —— b WV T A S AR M M S S S VT AT AV VR N

Ident. Tempo de Resultado Valor D
Ciclo exposicao { n de amostras

ao EO com crescimento/ Dg Dy

{ min } n? de amostras

testadas ) ( min ) { min )
Tl6 80 20/290 - -
T17 80 20/20 - -
T18 80 20/20 - -
T13 100 12/20%* 14,80751 15,22208
Tl4 100 17/20% 15,14678 15,991 44
TLS 100 19/20% 15,25842 16,51544
Toe 120 5/20 16,82194 16,96707
TO7 120 2/20 15,93312 15,98134
T08 120 le/20 18,10394 18,987304
T18 140 4/20 19,36255 19,49087
T21 140 0/20 - -
T22 140 1/20 17,87422 17,89968
T24 160 a/20 - -
T256 160 2/20 21,24416 21,3084¢6
T30 160 3/20 21,75276 21,85634
Ti1 180 0/20 - -
T1i2 180 0/20 - -
T20 180 0/20 - -
T26 200 2/20 26,5520 26 ,63558
T27 200 0/20 - -
T31 200 a/20 - -
T28 220 1/20 28,08806 28,12807
T29 220 0/20 - -
T32 220 1/20 28,08806 28,12807
T09 240 0/20 - -
T10 240 0/20 - -
T23 240 G/20 - -
M 19,92590 20,23826
DP 4,88629 4,67880
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calculo da Resisténcia

ao Oxido de Etileno do IB
Produzido a partir de Cepa de Colecao de Culturas,
Armazenado sob Refrigeragdo ( IB Bl )

--—»-..-——.-.mq—-—_———-...--———-mm-—__..u--——_--w.———__n...-u-———_--.__..—m—.—-———n—-—-—._-_m.—...-.-..—

Tabela 13:
Ident Tempo de
ciclo exposicao
ao EO
{ min )}

T1i6 80
T17 80
Ti8 80
T13 100
Ti4 100
T15 106G
T06 120
TO7 120
TOB 120
T19 140
TZ1 140
TZ22 140
T24 160
T25 160
T30 160
T11 180
Tiz2 189
T2C 180
T26 200
T27 200
T31 200
T28 220
T29 220
T32 220
T09 240
T10 240
T23 240

Resultado
{ n® de amostras

con crescimento/

n® de amostras

testadas

20/20
20/20
20/20

18/20%

20/20

18/20%

0/20
0,20
6/20

1/20
0/20
0/20

0/20
0/20
0/20

0/20
0/20
0/20

0/20
0/20
0/20

0/20
0/20
0/20

0/20
0/20
0/20

‘_—w‘-—-—-“-—-—ma—_—-m_——“ﬂ_———n_-——“_—q——“_—“—-—---—;—--——-&‘--—dﬁﬂ_-——-ﬁﬂ-—l——
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DP

Valor D
Dg Dy

{ min )} { min )
15,14678 16,1445873
15,14678 16,14453
16,95111 17,13310
17,81775 17,84305
16, 26560 16.81630
1,33947 0,82807



Tabela 14: Calcule da Resisténcia ao Oxido de Etileno do IB
Produzido a partir de Cepa de Colecdo de Culturas,
Armazenado sob Refrigeracao e UR Controlada

{ IB B2 )
Ident. Tenpo de Resultado Valor D
Ciclo exposigio ( n® de amostras
aoc EO com crescimento/ Dy Dy
{ min ) n? de amostras
testadas ) ({ min ) { min }
T16 80 20/20 - -
T17 80 20/20 - -
T18 80 20/20 - ~
T13 100 20/206 - -
T14 100 14/20% 14,90045  15,44247
Ti5 160 18/20% 15,14678 16,14453
TO6 120 0/20 - -
To7 320 G/20 - -
TO8 120 5/20 16,763861 16,90773
T19 140 0/20 - -
T21 140 0/20 - -
T22 140 6/20 - -
T24 160 1/20 20,36314 20,39206
T25 160 0/20 - -
T30 160 0/20 - -
T11 180 0/20 - -
712 180 0/20 - -
T20 180 0/20 - -
T26 200 /20 - -
T27 200 0/20 - -
T31 200 0/20 - -
T28 220 0/20 - -
T29 220 0/20 - -
T32 220 0/20 - -
TOO 240 0/20 - -
T10 240 6/20 - -
T23 2490 0/20 - -
M 16,79349 17,221659
D 2,51916 2,19664
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Tabela 15: Calculo da Resisténcia ao Oxido de Etileno do IB
AMSCO, Armazenado sob Refrigeragdo ( IB Cl )

