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1. INTRODUGCAO

Devido a forte correlagéo existente entre a intervengdo humana nos processos de
manufatura e seu potencial poder de contaminagdo de medicamentos estéreis ou
processos assépticos, alternativas para a remogéo dos operadores das zonas criticas,
nas quais ha a manipulagdo direta do produto, vém sido desenvolvidas e
implementadas. As areas limpas, com classes de pureza definidas e que
revolucionaram a industria farmacéutica ha cerca de 20 anos, estdo sendo substituidas
por barreiras ou isolamentos. Esta nova possibilidade tem como merito minimizar a
influéncia do ser humano, e ser passivel de esterilizagdo>'®*** A automatizagdo de
processos também tém sido um recurso muito utilizado para a redugdo ou eliminagéo

da influéncia do operador nos processos assépticos®.

Tratando-se de tecnologia inovadora, os isoladores merecem estudos
particularizados quanto a definicdo da variedade microbiana de escolha para os
desafios, assim como aspectos de inoculagdo, escolha de suporte e condigbes de
recuperagao ideais. Os agentes esterilizantes disponiveis sdo variados, sendo 0
peroxido de hidrogénio o de destaque para a esterilizagdo de isoladores, por apresentar

baixa toxicidade e por propiciar facil eliminagdo do ambiente no qual foi aplicado?’.

O processo de esterilizacdo por perdxido de hidrogénio apresenta algumas

variaveis a serem controladas, necessitando a comprovacgao de sua eficacia através da
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utilizagdo de indicadores biolégicos como ferramenta de controle, permitindo a
avaliagdo da influéncia dos diversos parametros sobre o poder microbicida do agente
esterilizante, comprovando a eficacia do ciclo de esterilizaggdo no que tange a

capacidade letal dos microrganismos neles contidos.

Monitores biologicos comerciais veiculados em suporte de ago inoxidavel com
inodculos pré-determinados de Bacillus stearothermophilus, sdo comumente utilizados
para se desafiar e comprovar a capacidade letal do agente esterilizante**. Entretanto,
pode-se observar uma tendéncia e expectativa por parte das agéncias reguladoras na
exigéncia da comparagdo da letalidade de  monitores bioldgicos comerciais e
microrganismos da microbiota da area produtiva frente a exposigao ao agente
esterilizante. Este fato se deve a uma probabilidade remota dos monitores biolégicos
preparados por instituigdes terceirizadas, possuirem resisténcia microbiologica
diferenciada, podendo ser inferior aquela caracteristica da microbiota normal. Vale
ressaltar que a adogdo da nomenclatura monitor é valida, como tratada por
HASTRUP? quando se emprega o termo indicador, uma vez que 0S €Sporos S0
praticamente um sensor, pois sdo submetidos a desafios equivalentes ac produto ou

material, sendo portanto um monitor.

Desde modo, a capacidade letal do agente esterilizante frente aos
microrganismos presentes na area produtiva onde os isoladores estdo instalados, deve

ser desafiada. Adicionalmente a utilizagdo de suportes de diversos materiais



12
normalmente existentes no interior de isoladores também deve ser considerada de
modo a simular as condigdes reais de aplicagdo do peréxido de hidrogénio como agente

esterilizante e justificar deste modo a utilizag&o do ago inoxidavel como suporte padrao.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A manufatura de medicamentos estéreis abrange uma série de requisitos em
relacdo ao controle do ambiente de produgdo, tais como aplicagdo de agentes
sanitizantes ou esterilizantes, monitoramento da qualidade do ar, com a finalidade da
obtencdo de um produto seguro35. Para se garantir o cumprimento de tais exigéncias a
existéncia de salas limpas é fundamental, na qual a checagem periddica da qualidade
microbioldgica do ambiente e operadores é constante. A execugéo de testes analiticos
microbioldgicos e fisico-quimicos nos produtos também fornecem dados adicionais que
possibilitam a confirmagao que o processo de fabricac¢ao foi realizado conforme as Boas

Praticas de Fabricagdo vigentes e que atendem a finalidade para o qual s&o destinados.

