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Esterilizacdo por éxido de etileno. ll. Influéncia de corpos de prova no
desempenho de monitores biologicos e sua avaliagdo*

Ethylene oxide sterilization. Il. The influence of test specimens on the
performance of biological monitors and its evaluation.

Terezinha de Jesus A. Pinto** & Takako Saito**

PINTO, T. de J.A. & SAITO, T. Esteriliza¢do por éxido de etileno. II. Influéncia de corpos de prova
no desempenho de monitores bioldgicos e sua avaliagdo. Rev. Saidde pibl., S.Paulo, 26: 384-91,
1992. Pela importincia da garantia de esterilidade em produto médico-hospitalares e pela
predominincia da forma tbular dentre estes produtos, conduziu-se o estudo de monitores biolégicos
em que os corpos de prova apresentavam diferentes comprimentos e didmetros. O sensor biolégico
foi constituido de esporos de Bacillus subtilis var. niger adquirido do mercado nacional sob tiras de
papel. ApSs esterilizagiio por processo industrial, seguiu-se a recuperagio dos esporos sobreviventes
através de inoculag@o dos suportes em caldo tioglicolato, caldo caseina-soja e este adicionado de azul
de bromotimol. A capacidade promotora de crescimento destes 3 meios de cultura néo apresentou
diferengas. A eficdcia esterilizante foi dependente do tamanho de corpos de prova. A determinagio
periddica do teor residual de gés nos corpos de prova, bem como a monitoragdo ambiental industrial
indicaram a importincia da legislag@o em vigor, devendo ser obedecida a fim de garantir inocuidade
aos pacientes e operadores.

Descritores: Esterilizagio, normas. Monitoramento ambiental, métodos. Oxido de etileno. Bacillus

subtilis, isolamento.

Introducgéo

A crescente utilizagdo dos artigos médico-
hospitalares, atendendo as necessidades da evo-
lIugfio na ciéncia médica, quer na terapia invasiva,
na monitoragdo também invasiva, ou nos procedi-
mentos cirurgicos, induziu a acelerado incremento
em diversidade e quantidade, incorporando aos
mesmos caracteristicas de funcionamento, de re-
sisténcia e de seguranca, dentre esta iltima a de
esterilidade.

A sua produgdo envolve vasta gama de materiais
poliméricos?, os quais exigem métodos esteri-
lizantes compativeis com materiais termoldbeis.
Atendendo a tais requisitos, permanece ainda o
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6xido de etileno, pois ndo introduz quaisquer riscos
por ndo promover alteragdes em nivel molecular,
quando processado dentro das condi¢des adequadas.
Neste recurso ganha fundamental importancia o
controle em processo, incluindo a utilizagio de
monitor biolégico®, cujo comportamento permite
fazer a interagfio dos diferentes pardmetros, tradu-
zindo-os numa tnica resposta de letalidade ou nio,
ou seja, efetividade ou ndo no ciclo esterilizante.
Levando em consideragfio a necessidade nutri-
cional aumentada para a germinagfio dos esporos
danificados por agdo quimica?!, assim como evi-
déncias na importancia do tempo dispendido nesse
crescimento, objetivou-se, no presente trabalho, a
avaliago comparativa da capacidade promotora
de crescimento dos caldos tioglicolato, caseina-
soja ¢ este adicionado de azul de bromotimol.
Buscando ainda o paralelo entre a grande utili-
zacdio da forma tubular nos artigos médico-
hospitalares ¢ a necessidade de garantia de esterili-
zagdo dos mesmos, foram testados monitores
biolégicos contendo corpos de prova com esta
conformagdo. Adicionalmente foi efetuado o
acompanhamento do teor residual do 6xido de eti-
leno nos mesmos, assim como em ambiente do
processo industrial,
A exposicio dos operadores ao gas, assim
como dos pacientes, em fungio do uso dos itens
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esterilizados contendo, ainda, residuo em concen-
tra¢do téxica deve ser questio preocupante, em
vista da alta reatividade do 6xido de etileno com
diversos sistemas bioldgicos.

