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Introdução

A crescente utilização dos artigos médico-
hospitalares, atendendo às necessidades da evo-
lução na ciência médica, quer na terapia invasiva,
na monitoração também invasiva, ou nos procedi-
mentos cirúrgicos, induziu a acelerado incremento
em diversidade e quantidade, incorporando aos
mesmos características de funcionamento, de re-
sistência e de segurança, dentre esta última a de
esterilidade.

A sua produção envolve vasta gama de materiais
poliméricos20, os quais exigem métodos esteri-
lizantes compatíveis com materiais termolábeis.
Atendendo a tais requisitos, permanece ainda o

óxido de etileno, pois não introduz quaisquer riscos
por não promover alterações em nível molecular,
quando processado dentro das condições adequadas.

Neste recurso ganha fundamental importância o
controle em processo, incluindo a utilização de
monitor biológico9, cujo comportamento permite
fazer a interação dos diferentes parâmetros, tradu-
zindo-os numa única resposta de letalidade ou não,
ou seja, efetividade ou não no ciclo esterilizante.

Levando em consideração a necessidade nutri-
cional aumentada para a germinação dos esporos
danificados por ação química21, assim como evi-
dências na importância do tempo dispendido nesse
crescimento, objetivou-se, no presente trabalho, a
avaliação comparativa da capacidade promotora
de crescimento dos caldos tioglicolato, caseína-
soja e este adicionado de azul de bromotimol.

Buscando ainda o paralelo entre a grande utili-
zação da forma tubular nos artigos médico-
hospitalares e a necessidade de garantia de esterili-
zação dos mesmos, foram testados monitores
biológicos contendo corpos de prova com esta
conformação. Adicionalmente foi efetuado o
acompanhamento do teor residual do óxido de eti-
leno nos mesmos, assim como em ambiente do
processo industrial.

A exposição dos operadores ao gás, assim
como dos pacientes, em função do uso dos itens



esterilizados contendo, ainda, resíduo em concen-
tração tóxica deve ser questão preocupante, em
vista da alta reatividade do óxido de etileno com
diversos sistemas biológicos.

Material e Método

Foram utilizados indicadores biológicos adqui-
ridos no mercado nacional, sendo o sensor consti-
tuído de esporos de Bacillus subtilis var. niger
ATCC 9372, depositados em tiras de papel e emba-
lados individualmente em envelope de GlassineR.

Os corpos de prova foram constituídos de tubos
de poli cloreto de vinila (PVC), cujas combinações
entre diferentes dimensões resultaram em 20 tipos
(5,5; 6,3; 9,5; 12,3mm de diâmetro e comprimen-
tos de 0,5; 2,0; 5,0; 10,0 e 15,0m).

Os 3 meios de cultura, cuja composição foi
comparada entre si através da capacidade promo-
tora de crescimento dos esporos, foram o caldo
tioglicolato (Difco), caldo caseína-soja (Difco) e
este adicionado de azul de bromotimol, na concen-
tração de 25 ug/ml.

Em cada tubo de PVC, independente da di-
mensão, foram alojados, na porção central geomé-
trica, 3 indicadores biológicos e 1 indicador
químico CPLR. Cada corpo de prova foi embalado
em saco de polietileno, de 0,20 mm de espessura,
termosselado, constituindo o monitor biológico.
Para cada uma das duas condições esterilizantes,
perfazendo 5 ciclos cada, foram submetidas 10
réplicas de cada tipo de corpo de prova, o que re-
sultou num total de 2.000 monitores biológicos.
Para cada condição esterilizante foram testadas
réplicas de 50 monitores de cada combinação,
quando se visou a letalidade dos esporos, contem-
plando 5 ciclos esterilizantes, cada um com 10
réplicas de monitores, de forma a possibilitar sé-
ries de 10 tubos para cada meio de cultura. A di-
versidade de exposição a 2 condições esterili-
zantes originou 40 diferentes situações e conduziu
ao preparo de 2.000 unidades de corpos de prova.