Ident. Tempo de Resultado Valor D
Ciclo exposicdo ( n®* de amostras
ao EO com crescimento/ Dg Dy
{ min ) n: de amostras
testadas ) ( min ) { min )}
T16 80 20/20 - -
T17 80 20/20 - -
T1i8 80 20/20 - -
TL13 100 20/20 - -
T14 100 20/20 - -
Tih 100 20/20 - -
TO6 120 20/20 - -
TO7 120 5/20 18,06289  18,23032
TOS 120 20/20 - -
T39 140 20/20 - -
T21 140 20/20 - -
T22 140 17/20 22,90585 24,291890
T24 160 14/20% 25,82188 26,84231
T25 160 16/20% 26,06583  27,42223
T30 1560 G/20 - -
T1l1 180 10/20% 28,38032 29,02979
Ti2 180 1/20 24,51506 24 ,55231
T20 180 7/20% 27,70371 28,09386
T26 200 0/20 - -
T27 200 0/20 - -
T31 200 1/20 27,23896  27,28034
T28 220 1/20 29,96286  30,00838
729 220 0/20 - -
T32 220 0/20 - -
T09 240 0/20 - =
T10 240 0/20 - -
T23 240 Q/20 - -

e A . i hms . e ke e A A Y P e T e ks S A R P v A e M T o e L A . o ot A4 LA S S I AR L S Y AR LA A o e S

M 25%,62860 26,18459
Dp 3,55245%4 3,51858
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Tabela 16: Calculo da Resisténcia ao Oxido de Etileno do IB
AMSCO, Armazenado sob Refrigeragdo e UR Controlada
( IB C2 )
Ident. Tempo de Resultado Valor D
Ciclo exposicgédo { n° de amostras
ao EO com crescimento/ Dy Dy
{ min } ne de amostras
testadas ) ( min ) ( min )

T16 80 20/20 - -
T17 80 20/20 - -
T18 80 20/20 - -
T13 100 16/20 16,29114 17,13889
T14 100 20/20 - -
T15 100 20/20 - -
TO6 12¢C 2020 - -
TO7 120 1/20 16,34337  16,36820
T08 120 20/20 - -
T19 140 20/20 - -
T21 140 14/20 22,59414 23,48702
T22 140 7/20 21,54733 21,85078
724 160 12/20% 25,54587  26,31873
TZ5 160 10/20% 25,22695 25,80425
T30 160 4/20% 23,73759 23,90641
T11 180 5/20% 27,09434 27,34549
T12 180 2/20% 25,56312 25,64588
T20 130 5/20% 27,09434 27,34%49
TZ26 200 2/20% 28,40347 28,49542
T27 200 3/20% 29,13200 29,28067
™31 200 11 /20% 31,74084 32,57820
T28 220 6/20% 33,51476  33,90312
T29 220 7/20% 33,86009 14 ,33694
T32 220 5/20% 33,11531 33,42227
TOS9 240 G/20 - -
T10 240 0/20 - i
T23 240 2/20 34,08416 34,19451

M 26,75816 27,14249

b 5,59270 5,56422
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4.3.3. Avaliagdo da Influéncia do Tipo de Papel Suporte ( 22

Fase }

A influéncia do tipo de papel suporte na resisténcia dos esporos
a0 Gxido de etilenofoi avaliada comparando os IBs aqui produzidos,
usando os esporos provenientes de mesma fonte, alterando-se apenas
o papel, gque foram comparados ao IB AMSCO. Resultados obtidos

estdo descritos na tabela 17.

o valor D foi calculado usando os seguintes procedimentos

( referéncias no item 2.2.4.3 }:

- Stumbo, Murphy & Cochran - denominado Dg
- Spearman-Karber - denominado Dy

_ Epstein- Hachigian - denominado Dy

Os valores estatisticos estdo resumidos na tabela 18, Destes

valores, ohserva-se que:

- nac hé diferenca significativa entre os 2 tipos de papel suporte
estudados ( DL e D2 ).

- og valores D dos IBs sdo maiores quando comparados aos valores
da primeira fase do experimento ( item 4.3.2 ), o que pode ser
explicado pelo intervalo menor de temperatura observado nos ciclos
de exposicdo ao gds ( vide item 4.3.4 }, pelo menor numero de
ciclos ( menor numero de replicatas/dados ) e pela melhor
padronizagdo do tamanho das fitas carregadoras ( cuidadosamente

realizada nesta fase ).
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Tabela 17: Resultados

e D3

do Teste de Esterilidade dos IBs D1, D2

it rve T e i ke Shidk e A MAR AL A6 AR M. NS R W M Y e Tk e A AES R M M PR W v bl A ARS AN S S T O it UL L LA S T T b AR R S S LS LS AR LA LA il b

Resultados
( n° de amostras com crescimento/

T33
T34
T35
T37
T39
T40
T38
T36

Tempo de
exposigao

ac EQ

*

( min )

80
100
120
140
160
180
200
220

*

ne de amostras testadas )
D2 D3 *
19/20 20/20
20/20 20/20
20/20 20/20
16/20 20/20
1/20 20/20
1/20 20/20
0/20 5/20
0/20 0/20

e s s e A A . s T i A A AL B S S e - AN S e AL AP S T v 4 AN e I L S e A 8 dasm . e v e AL S e g o, s i

* condicdes de processo descritas no item 3.7.