Embora as técnicas de monitoramento ambiental de areas produtivas fornegcam
dados valiosos sobre a qualidade microbiolégica durante o processo de fabricagdo de
um dado produto estéril, a interferéncia humana ainda € um fator impactante, sendo
essencial que o operador esteja sempre em boas condi¢ées de saude, que mantenha

treinamento especifico atualizado*”#918:23

e que esteja com paramentagdo adequada,
sendo normalmente constituida por vestimentas de material sintético, que nao libera
particulas. Desde modo, durante o estabelecimento das condi¢gdes de operagdo de

salas limpas, deve-se considerar entre outros fatores, o estabelecimento de uma

temperatura de conforto.
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Com o advento dos critérios de validagdo nos ultimos 20 anos, algumas
tecnologias que visam a conten¢do e minimizagdo da contaminag&o microbiana em
areas assépticas foram desenvolvidas e aplicadas. Dentre estas, pode-se destacar as
barreiras e os isoladores, sendo estes conceitualmente diferentes. Barreira pode ser
definida como um objeto material que separa, demarca ou serve como barreira. Ja o
isolador € um equipamento que fornece a completa separagdo entre um ambiente e

OUtTO1'15'17'26’42'46.
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2.1. Historico e aplicagdo da tecnologia dos Isoladores

O primeiro protétipo de isolador data a Segunda Guerra Mundial, na qual
Gloveboxes, ou caixas com luvas, visavam proteger o processo de uma possivel
intervencdo do operador ou o operador de uma possivel exposicdo ao processo®.
Primeiramente, as gloveboxes foram desenvolvidas para a manipulagéo de armas
atdbmicas, e tiveram seu uso continuado dentro da industria de poder nuclear até os dias
de hoje. Também foram aplicadas para outros propésitos, como por exemplo, para a
contengdo de microrganismos patogénicos, haja vista a utilizagdo de Cabines de

Seguranca Biologica Classe III°.

De acordo com COLES®, ha aproximadamente 15 anos, a populagdo comegou a
exigir melhorias na qualidade dos produtos e ao mesmo tempo, maior seguranga para
os operadores quando da execugdo de processos nos quais havia a manipulagédo de
substancias potencialmente perigosas. Alinhada as novas exigéncias, a La Calhene,
empresa francesa que criara o equipamento para ser utilizado na industria nuclear,
propds a utilizacao deste mesmo na industria farmacéutica. Este novo equipamento,
diferentemente das gloveboxes, possuia um sistema de filtragao de ar com filtros de alta
eficiéncia de particulas (HEPA) que permitia uma maior seguranga ao processo, por
garantir o fornecimento de ar que atende aos critérios estabelecidos para Classe 100
(em relagao a particulas viaveis e ndo viaveis), requisitada para a manipulacéo e

manufatura de produtos farmacéuticos estéreis®
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Os sistemas de barreiras mais utilizados sdo as antecamaras, mascaras faciais,

luvas, fluxo laminar, dentre outros que fornecem um grau de separagé&o em relag&o ao
operador e o ambiente de trabalho, porém ndo permite uma separacao fisica real
impossibilitando uma segregacé@o absoluta entre o operador e a area estéril ou zona
critica de trabalho. Basicamente as barreiras sdo sistemas abertos que permitem a
troca de ar e contaminantes com o ambiente adjacente, durante seu uso' Vale ressaltar
que as barreiras exigem uma manipulagdo durante o set-up dos equipamentos e
algumas intervengdes durante o0 processo através de operadores devidamente
paramentados na area assépticas/limpa. Uma das maiores desvantagens das barreiras
€ a impossibilidade da aplicacdo de processos de esterilizagao, devido a dificuldade de

confinagédo do gas do agente esterilizante.

Os isoladores permitem a aplicagao de gases de agentes esterilizantes, possibilitando a
obtencdo de um ambiente estéril por serem estanques, isto &€ n&o ha troca do ar
presente no interior do equipamento com 0 do ambiente externo, durante seu
funcionamento normal. Esta propriedade aliada a possibilidade da eliminacdo da
interferéncia fisica humana do processo asséptico torna a utilizagao dos isoladores uma
op¢do muito mais vantajosa quando comparada as operagdes de processos em salas
limpas convencionais'? Adicionalmente, a necessidade de se possuir uma area
classificada baseada na contagem de particulas nado-viaveis e viaveis, pode ser
significantemente reduzida o que torna a utilizagdo dos isoladores, uma opc¢ao

relevante®. Segundo o MHRA a area na qual o isolador esta instalado deve atender
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pelo menos aos critérios da Classe 100.000%, embora o PIC recomenda a operagéo de
isoladores em Classe 10.000. Esta possibilidade € de grande valia uma vez que as
salas limpas convencionais exigem o atendimento aos critérios estabelecidos para a

Classe 10.000% .