No ciclo industrial a umidade relativa foi na
faixa de 60 a 70%, a temperatura entre 45 a 50oC,
mas variando a concentração de gás, isto é, 450 -
470 mg/1 durante 5 horas e, quando a 600 - 650
mg/1, por 4 horas, em 5 ciclos efetuados, em dias
diferentes, para cada combinação.

O ciclo em equipamento laboratorial, com umi-
dade relativa entre 50 e 70%, temperatura entre 50
e 55oC, com 600 - 650 mg/1 de gás, teve a expo-
sição por 4 horas. Neste caso, os corpos de prova
apresentavam as seguintes dimensões: 5,5mm x
0,5m; 12,3mm x 0,5m; 5,5mm x 15,0m e 12,3mm
x 15,0m, tendo sido testadas 3 réplicas de cada ta-
manho.

Imediatamente após o término do ciclo esterili-
zante, os monitores biológicos foram transferidos
para capela de fluxo laminar, onde cada um foi
aberto e cada tira de bioindicador foi inoculada em
20 ml de cada um dos 3 meios de cultura.

A incubação dos tubos foi em estufa a 35 ±
2oC, com observação macroscópica diária por
período máximo de 14 dias, anotando-se o apareci-
mento da turvação e/ou viragem do indicador, con-
forme o meio. Os indicadores químicos foram ve-
rificados quanto à viragem da coloração.

As medições de óxido de etileno (ppm) no am-
biente foram efetuadas durante diferentes momen-
tos dos ciclos esterilizantes, em ambos equipa-
mentos.

As determinações, em réplica de 5 para cada
situação, foram feitas utilizando tubos reativos da
DraguerR, com sensibilidade de 1 a 15 ppm (1,83
a 27,45 mg/m3), acoplados à bomba tipo "foley"
do mesmo fornecedor, à qual se imprimiram 20
bombeamentos, de modo a amostrar 2.000 cm3

de ar.
Os corpos de prova, após exposição aos ciclos

esterilizantes, foram mantidos em condição am-
biental, sendo submetidos a análise de resíduo ga-
soso após 5,7,13,14,15 e 26 dias.

Volumes de 20 e 100 ml de água destilada ser-
viram como líquido extrator, respectivamente,
para tubos com 0,5m e 15,0m de comprimento, in-
dependente do diâmetro. Ó contato da água com a
parede interna do tubo foi proporcionado através
da agitação manual dos tubos, durante 20 min,
após vedação das extremidades. Este extrato foi
injetado ao cromatógrafo gasoso Varian 1440,
equipado com detetor de ionização de chama,
usando nitrogênio como gás de arraste, na vasão
de 30 ml/min. A detecção de óxido de etileno foi
em coluna de aço inoxidável, de 2,0m e 1/8 pole-
gadas de diâmetro interno, com Poropak Q como
fase estacionária, a 130oC, e as temperaturas do
detetor e do vaporizador, respectivamente a 160 e
150oC. A determinação quantitativa (ug/unidade)
foi feita pelo método da triangulação da área do
pico correspondente, através da interpolação deste
valor à curva padrão de óxido de etileno, submeti-
do às mesmas condições de análise.

Resultados

Os dados de letalidade dos esporos alojados
em diferentes corpos de prova para monitorar as
duas condições esterilizantes constam das Tabelas 1 e 2.

O teor de óxido de etileno residual em corpos
de prova consta da Tabela 3, enquanto que o de
ambiente está expresso na Tabela 4.







Discussão

Conforme Brewer e Laughlin5, desde Robert
Kock, em 1881 foram utilizados esporos de Bacil-
lus ántrax como recurso mais efetivo para de-
monstrar a esterilização. Posteriormente, desde
1956, métodos mais elaborados, incluindo esporos
em suporte, em meio de cultura com indicador de
pH, passaram a ser empregados como indicadores
biológicos. O conceito de monitor biológico sur-
giu mais recentemente, em 1986, com Hastrup11

defendendo a validade dos diferentes biomonitores
para simular as mais variadas condições de produ-
tos hospitalares, durante sua esterilização. Dadd e
col.9, por sua vez, definiram a interdependência
entre esporo, suporte, indicador biológico e moni-
tor biológico.