IB produzido a partir de IB AMSCO, em polpa de madeira
IB produzide a partir do IB AMSCO, em papel filtro.

Cilculo da Resisténcia ao Oxido de Etileno dos IBs

.._..--—.—--—.._........._——--—-—-——'....._.—_——...—---_—--.....u--——_m—————»mw—_—mm———-n-u-———————n.-........

14,80200

—

24,67334
22,31286
25,10197

24,67350
22,31300
25,10212

29,23072 29,

23091

,......—........---.—-n-—-—-—-......-..—---.--———....——n_——.wu-———.mm——n.-.-——-n--——n--——-»-m——————-_.m

24,02939
1,50193

24,02954 29,23072 29,23091

1,50193

IB D2

%%k =

Dz =

D3 = IB AMSCO, lote GL 092 B
Tabela 18:

D1, D2 e D3

Tempe de IB b1
exposigédo Dg Dy
aoc EOQ ( min )
{ min )

80 - -
100 - -
120 - -
140 22,86475 22,86489
160 24,18671 24,18686
180 26,65528 26,65545
200 - -
220 - -

M 24,56891 24,55907

DP 1,92395 1,93728
IB D1

DUSR 23,65440

24,13760
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4.3.4. Tempo de Esterilizagao

As condigdes de processo observadas nos ciclos realizados durante
todo o trabalho estdc descritos na tabela 19, sendo que os

intervalos experimentais verificados foram:

1% vase: T = 28,5-32,1 °C

(T06 a T32) UR = 67,5-84,8 %
C = 694,0-720,4 ng/l
2% Fase: T = 27,1-30,5 °C
(T33 a T40) UR = 70,5-80,8 5
¢ = 697,4-720,0 mg/1

Uma vez gue estes parametros influenciam a atividade
antimicrobiana do &xido de etileno, devem ser controlados e
nantidos dentro do intervalo estudado, preferencialmente nos

iimites supericres, por malor seguranga.

Para definir o processo de esterilizagdo, indica-se usar o maior

valor de resisténcia observado. Ou seja, a resisténcia do 1IB

AMSCO.

Usando entdo D = 29,76 min, considerando fator de seguranga de
1076 e partindo de uma carga microbiana estimada na ordem de 10°
UrCc/produto, deve-se percorrer 12D. Ou seja, 12x29,76 = 357,12
min ~= 6 h ( lembramos que a carga mdxima observada em produtos
médico~hospitalares é inferior a 106 UFC/produto, além de ser uma

carga mista }.

Assim, as condigdes indicadas de exposigdo ac Oxido de Etileno,

considerando as caracteristicas de carga de produtos, deve ser
{ no minimo ): o
T = 27-32 "C
UR = §7-81 %
¢ = 694-720 mg/1
t =6h

como se percebe, este & um processo de esterilizagdo para produtos

termo-sensiveis, dada a baixa temperatura de processo.
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Tabela 19: Condigbes de Processo dos Ciclos de Exposicdo ao
Oxido de Etileno

e v S R S S e P m i A A A S A A S S M M S n S b 4 M S S S T S UM S S i AL LSS Sl S 3 —— —

Ident. Tempo Exposigdo aoc EO Exaustdo EO
ciclo Injegdo T UR* Ck t Mistura Residual
EO (OC) (%) {(mg/1) (min) (min) {min)
(seqg)
T16 46 30,0-31,3 67,5 695,06 80 3 223
T17 220 30,0~31,2 76,3 705,1 80 3 240
T18 47 30,2-31,9 70,9 694,2 80 3 232
T13 23 10,0-31,3 79,2 702,5 100 3 302
T14 31 29,5-30,5 76,8 706,7 100 3 225
T15 30 29,9-31,0 80,1 705,6 100 2 227
TO6 45 30,2-31,0 74,2 684,00 120 2 231
TG7 67 30,4-31,90 74,2 T703,2 120 2 216
TOS 60 29,9-30,7 78,9 706,3 120 2 234
T19 31 29,6-32,1 75,7 705,3 140 4 208
T21 38 28,8-30,9 78,9 703,5 140 3 228
T22 23 28,8-30,6 82,0 720,4 140 3 225
T24 30 28,5-30,1 84,8 705,3 160 3 230
T25 30 30,0-31,2 76,3 705,1 160 3 223
T30 23 30,5-31,8 73,7 703,7 160 3 223
Til 37 29,1-30,7 75,9 694,6 180 3 258
T12 30 29,1-31,5 72,5 697,4 180 1 173
T20 30 29,7-31,8 70,9 689,8 180 3 234
T26 83 29,8-31,2 73,3 705,1 200 2 212
T27 38 29,5-30,8 78,0 710,6 200 3 182
T31 45 29,8-31,90 77,2 71i0,2 200 2 228
T28 75 29,5-31,8 70,9 701,4 220 3 202
T29 30 29,8-31,0 80,1 714,8 220 3 183
T32 121 29,8«30,9 78,0 705%,8 220 3 190
TOS 68 25,9-30,5 79,8 T704,4 240 2 226
T10 29 29,8-30,8 78,0 708,3 240 3 240
723 30 29,2-30,5 82,9 716,0 240 3 220
T33 23 27,8-29,5 74,8 697,4 80 3 265
T34 23 27,8-29,8 80,8 720,0 100 1 245
T35 90 27,8-29,0 79,9 710,2 120 3 182
T37 67 28,1-31,0 70,5 707,92 140 2 192
T39 106 27,8-30,5 71,4 706,7 160 3 226
T40 420 27,2-30,0 72,3 707,9 180 3 220
738 1140 27,1-29,5 75,7 697,4 200 3 480
T36 167 27,1-30,5 71,4 706,7 220 3 360