Material e Método

Foram utilizados indicadores biol6gicos adqui-
ridos no mercado nacional, sendo o sensor consti-
tuido 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 constituidos de tubos
de poli cloreto de vinila (PVC), cujas combinagdes
entre diferentes dimensdes resultaram em 20 tipos
(5,5; 6,3; 9,5; 12,3mm de didmetro e comprimen-
tos de 0,5; 2,0; 5,0; 10,0 e 15,0m).

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

Em cada tubo de PVC, independente da di-
mensio, foram alojados, na porgio central geomé-
trica, 3 indicadores bioldgicos e 1 indicador
quimico CPLR, Cada corpo de prova foi embalado
em saco de polietileno, de 0,20 mm de espessura,
termosselado, constituindo o monitor bioldgico.
Para cada uma das duas condigdes 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 biolégicos.
Para cada condigfio esterilizante foram testadas
réplicas de 50 monitores de cada combinagio,
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 exposicdo a 2 condigdes esterili-
zantes originou 40 diferentes situagdes € 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 50°C,
mas variando a concentragdo de gés, isto é, 450 -
470 mg/l durante 5 horas e, quando a 600 - 650
mg/1, por 4 horas, em 5 ciclos efetuados, em dias
diferentes, para cada combinago.

O ciclo em equipamento laboratorial, com umi-
dade relativa entre 50 e 70%, temperatura entre:50
e 55°C, com 600 - 650 mg/l de gas, teve a expo-
si¢do por 4 horas. Neste caso, os corpos de prova
apresentavam as seguintes dimensdes: 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,
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Imediatamente apds o término do ciclo esterili-
zante, 08 monitores bioldgicos 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 incubagfio dos tubos foi em estufa a 35 £
2°C, com observagdio macroscépica didria por
periodo méaximo de 14 dias, anotando-se o apareci-
mento da turvagfo e/ou viragem do indicador, con-
forme o meio. Os indicadores quimicos foram ve-
rificados quanto & viragem da colorag#o.

As medicdes de 6xido de etileno (ppm) no am-
biente foram efetuadas durante diferentes momen-
tos dos ciclos esterilizantes, em ambos equipa-
mentos.

As determinag®es, em réplica de 5 para cada
situagfio, foram feitas utilizando tubos reativos da
Draguer®, com sensibilidade de 1 a 15 ppm (1,83
a 27,45 mg/m3), acoplados 2 bomba tipo "foley”
do mesmo formmecedor, & qual se imprimiram 20
bombeamentos, de modo a amostrar 2.000 cm?
de ar.

Os corpos de prova, apds exposi¢do aos ciclos
esterilizantes, foram mantidos em condigio am-
biental, sendo submetidos a anélise de residuo ga-
soso apds 5, 7, 13, 14, 15 e 26 dias.

Volumes de 20 ¢ 100 ml de 4gua destilada ser-
viram como liquido extrator, respectivamente,
para tubos com 0,5m e 15,0m de comprimento, in-
dependente do didmetro. O contato da 4gua com a
parede interna do tubo foi proporcionado através
da agitagio manual dos tubos, durante 20 min,
apés vedagfio das extremidades. Este extrato foi
injetado ao cromatégrafo gasoso Varian 1440,
equipado com detetor de ionizagio de chama,
usando nitrogénio como gis de arraste, na vasdo
de 30 mi/min. A detecgfo de 6xido de etileno foi
em coluna de ago inoxidavel, de 2,0m e 1/8 pole-
gadas de didmetro interno, com Poropak Q como
fase estaciondria, a 130°C, ¢ as temperaturas do
detetor e do vaporizador, respectivamente a 160 e
150°C. A determinagdio quantitativa (ug/unidade)
foi feita pelo método da triangulagfio da 4drea do
pico correspondente, através da interpolagio deste
valor a curva padrdo de 6xido de etileno, submeti-
do as mesmas condigdes de andlise.