Os bioindicadores adquiridos no mercado, com
quantidade nominal de 106 esporos por suporte,
continham de 2 x 105 a 8 x 107, cujos valores são
oficialmente aceitos pela USP XXII24.

Com relação à comprovação da letalidade dos
esporos submetidos a ciclos esterilizantes, recor-
reu-se à recuperação dos sobreviventes, de forma
qualitativa em função da evidência macroscópica
de crescimento em meio líquido.

Buscando a padronização desta questão recor-
reu-se à utilização de 3 meios de cultura. O caldo
caseína-soja é usualmente recomendado nas me-
todologias oficiais para recuperação de esporos24;
da mesma forma, o caldo tioglicolato, pela ampla
utilização no teste de esterilidade pelas razões
conhecidas e por último, o próprio caldo caseína-
soja adicionado do indicador de pH, o azul de bro-



motimol. Também, a presença de agentes redu-
tores, entre eles o tioglicolato, é considerada posi-
tiva, sendo ativador parcial dos esporos12.

Segundo Major14, tanto o tioglicolato de sódio
como o azul de bromotimol apresentam algum
efeito inibitório sobre os esporos tratados com
óxido de etileno. O que se esperava, particular-
mente do azul de bromotimol com vantagem, seria
a detecção de crescimento devido à viragem do
mesmo, anterior ao surgimento da turbidez no
meio de cultura. É a linha defendida por Palmieri e
col.19, cujo monitor comporta suporte de papel e
ampola com meio de cultura já adicionado de in-
dicador de pH.

Pela avaliação da letalidade dos esporos em
monitores, conforme os dados das Tabelas 1 e 2,
estes, permitem evidenciar a necessidade de maio-
res concentrações de agente esterilizante para a
eficácia do processo, na dependência de formas
que dificultam o seu acesso, quando a espessura
da parede limita a permeabilidade.

O crescimento evidenciado no 13o dia de incu-
bação pode, eventualmente, estar ligado à perma-
nência dos residuais do agente esterilizante, inter-
ferindo com formas ainda viáveis. Porém, os
crescimentos detectados precocemente (primeiro e
segundo dias), como aqueles observados no ciclo
em 450 mg/1 de óxido de etileno, em corpos de
prova de 50 cm e com 600 mg/1, nos casos com
2m de comprimento, levam à dúvida quanto ao re-
sultado falso-positivo23. Em casos, por exemplo,
de corpos de prova de 15m, mesmo em ciclo com
600 mg/1, a freqüência maior de fração positiva
deve ter sido em função da dificuldade de acesso
do agente esterilizante.

Na detecção de viabilidade em esporos subme-
tidos aos processos esterilizantes, obteve-se per-
centagens da mesma ordem de grandeza até o 13o,
12o e 15o dias, respectivamente para os meios tio-
glicolato, caseína-soja e este adicionado de azul de
bromotimol. Assim, possivelmente em função do
baixo número de frações positivas (de crescimen-
to) detectadas no geral, concluiu-se que houve
aparente equivalência na capacidade nutricional
dos 3 meios de cultura. Existe unanimidade entre
diversos autores quanto à composição do meio e
sua capacidade promotora de crescimento, princi-
palmente no caso de esporos submetidos às con-
dições subletais8,10,15.

Fator adicional discutido na recuperação dos
esporos envolve o intervalo de tempo entre o tér-
mino da esterilização e a transferência do suporte
ao meio de cultura6. Reich21 recomenda rápida
transferência ao meio de cultura, assim como per-
manência nesse durante tempo de incubação sufi-
ciente para o crescimento, condições que foram
respeitadas no presente trabalho. Mais recente-

mente, há tendência de redução desse tempo para
abaixo de 7 dias22, desde que previamente com-
provados os percentuais dos esporos, com cálculos
de redução embasados na sua sensibilidade18.

Os valores residuais de óxido de etileno, con-
forme os dados da Tabela 3, evidenciam a preocu-
pação relativa à toxicidade. É bem verdade que,
intencionalmente, não se propiciaram aerações for-
çadas para esses corpos de prova, sequer suas em-
balagens foram planejadas para fornecer a troca
gasosa. Ainda assim, os valores elevados obtidos
para os tubos longos, mesmo após 26 dias são sur-
preendentes.