w———muﬂ_——--o—n\ull——————-u‘-m—-ﬁ-_——-“ﬂ-——‘—-———-ﬁm-———-ﬁtﬂn--—-—m-ﬂl-—-w—#“-————-“w

* Concentracdo calculada de acorde com item 2.2.5 ( AAMI,
1992a }

* un calculada de acordo com item 2.2.5 { AAMI, 19%2a ), usando
valores de Pg dado por WEAST et aliil ( 1986/19287 }, considerando
temperatura inicial de processo.
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5. CONCLUSOES

pDentro do objetive do trabalho e da andlise des dados encontrados
na avaliacdo da resisténcia ao Oxido de etileno de esporos de

Bacillus subtilis var. niger ( globigii ), conclui-se:

- os procedimentos aqui descritos de producaoc de esporos de
Bacillus subtilis var. oniger ( globigii ) em fita carregadora
( IB ) atende os requisitos de padronizagdo para IBs usado em
esterilizacdo por ©6xido de etileno preconizado pela USP XXII
{ 1990 ) e AAMI ( 1986 ), sendo observado para O lote avaliado:

. tempo minimo de sobrevivéncia = 15 min
. tempo mdximo de morte = 58 min
. concentracdc de microrganismos na ordem de 10°

esporos/fita carregadora

- ndo ha diferenca significativa ( com 95% de nivel de confianga )
na resisténcia dos IBs produzidos a partir de esporos recuperados
de TIB AMSCo ( fita carregadora )} - IB A - e de esporos
jiofilizados de cepa de Colegdo de Culturas - DSM ( IB B ):

Ds = 18,197(IB A) e 16,266 min(IB B} - armazenado sob
refrigeracao.
19,926(IB A) e 16,793 min (IB B) - armazenado sob

)
i
tH

refrigeragdo + UR controlada.

- ndo ha diferencga significativa ( com nivel de 95% de confianca )

na resisténcia de IBs armazenados sob refrigeragdo ( 57 % ) e

sob refrigeracdo + UR controlada ( 5-7 OC, 75,7% UR 1},

respectivamente:
Ne = 18,197 ¢ 19,926 min para IB A
. Ds = 16,266 € 16,793 min para IB B
. Dg = 25,629 e 26,758 min para IB C
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-~ néo hé diferenga significativa ( com 95% de nivel de confianga )
na resisténcia de IBs produzidos em fitas carregadoras de polpa de
madeira { 350 g/cmz, 10,2% umidade )} ou papel filtro { 250 g/cmz,
8,5% de umidade ), gque possuem maior e menor gramatura e
higroscopicidade, respectivamente. Ds = 24,569 e 24,029 nin,
respectivamente,

- ndo hd diferencga significativa ( com 95% de nivel confianga )
entre as 2 metodologias de cdlculo de resisténcia de IBs agqui
usadas ( Stumbo, Murphy & Cochran e Epstein-Hachigian ).

. Al: Ds = 18,197 min

Dy = 18,475 min
Bl: Ds = 16,266 min
D, _ 16,816 min
€1l: Ds = 25,629 min
Dy = 26,195 min

- ha diferenca significativa ( com 95% de nivel de confianga )
entre os IBs produgzidos { metodologia aqui descrita ) e o IB
AMSCO ( wvalores D acima ). Os esporos dos primeiros tém

resisténcia menor ( 16-37% ).

- como mostra o levantamento bibliografico, a padronizagio da
producdo de IBs e o controle dos paridmetros do processo de
esterilizacdo deve ser rigoroso, pois a variabilidade inerente dos
microrganismos e o grande nimero de varidveis da esterilizagdo por
6xido de etileno que afetam a resisténcia do Bacillus subtilis
var. niger ( globigii )} torna este processo bastante critico, o
que se confirmou neste experimento com a diferen¢a no valor D
observado entre a 1? e 2% fases do trabalho ( temperatura menor
dos ciclos, melhor padronizacédo do tamanho das fitas carregadores

r by L3 a
e menor numero de ciclos realizados na 27 fase ):
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Dy - IB BRASIL em polpa de madeira - 12 fase: 18,475 min
2% fase: 24,569 min

- IB AMSCO - 1% fase: 25,629 min
2% fase: 29,231 min

- com as caracteristicas de processo agqui estudadas ( carga,
mistura EO/N2, embalagem, etc )}, as condigdes de esterilizagéo

( exposicdeo ao EQ ) devenm ser:

T = 27 - 32 °C
UR = 67 ~ 81 %

C = 694 - 720 mg/l
t =6 h

e o tempo minimo de retirada de EO é de 173 minutos.