Resultados

Os dados de letalidade dos esporos alojados
em diferentes corpos de prova para monitorar as
duas condigdes esterilizantes constam das Tabelas
le2.

O teor de 6xido de etileno residual em corpos
de prova consta da Tabela 3, enquanto que o de
ambiente estd expresso na Tabela 4.
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Tabela 3. Teor de 6xido de etileno residual em corpos de prova (mcg/unidade) apés a exposi¢éo por 4 horas, a 600 mg/l e

manutengio em ambiente até 26 dias

Dimensdes Tempo (dias)
Area 5 7 13
(mm X m) meg/unidade meg/rmm 3 ™Yunidade  ™¥m3 M™%unidade  ™¥mm?3
55X 0,5 1,0 0,842 X 104 10 0,842 X 104 1,0 0,842 X 107
123X 0,5 10,1 1,700 X 104 97 1,633 X 10 95 1,599 X 10
55X 15 15,0 2,605 X 106 60 1,078 X 10°6 55 0,988 X 10°6
12,3X 15 800,0 447,928 X 108 700,0 391,937 X 10°° 6200 347,144 X 10
Area 14 15 26
{(mm X m) mYunidade  ™%mm3 mYunidade  ™9mm?3 ™¢unidade  ™¥nm3
55X05 10 0,842 X 10 10 0,842 X 104 1,0 0,842 X 10
123X0,5 6,1 1,027 X 104 36 0,606 X 10 31 0,522 X 10
55X 15 46 0,827 X 108 40 0,719 X 108 04 0,080 X 105
123X 15 4190 234,602 X 10°€ 346,0 193,729 X 106 550 30,795 X 108

Tabela 4. Teor de 6xido de etileno ambiental (ppm) em condigdo de trabalho com ciclos laboratoriais
(600 mg/l e 20 minutos de exposi¢io) e industriais (A = 450 mg/l, 5 horas de exposigéo; B = 600 mg/l 4

horas de exposig&o.

Cidlo Laboratorial

Industrial A Industrial B

Inicio de entrada de gas, préximo ao
cilindro e camara

Durante a exposicao, préximo a camara,
com ventilagdo fechada

Inicio de lavagem de camara, com
ventilagéio fechada

Final de lavagem de camara, com
ventilagdo fechada

Abertura da porta, com ventilagéo fechada
Abertura da porta, com ventilagio aberta
Dentro da cdmara, no momento da
abertura da porta

<1 <1()
<1 <1()
<1 <1
<1 <1¢)

-0

<1()
<1("
<1()
<1("

<

)
") <

anN L

1
2
5

(
"¢
(

-) ¢ N&o execugdo.

Discusséo

Conforme Brewer e Laughlin’, desde Robert
Kock, em 1881 foram utilizados esporos de Bacil-
lus antrax como recurso mais efetivo para de-
monstrar a es:erilizagdo. Posteriormente, desde
1956, métodos mais elaborados, incluindo esporos
em surorte, em meio de cultura com indicador de
pH, passaram a ser empregados como indicadores
biolégicos. O conceito de monitor biol6gico sur-
giu mais recentemente, em 1986, com Hastrup!!
defendendo a validade dos diferentes biomonitores
para simular as mais variadas condig¢des de produ-
tos hospitalares, durante sua esterilizagio. Dadd e
col?, por sua vez, definiram a interdependéncia
entre esporo, suporte, indicador biolégico e moni-
tor biolégico.

388

") . Medidas no nivel chdo,= 1 m e= 3 m de altura, na frente e atras do equipamento.
) Medida de aproximadamente 20 cm da porta, imediatamente apds abertura.