A aplicacao dos isoladores ¢é vasta, podendo-se destacar ainda sua utilizag&o para
a realizagdo de testes de esterilidade, cuja maior vantagem € a taxa zero de incidéncia
de resultado falso-positivo, tornando desnecessario a realizagéo de retestes, permitindo
a obtencdo de resultados extremamente confiaveis °%°. Os isoladores utilizados para a
condugao de testes de esterilidade sao geralmente constituidos por paredes flexiveis,
cujo material mais comum € o PVC. Podem possuir uma vestimenta interna que
possibilita o isolamento total do analista e 0 ambiente de teste (conhecido como Half
Suit), ou ainda ser constituido de sistemas de luvas que permitem o acesso ao
ambiente interno do equipamento. Normalmente operam com pressdo positiva e
propiciam a realizac&o de testes de esterilidade pelo método da inoculagdo direta ou

filtraggo 83047,

Outra aplicagdo de destaque estd associada ao emprego de isoladores em
processos de manufatura de produtos estéreis'**®, devido a possibilidade da obtengo
de um ambiente estéril, com SAL que pode atingir 10° em compraracéo a utilizagao de
salas limpas que permite somente a aplicagdo de agentes sanitizantes, no qual a

obtencéo deste nivel de SAL € inviavel®.
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Os isoladores também podem ser destinados a contengdo de substancias toxicas
evitando a exposicéo do operador a um possivel contato com a substancia ou molécula
em questdo, podendo sob vacuo que visa minimizar a probabilidade de uma
contaminacdo ou espalhamento da substancia toxica, em caso de acidente”''*. Para

tal finalidade, recomenda-se o emprego de isoladores com parede rigida.

A utilizagdo de isoladores em farmacias hospitalares ainda é discreta, porém com
uma vasta aplicabilidade. Pode-se citar como exemplo a preparagdo de NPP que
geralmente é manipulada em areas limpas convencionais sob fluxo laminar. A
possibilidade de se utilizar um ambiente estéril para tal finalidade, se torna
indubitavelmente, a melhor opgéo no que tange o SAL, principalmente considerando-se
que os pacientes que receberéo este tipo de nutri¢do estao hospitalizados e com a
resisténcia a agentes microbioldgicos deficitaria. Outra aplicagdo hospitalar para os
isoladores, &€ a protegdo dos operadores quando da manipulagdo de agentes

citotoxicos?% 1224

ou durante a preparagao de radiofarmacos.

Dentre outros inumeros empregos dos isoladores, pode-se citar o uso no
isolamento biomédico, destinado a obtengédo de animais empregados em pesquisas e
cuja contaminag&o por microrganismos existentes no ambiente & indesejada Outra

aplicabilidade, estd associada ao uso dos isoladores em intervengdes cirurgicas,
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principalmente em pacientes imunodeprimidos. Por fim, o uso de isoladores na industria

alimenticia e de semicondutores ja é uma realidade®.
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Figura 1 — Exemplo de isolador utilizado para a condug&o de teste de esterilidade.

Marca Microflow.




Figura 2 — Exemplo de isolador utilizado para a manufatura de produtos estéreis.

Marca Carlisle.

&
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2.2. Vantagens da utilizagao dos isoladores

Pode-se enumerar uma série de vantagens na utilizagdo de isoladores, entre as
quais se destacam o aumento de SAL, aumento da capacidade de trabalho, eliminagao
de vestimentas estéreis, redugdo do monitoramento ambiental, contengdo de material
toxico, reducido do tempo de instalagdo e start-up, redug¢do do custo de operagdo e
custo associado a area de instalagdo, viabilidade da aplicagdo de processo de

esterilizag&o, conforme explanado a seguir.

a) Aumento do SAL

Por possibilitar a obtengdo de um ambiente esterilizado, os isoladores propiciam a
manufatura de produtos estéreis com uma seguranga maior, quando comparado a
producdo destes em salas limpas convencionais, uma vez que se pode atingir um SAL

de até 10°%2°

b) Aumento da capacidade de trabalho

Comprovadamente a existéncia de uma barreira fisica entre o operador e os
materiais estéreis, equipamentos e superficies de trabalho propicia a execucdo de
atividades laborais de uma forma mais livre®®, uma vez que a intervencao humana

direta no processo foi eliminada.
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c) Eliminagao de vestimentas estéreis

Conforme observado por Tim Coles® e Agallocoz, a presenca de luvas e
vestimentas nos isoladores permite a execug¢do do trabalho pelo operador sem a
necessidade da utilizagcdo de vestimentas estéreis convencionais, podendo esta ser
opcional. Esta possibilidade permite a economia de gastos referentes a manutengéo de

vestimentas estéreis.

d) Redugao do Monitoramento Ambiental

Os procedimentos de esterilizagdo aplicados aos isoladores em conjunto com as
barreiras fisicas presentes, minimizam a possibilidade da existéncia de microrganismos
em seu interior. Deste modo, a freqUuéncia da realizagdo de monitoramento ambiental
dos isoladores quando comparada as salas limpas convencionais € bem inferior.
Segundo Agalloco, a realizagéo de monitoramento nos operadores dos isoladores ndo é

necessaria, visto que estes ndo mais tem contato direto com o produto %°.