Baseado nestes dados e seguindo as etapas descritas por CAPUTO &
MASCOLI ( 1980 ) - item 2.3, o IB produzido como descritc neste
experimento estd validado para monitorar a eficdcia do processo

de esterilizacdo por éxido de etileno.
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Apéndice 1 - Preparo da Amostra-Teste ( fita carregadora +

suporte de papel + embalagem de aluminioc )

Apéndice 2 ~ Preparo da Amostra-Teste
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Apéndice 3 - Armazenamento dos IBs fitas carregadoras ) -

sob refrigeracdo




Apéndice 4 - Armazenamento dos 1IBs ( fitas carregadoras j -

sob refrigerac¢dc + UR controlada




Apéndice 5 - Armazenamento da Amostra-Teste - sob refrigeragao

+ UR controlada
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Apéndice & - Esterilizador por é#ido de Etileno
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Apéndice 7 - Posicionamento das Amostras-Testes na Carga de

Esterilizacgac
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Apéndice 8 - Carga de Esterilizagao
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APENDICE 9. Avaliacido Estatistica
Ados Resultados A
Resisténcia dos IBs
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Dependent Variable: RESIST
Sum of Mean

Source DF Squares Square F Value Pr » ¥
Model 1 13.60013770 13.60013770 (.58 0.4576
Error 18 424.77880040 23.59882224
Corrected Total 19 438.37893810

R-Square C.V. Rooct MSE RESIST Mean

0.031024 25.14318 4.857862 19.3207820
Scurce DF Type I SS3 Mean Sguare F Value Pr > F
BARMAZEN 1 13.60013770 13.600613770 0.58 0.4576
3ource DF Type 111 58 Mean Square F Value Pr > F
ARMATZEN 1 13.60013770 13.60013770 0.58 0.4576

Ds: Al x AZ

General Linear Models Frocedure

Duncan's Multiple Range Test for variable: RESIST

NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate, not

the experimentwise error rate

Alpha= 0.05 df= 18 MSE= 23.59882
WARNING: Cell sizes are not equal.
Harmonic Mean of cell sizes= 9.}

Number of Means 2
Critical Range 4.777

Means with the same letter are neot significantly different.

Duncan Grouping Mean N ARMAZEN
A 19.926 13 2
A
A 18.1¢7 71
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Depgndent
Source
Model
Erxror

Corrected

Jource
ARMAZEN
Source

ARMAZEN

Qy: Al x AZ

General Linear Models Procedure

Variable: RESIST
DF

i

18
Total 18
BE-Squate

G.034e87

DE

DF

Sum of
Sgquares

14.14208609

393.56609510

407.70818119

C.V.
23.83124
Type I 5SS

14.14208609
Type 1II 3%

14.,14208609

Mean
Square

14.142086009

21.86478306

Root MSE

4.6759759

Mean Square
14,142088608
Mean Square

14.1420860%

F Value

0.65

F Value

D.85

F Value

Duncan'’s Multiple Range Test for variable: RESIST

NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate,
the experimentwlise error rate

Alpha= 06.05 df= 18

MSE= 21.86478

WARNING: Cell sizes are not equal.
Harmonic Mean of cell sizes= 9.1

NHumber of Means
Critical Range

2

4.598

Fr > F

0.4318

RESTIEST Mean

19,6212195

Pr > F
0.4318
Pr > F

0.4318

not

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping

b o

Mean N ARMAZEN
20.238 13 2
18.475 71
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Ds: Bl x B2

General Linear Models Procedure

Dependent Variable: RESIST
Source DF
Model 1
Error 4]
Corrected Total 7

R~3quare

0.021840
Source bF
ARMAZEN 1
Source DF
ARMAZEN 1

Sum of
Squares

0.54682730
24.,376703517
24.92353307

C.V.