Os bioindicadores adquiridos no mercado, com
quantidade nominal de 10¢ esporos por suporte,
continham de 2 x 105 a 8 x 107, cujos valores sfo
oficialmente aceitos pela USP XXII%4,

Com relagio & comprovagio da letalidade dos
esporos submetidos a ciclos esterilizantes, recor-
reu-se & recuperagio dos sobreviventes, de forma
qualitativa em fung¢fio da evidéncia macroscépica
de crescimento em meio liquido.

Buscando a padronizagfio desta questfio recor-
reu-se 2 utiliza¢fo de 3 meios de cultura. O caldo
caseina-soja ¢ usualmente recomendado nas me-
todologias oficiais para recuperagfio de esporos?;
da mesma forma, o caldo tioglicolato, pela ampla
utilizacfio no teste de esterilidade pelas razdes
conhecidas e por ultimo, o préprio caldo caseina-
soja adicionado do indicador de pH, o azul de bro-
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motimol. Também, a presenga de agentes redu-
tores, entre eles o tioglicolato, € considerada posi-
tiva, sendo ativador parcial dos esporos!2,

Segundo Major!4, tanto o tioglicolato de s6dio
como o azul de bromotimol apresentam algum
efeito inibitério sobre os esporos tratados com
6xido de etileno. O que se esperava, particular-
mente do azul de bromotimol com vantagem, seria
a deteccfio de crescimento devido a viragem do
mesmo, anterior ao surgimento da turbidez no
meio de cultura, E a linha defendida por Palmieri e
col.’9, cujo monitor comporta suporte de papel e
ampola com meio de cultura jd adicionado de in-
dicador de pH.

Pela avaliagdo da letalidade dos esporos em
monitores, conforme os dados das Tabelas 1 ¢ 2,
esteg permitem evidenciar a necessidade de maio-
res concentragdes de agente esterilizante para a
eficicia do processo, na dependéncia de formas
que dificultam o seu acesso, quando a espessura
da parede limita a permeabilidade.

O crescimento evidenciado no 13° dia de incu-
bagio pode, eventualmente, estar ligado 4 perma-
néncia dos residuais do agente esterilizante, inter-
ferindo com formas ainda vidveis. Porém, os
crescimentos detectados precocemente (primeiro ¢
segundo dias), como aqueles observados no ciclo
em 450 mg/l de 6xido de etileno, em corpos de
prova de 50 cm e com 600 mg/l, nos casos com
2m de comprimento, levam 2 diivida quanto ao re-
sultado falso-positivo?3, Em casos, por exemplo,
de corpos de prova de 15m, mesmo em ciclo com
600 mg/l, a freqii®ncia maior de fragdo positiva
deve ter sido em fungfo da dificuldade de acesso
do agente esterilizante.

Na detecgio de viabilidade em esporos subme-
tidos aos processos esterilizantes, obteve-se per-
centagens da mesma ordem de grandeza até o 139,
122 ¢ 15° dias, respectivamente para os meios tio-
glicolato, caseina-soja e este adicionado de azul de
bromotimol. Assim, possivelmente em fungdo do
baixo nimero de frages positivas (de crescimen-
to) detectadas no geral, concluiu-se que houve
aparente equivaléncia na capacidade nutricional
dos 3 meios de cultura. Existe unanimidade entre
diversos autores quanto & composi¢fo do meio e
sua capacidade promotora de crescimento, princi-
palmente no caso de esporos submetidos as con-
digdes subletais® 1015,

Fator adicional discutido na recuperagio dos
esporos envolve o intervalo de tempo entre o tér-
mino da esterilizagfio ¢ a transferéncia do suporte
20 meio de cultura, Reich?! recomenda rédpida
transferéncia ao meio de cultura, assim como per-
manéncia nesse durante tempo de incubagdo sufi-
ciente para o crescimento, condiges que foram
respeitadas no presente trabalho. Mais recente-

Rev. Saiide piibl., S. Paulo, 26(6), 1992

mente, ha tendéncia de reducio desse tempo para
abaixo de 7 dias?2, desde que previamente com-
provados os percentuais dos esporos, com célculos
de redugfio embasados na sua sensibilidade!3,

Os valores residuais de 6xido de etileno, con-
forme os dados da Tabela 3, evidenciam a preocu-
pagdo relativa a toxicidade. E bem verdade que,
intencionalmente, nfio se propiciaram aeracgdes for-
¢adas 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 apds 26 dias sdo sur-
preendentes.