Diferentes metodologias podem ser emprega-
das para a determinação de residuais do óxido de
etileno13,16,25. O residual nos produtos poliméricos
esterilizados varia quanto à adsorção, reação e des-
sorção7, conforme sua constituição química e a
presença ou não de aditivos.

Na prática médica é comum que se empreguem
equipos contendo formas tubulares de comprimen-
to unitário variável, muitas vezes para contato com
sangue. Portanto, frente à atual legislação nacio-
na4, o limite máximo permissível é de 25 ppm para
óxido de etileno.

Assim, conforme a Tabela 3, até os corpos de
prova com dimensão de 5,5mm x 5,0m apresen-
tam valores enquadrados à exigência, a partir de 7
dias de esterilização.

Este resultado, quando analisado sob o aspecto
industrial, apresenta feliz coincidência com o
período mínimo de incubação para o teste de este-
rilidade, desde que pelo método indireto24. Porém,
o resultado obtido para a dimensão de 12,3mm x
15,0m rejeitaria o lote do produto mesmo quando
considerado o período de incubação para método
direto. Esta constatação é alerta para, quando da
concepção de um produto, evitar extensões longas
desprovidas de "air vents".

Igualmente importante é a toxicidade ocupacio-
nal17. Os dados da Tabela 4 evidenciam a necessi-
dade de ventilação e do sistema eficiente de exaus-
tão interna da câmara, ao final do ciclo. Justifica-se,
neste aspecto, a Portaria 801, cujo conteúdo foi sen-
do gradualmente aperfeiçoado através das Portarias
interministeriais9822,1503)e44.

Em vista da metodologia analítica empregada, a
monitoração de resíduo ambiental efetuada no pre-
sente trabalho merece crítica pelo não atendimento
quanto à quantificação cumulativa, o que é de-
sejável de forma a avaliar possível desvio da exi-
gência de 1 ppm de concentração no ar, para dia
normal de 8 horas. Também, picos eventuais de
exposição ao gás no período de 15 min, de 10
ppm, não obrigatoriamente seriam detectados. O
princípio deste método, devido à sensibilidade,
permite, ainda assim, o seu emprego na validação



de sistemas esterilizantes, desde que considerados
o momento e a posição de maior risco aos opera-

dores.

Conclusões

Na detecção de formas viáveis após contato dos
esporos com agente esterilizante, os meios de cal-
do tioglicolato, caldo caseína-soja e este adiciona-
do de azul de bromotimol não se mostraram limi-
tantes, desde que permitido suficiente tempo de
incubação.

Na esterilização de produtos médico-
hospitalares envolvendo sistemas tubulares lon-
gos, o monitor biológico deve ser constituído por
corpos de prova de natureza e conformação muito
semelhantes àqueles.

As centrais de esterilização devem exercer
monitoração rotineira dos resíduos de óxido de eti-
leno em produtos e ambiente, objetivando segu-
rança de pacientes e de operadores do ciclo esteri-
lizante.

PINTO, T. de J.A. & SATTO, T. [Ethylene oxide sterili-
zation. II. The influence of test specimens on the perfor-
mance of biological monitors and its evaluation]. Rev.
Saúde públ, S.Paulo, 26: 384-91, 1992. In view of the
importance of the assurance of the sterility of medical de-
vices, with a large incidence of tubular forms, a study of
biological monitors was undertaken, using paper as a car-
rier, the dimension of the test specimens being the varia-
ble considered. After the sterilization process in an indus-
trial cycle, followed by the recovery of the surviving
spores through inoculation of the carriers into thioglico-
late broth, soybean-casein broth and this last with the ad-
dition of bromothymol blue. No differences were found
between the growth promoting capacity of these 3 media.
The effectiveness of sterilization was dependent on the
dimension of the test specimens. The periodic determina-
tion of residual gas content on the test specimens, as well
as the monitoring of the industrial environment demon-
strate the need and importance of the legislation in force.

Keywords: Sterilization, standards. Environmental mo-
nitoring, methods. Ethylene oxide. Bacillus subtilis, iso-
lation.
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