12.19229

Type I 83
0.54682790
Type IIT 38

0.54682730

Mean
Square

0.54682780

4.062784183

Root MSE

2.015635

Mean Sguare
0.54582790
Mean Square

0.54682790

F Value Pr > F

0.13 0.7263

RESIST Mean

16.5320500

F Value Pr > F
0.13 0.7263

F Value Pr > F
0.13 0.7263

Duncan's Multiple Range Test for variable: RESIST

NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate, not

the experimentwise error rate

Alpha= 0.05 df= 6 MSE= 4.062784

Number of Means
Critical Range

A

3.4¢88

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping

st [

Mean N ARMAZEN
16.7%93 4 2
16.271 4 1
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Dh: Bl x B2

General Linear Models Procedure

Dependent Variable: RESIST
Source DF
Model 1
Error 3]
Corrected Total 7

R-Square

0.012493
Seurce DF
ARMAZEN 1
Source DF
ARMAZEN 1

Sum of Mean
Squares Square
0.32865021 0.328695021
16.532841%6 2.75547366
16.86153217
C.V. Root MSE
4.753581 1.8659962
Type I 88 Mean Square
0.32869021 0.32869021

Type 1II 38 Mean Square

0.32869021 0.32863021

F Value Pr > F

0.12 0.7416

RESIST Mean

17.0180000

F value Pr > F
0.12 0.7416

F Value Pr > F
0.12 0.741¢6

Duncan's Multiple Range Test for variable: RESIST

NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate,

the experimentwise error rate

Alpha= 0.05% df= 6 MSE= 2.755474

Number of Means 2

Critical Range

2.872

not

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping

A

A

A

Mean
17.222 4 2
16.816 4 1
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Dependent
Source
Model
Error

Corrected

Source
ARMAZEN
Spurce

ARMATZEN

Ds; C1 x C2

General Linear Models Procedure

Variable: RESIST
DF

1

24
Total 25

R-5Square

0.012363

DF

DF

Sum of
3quares

7.50835215
589.83131330
607.33%66345

C.V.

18.96032

Type I 35
7.50835215
Type II1 S8

7.,50835215

Mean
Sgquare

7.50835215

24.8829713%

Root MSE

4,899297

Mean Square
7.50835215
Mean Sguare

7.30835215

F value Pr > F

0.30 G.5887

RESIST Mean

26.3671608

F Value Pr > F
0.30 0.5887

F Value Pr » F
0.30 0.5887

Duncan’s Multiple Range Test for variable: RESIST

NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate,
rhe experimentwise error rate

Alpha= 0.05 df= 24 MSE= 24.985297
WARNING: Cell sizes are not equal.
Harmonic Mean of cell sizes= 11.769223

Number of Means
Critical Range

2

4.249

net

Mpans with the same letter are not significantly different.

Duncan Greuping

Mean
26.758 17 2
25.625 2 1

114

N ARMAZEN



Dependent
Source
Model
Error

Corrected

Source
ARMAZEN
Source

ARMAZEN

bh: C1 x C2

General Linear Models Procedure

Variable: RESIST
DF

1

24

Total 23
R-Sguare

0.0088617

DF

DF

Sum of
Sgquares

5.28733516
584.41132581
599.638866107

C.V.

18.53567

Type I 55
5.28733516
Type III 83

5,2873351¢6

Mean
Square

5.287335186

24.76713858

Root MSE

4.976659

Mean 3guare
5.2873351¢6
Mean Square

5.28733516

F Value Pr > ¥

0.21 0.6482

RESIST Mean

26.8143696

F Value Pr > F
0.21 0.6482

F Value Pr > F
0.21 0.6482

Puncan's Multiple Range Test for variable: RESIST

NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate, not
the experimentwise error rate

Alpha= 0.05 df= 24 MSE= 24.76714
WARNING: Cell sizes are not equal.
Harmonic Mean of cell sizes= 11.76%23

Number ol Means
Critical Range

2
4.230

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping

b [ o

Mean N ARMAZEN
27.142 17 2
26.195 3 1
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C2 : Ds x Dh
General Linear Models Procedure

Dependent Variable: RESIST

Sum of Mean
Source DF Squares Square F Value Pr > F
Model 1 1.25546967 1.25546967 0.04 0.8421
Error 32 995.82032776 31.11938524
Corrected Total 33 997.070579743
R-Square C.V. Root MSE RESIST Mean
0.00125% 20.8991¢ 5.578475 26.9303262
Source DF Type I 83 Mean Sguare F Value Pr > F
CALCULO 1 1.25546967 1.25546967 0.04 0.8421
Source DF Type III 83 Mean Square F value Pr » F
CALCULO 1 1.25546967 1.25546567 0.064 0.8421

Duncan's Multiple Range Test for varlable: RESIST

NOTE: This test controls the type I comparisonwlse error rate, not
the experimentwise error rate

Alpha= 0.05 df= 32 MSE= 31.118338

Number of Means 2
Critical Range 3.89¢

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping Mean N CALCULO
A 27.142 17 DH
A
A 26,758 17 DS
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RESISTENCIA Ds: Bl x B2
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RESSTEMA

RESISTENCIA Bh: C1 x C2
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bependent Variable:

Source

Model

Error

Corrected Total

Source

METODRO

Source

METODO

General

RESIST

DF

2

17

19

E-Square

0.580901

DF

DF

Ds: Al x Bl = C1

Linear Models Procedure

Surn of
Squares

336.79435830
242.584%219

579.7793150

C.V.
17.87034
Type 1 $5

336.7943930
Type I11 55

336.7943930

Mean
Square

168.3971965

14.2932307

Root MSE

3.780635

Mean Square
168.3971365
Mean Square

168.3971865

F Value Pr > F

11.78 0.0006

RESIST Mean

21 .1558450

F Value Pr > F
11.78 0.00086

F Value Pr » F
11.78 0.00086

bDuncan's Multiple Range Test for variable: RESIST

NGTE: This test controls the type I comparisonwise error rate,
the experimentwise error rate

Alpha= 0,05 df= 17
WARMING: Cell sizes are not equal.
Harmonic Mean of cell sizes= 5.352756

Number of Means

Critical Range

MSE= 14.29323

3

4.616 4.845

not

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping
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Mean

N METODO
25,629 8 C
18.187 7T A
1l6.271 4 B



General

Dependent Variable: RESIST
Source DF
Model 2
Error 17
Corrected Total 19

R-Square

0.601314
Source DF
METODO 2
Source DF
METGDO 2

Dh: Al £ Bl x C1

Linear Models Procedure

Sum of
Squares

345.8691780
231.9718565

581.8410345

C.V.
17.08812
Type I 358

349.8691780
Type III 58

349.86917840

Mean
Square

174.9345890

13.6454033

Root MSE

3.693%69

Mean sSguare
174.9345890
Mean Square

174.9345890

F Value Pr > F
12.82 0.0004

RE3IST Mean

21.6171730

F Value Pr > F
12.82 0.0004

F Value Pr > F
1z.82 0.0004

Duncan's Multiple Range Test for variable: RESIST

NOTE: This test controls the type I comparisonwlse error rate,
the experimentwise error rate

Alpha= 0.05 df= 17 MSE= 13.6454
WARNING: Cell sizes are not equal.
Harmonic Mean of cell sizes= 5.952756

Number of Means

Critical Range

3

4.510 4.734

not

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping

Y

he {os lem

124

Mean

26.195 9
18.475 7
16.816 |
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Dependent Variable:

Source

Model

Error

Corrected Total

Ds: AZ x B2 =z C2

General Linear Models Procedure

RESIST

oy

2

31

33

R-3Square

. 0.3980785

Source

METODO

Source

METODG

DF

2

DF

Sum of
Squares

517.0148095
806.0018968%

13232.0167064

C.v.
22.19523
Type I 33

517.0148095
Type III 85

317.0148095

Mean
Square

258.5074047

26.0000612

Root M3E

5.08%02¢6

Mean Sguare
258.5074047
Mean Sguare

258.5074047

F Vvalue Pr > B

$.54 0.0005%5

RESIST Mean

22,9735153

F Value Pr > F
9.94 0.0005
F Value Pr > F
9.94 0.0005

Puncan's Multiple Range Test for varlable: RE3IST
P

NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate, not

the experimentwise error rate

Alpha= 0,05 df= 31 MSE= 26.00006
WARNING: Cell sizes are nct equal.
Harmonic Mean of cell sizes= 7.777126

Number ©f Means

Critical Range

3

5.271 5.540

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping

jw i |w
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Mean N
26.758 17
1%.926 13
16.793 4

METODO

C

A



Bhy A2 x B2 x C2

General Linear Models P

Dependent Variable: RESIST

Sum of

Saurce DF Sguares
Model 2 520.604825%4
Error 31 712.5384064
Corrected Total 33 1293.1432358
R-Square c.V.

0.40258% 21.39254

Source DF Type T 353
METODO 2 520.6048294
Source DF Type IIT 85
METODO 2 520.604825%4

Duncan's Multiple Range Test for variable:

NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate,

the experimentwise error rate

rocedure

Mean
Square

260,3024147

F Value

10.45

24.92055838

Root MSE

4,992053
Mean 3guare F ¥Value
260.3024147 10.45
Mean Square F Value
260.3024147 10.45

RESIST

Aipha= 0.05 df= 31 MSE= 24,%205089

WARNING: Cell sizes are

not egual.

Harmonic Mean of cell sizes= 7.77712¢&

Number of Means 2

3

Critical Range 5.161 5.424

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping Mean
A 27.142 17 ¢
EB 20,238 13 A
B
B 17.222 4 B

126

N METODO

Pr > F

0.0003

RE3IST Mean

23.3354865

Pr » F

G.0003

Pr > F

0.0003

neot
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RESISTENCE

35
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Al : Ds x Dh

General Linear Models Procedure

Dependent Variable: RESIST
Source DF
Model 1
Error 1z
Corrected Teotal 13

R-Square

0.081008
Source DF
CALCULG 1
Source DF
CALCULO 1

Sum of
Squares

0.27099185
269.13918236
269.41017421

C.V.