Diferentes metodologias podem ser emprega-
das para a determinagdo de residuais do éxido de
etileno!31625, O residual nos produtos poliméricos
esterilizados varia quanto a adsorg#o, reagfo e des-
sor¢@o’, conforme sua constitui¢io quimica ¢ a
presenga ou ndo de aditivos.

Na prética médica é comum que se empreguem
equipos contendo formas tubulares de comprimen-
to unitério varidvel, muitas vezes para contato com
sangue. Portanto, frente 2 atual legislagio nacio-
na*, o limite méximo permissivel é de 25 ppm para
oxido de etileno.

Assim, conforme a Tabela 3, até os corpos de
prova com dimensdo de 5,5mm x 5,0m apresen-
tam valores enquadrados & exigéncia, a partir de 7
dias de esterilizacfo.

Este resultado, quando analisado sob o aspecto
industrial, apresenta feliz coincidéncia com o
periodo minimo de incubagfo para o teste de este-
rilidade, desde que pelo método indireto?. Porém,
o resultado obtido para a dimensfo de 12,3mm x
15,0m rejeitaria o lote do produto mesmo quando
considerado o periodo de incubagiio para método
direto. Esta constatagfio € alerta para, quando da
concepe¢do de um produto, evitar extensdes longas
desprovidas de "air vents".

Igualmente importante € a toxicidade ocupacio-
nal'’, Os dados da Tabela 4 evidenciam a necessi-
dade de ventilago e do sistema eficiente de exaus-
t8o interna da cAmara, ao final do ciclo. Justifica-se,
neste aspecto, a Portaria 80', cujo contetido foi sen-
do gradualmente aperfeigoado através das Portarias
interministeriais 9822, 1503 e4 4,

Em vista da metodologia analitica empregada, a
monitora¢do de residuo ambiental efetuada no pre-
sente trabalho merece critica pelo nfio atendimento
quanto a quantificagdo cumulativa, o que ¢ de-
sejavel de forma a avaliar possivel desvio da exi-
géncia de 1 ppm de concentragdo no ar, para dia
normal de 8 horas, Também, picos eventuais de
exposicio ao gis-no periodo de 15 min, de 10
ppm, nio obrigatoriamente seriam detectados. O
principio deste método, devido & sensibilidade,
permite, ainda assim, o seu emprego na validagio
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de sistemas esterilizantes, desde que considerados
0 momento e a posi¢do de maior risco aos opera-
dores.

Conclusdes

Na detecgdio de formas vidveis ap6s contato dos
esporos com agente esterilizante, os meios de cal-
do tioglicolato, caldo caseina-soja e este adiciona-
do de azul de bromotimol nio se mostraram limi-
tantes, desde que permitido suficiente tempo de
incubagdo.

Na esterilizacdo de produtos médico-
hospitalares envolvendo sistemas tubulares lon-
gos, o monitor biolégico deve ser constituido por
corpos de prova de natureza e conformagdo muito
semelhantes aqueles.

As centrais de esterilizagio devem exercer
monitoragfo rotineira dos residuos de 6xido de eti-
leno em produtos ¢ ambiente, objetivando segu-
ranga de pacientes e de operadores do ciclo esteri-
lizante,

PINTO, T. de J.A. & SAITO, T. [Ethylene oxide sterili-
zation. II. The influence of test specimens on the perfor-
mance of biological monitors and its evaluation]. Rev.
Saide pibl., 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.
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