25.82794

Type I 85
0.27099185
Type L1I1 33

0.27089185

Mean
Square

,27098185

22.42826520

Root MSE

4.7358489

Mean Sguare
0.27099185
Mean Sgquare

0.27099185

F vValue Pr » F

0.01 0.9143

RESIST Mean

18.3361450

¥ Value Pr > F
0.0L 0.3143

F Value Pr > F
0.01 0.8143

Duncan'’s Multiple Range Test for variable: RESIST

NOTE: This test controls the type I comparisonwise errcer rate, not
the experimentwise error rate

Blpha= 0.05 df= 12 MSE= 22,42827

Number of Means
Critical Range

5.

2
505

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping

[l o

Mean
18.475 7 DH
18.187 7T DS
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Dependent Variables

Source

Model

Error

Corrected

Sourge

CALCULO

Source

CALCULG

AZ : Ps x Dh

General Linear Models Procedure

RESIST
DF

1

24
Total 25
R-Square

0.001153

DF

DE

Sum of
Squares

0.63422199
549,20571314
549.83893513

c.Vv,

23.82062

Type I S5
0.634221983
Type III S8

0.6342219¢9

Mean
Sguare

0.6342219%

22.88357138

Root MSE

4.783678

Mean 3guare
0.6342219%
Mean Sqguare

0.63422189

F Value Pr > F

0.03 0.8692

RESIST Mean

20.082084%

F Value Pr > F
0.03 0.8682

B Valiue Pr > F
0.43 0.869%2

Duncan's Multiple Range Test for varlable: RESIST

NOTE: This test controls the type T comparisonwise error rate,
the experimentwise error rate

Alpha= 0.05 df= 24

Number of Means
Critical Range

MSE= 22.88357

2

3.868

not

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping

s foos {0

Mean
20.238 13 DH
19.92¢ 13 D5

132

N CALCULO



Bl

Ps ® Dh

Ganeral Linear Models Procedure

Dependent Variable: RESIST

F Value Pr > F

0.48 0.5130

RESIST Mean

Sum of Mean

Source DF Squares Square

Model 1 0.58557152 0.59557152
Error 6 7.39528464 1.23254744 -

Corrected Total 7 7.89085616 .

R-Square C.V. Root MSE

0.074532 6.710821 1.110202

Source DF Type 1 58 Mean Sguare

CALCULO 1 0.59557152 0.59557152

Source 53 Type III S35 Mean Square

CALCULO 1 0.59557152 0.58557152

16.5434538

F Value Pr > F
0.48 0.5130

F Value Pr > F
0.48 3.5130

Duncan's Multiple Range Test for variable: RESIST

NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate, not
the experimentwise error rate

Alpha= 0.05 df= 6 MSE= 1.232547

Number of Means 2
Critical Range 1.%21

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping

P |1l

133

Mean N CALCULO
16.816 4 DH
16,271 4 DS



Dependent
Scurce
Model
Error

Corrected

Source
CALLULO
Source

CALCULO

B2

Ds x Dh

General Linear Models Procedure

Variable: RESIST

Sum of Mean
DrF Squares Square
1 0.36671476 0.36671476
6 33,51426249 5.58571042
Total 7 33.88097726
R-Square C.V. Root MSE
0.010824 13.89621 2.363411
iy Type I 353 Mean Square
1 0.36671476 0.36671478
nE Type IIL 38 Mearn Square
1 0.36671476 0.36671476

F Value

0.07

F Value

n.a7

F Value

0.07

Duncan's Multiple Range Test for variable: RESIST

NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate,

the experimentwise error rate

Alpha= (.05

df= 6 MBE= 5.58571

Number of Mesans 2
Critical Range 4.089

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping

[ foee [
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Mean N CALCULO
17.222 4 DB
16.793 4 DS

Pr > F

0.8063

RESIST Mean

17.0075962

Pr > F

0.8063

Pr > F

0.8063

not



ci

Ds % Dh

General Linear Models Procedure

Dependent Variable: RESIST
Source DF
Model 1
Error 16
Corrected Total 17

R-Square

0.007213
Source DE
CALCULG 1
Scurce DF
CALCULO 1

Sum of
Squares

1.44159068
198.4223114¢6
199,86390214

c.V.

13.59068

Type I S35
1.44159068
Type III S8

1.44159068

Mean
Square

1.4415%068

12.40139447

Root MSE

3,521561

Mean Square
1.44159068
Mean Square

1.44152068

F Value Pr > F

0.12 0.7376

RESIST Mean

25%.9115544

F Value Pr » F
.12 0.737¢6

F Value Fr » F
0.12 0.7376

buncan's Multiple Range Test for variable: RESIST

NOTE: This test controls the type 1 comparisonwise error rate,

the experimentwise error rate

Alpha= 0.05 df= 18

Means with the same letter are not signifi

Number of Means
Critical Range

Duncan Groupilng

|l e

MSE= 12.40139

2
3.513

not

cantly different.

Mean N CALCULGC
26.195 5 DH
25,629 a D3
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