e) Contencgéo de material téxico
Como abordado anteriormente, a aplicagdo dos isoladores é vasta possibilitando
inclusive sua utilizagdo para contengao de material toxico, fornecendo uma maior

seguranca para os operadores® '+ 3°,
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f) Redugdo do tempo de instalagdo e start-up

Tipicamente os isoladores podem ser desenvolvidos e instalados em um tempo
inferior quando comparado a preparacdo e start-up de salas limpas convencionais.
Pode-se citar como outra vantagem, a possibilidade da transferéncia destes
equipamentos de uma area para outra, necessitando na maioria das vezes, somente a

adequac&o de linhas de utilidades como gases, vacuo,etc >°.

g) Reducéo do custo de operagio e custo associado & area de instalacao

Os isoladores possibilitam a manuten¢do do estado de esterilidade com custo
inferior quando comparado as salas limpas convencionais, por permitir dentre outros
fatores, um intervalo maior entre uma esterilizacdo e outra. Outro fator que justifica a
redugdo do custo de operagdo estd associada a possibilidade da instalagédo dos
isoladores em area classe 100.000, diferentemente da classe 10.000 preconizada para

as salas limpas, cuja freqiiéncia de execugao de testes rotineiros € maior 2

h) Viabilidade do processo de esterilizagéo
Indubitavelmente, a possibilidade da obtengdo de uma ambiente isento de
contaminagcao para a manipulagdo ou produgdo de produtos estéreis € o principal

diferencial da tecnologia dos isoladores?®.
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2.3. Processos esterilizantes

Conceitualmente, um método de esterilizacdo tem a propriedade de remover ou
destruir todas as formas de vida microscdpicas, saprofitas ou n&o, presentes no
produto, superficie ou equipamento em questdo que seja capaz de se desenvolver
durante o armazenamento e utilizagdo do mesmo. Porém, n&o se pode afirmar que
processos destrutivos garantem a morte de todos os microrganismos, e sim a remogao
ou morte dos microrganismos de acordo com uma probabilidade na qual pode-se
encontrar alguns microrganismos sobreviventes e que ndo sofreram aiteragcdes. Assim
sendo, os processos de esterilizagdo visam minimizar esta possibilidade, com o intuito

de se obter o “Sterility Assurance Level” (SAL), ou nivel de seguranca pré-definido’%4°.

Considerando esta premissa, a eficiéncia do processo de esterilizagdo em
termos de SAL dependera da natureza do produto, equipamento ou superficie e da

carga microbiana inicial presente no mesmo'°.

Dentre os meétodos de esterilizagdo disponiveis, a esterilizagdo por vapor
saturado sob pressdo € o mais utilizado dado a auséncia de toxicidade, auséncia de
residuos, baixo custo, facil controle, elevado poder esporicida e grande compatibilidade
com diversos materiais que apresentam resisténcia ao calor e a umidade. O mecanismo
de agdo consiste na desnaturagao irreversivel de proteinas e enzimas celulares, sendo

0 tempo médio proposto para a obtencao do poder esterilizante entre 15 a 20 minutos.
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Adicionalmente, a utilizacdo de pressdo, € um fator extremamente importante para o

aumento da temperatura e conseqiientemente para a morte®.

O processo esterilizante por calor seco, ndo envolve calor latente e portanto
exige a aplicacdo de temperaturas mais elevadas para se atingir o nivel de esterilizagao
requerido. Neste caso, a morte microbiana ocorre por oxidagdo de constituintes
celulares. Este processo é recomendado para materiais que sofram degradagéo quando
sdo tratados por calor umido ou que ndo permitam sua penetra¢do inviabilizando seu
uso, como por exemplo produtos oleosos e pds. Podem-se destacar como vantagens
deste método o alto poder de penetragéo, poucas variaveis para se controlar e baixo
custo. A maior desvantagem € a de utilizar temperaturas elevadas e tempos
geralmente extensos. As temperaturas e tempos recomendados no geral sao de 170°C

por 60 minutos, 160°C por 120 minutos e 150°C por 150 minutos®.

Contudo ha uma série de produtos e superficies que sdo termolabeis e portanto
nao permitem a utilizagéo dos processos térmicos descritos anteriormente. Em alguns
casos, a aplicagao de processos de irradiagéo é totalmente viavel, sendo a radiagao
ionizante, que compreende raios X, alfa, beta, gama prétons, néutrons e elétrons, uma
opgao, cuja acdo esta associada a promogao de efeitos diretos e indiretos devido a
reagao de estruturas celulares com ions carregados. Também séo utilizados raios nao
ionizantes ultra-violeta, que por possuirem baixo poder de penetracdo possuem

aplicagéo limitada. Em relagdo as radiagdes ionizantes esta afirmacdo néo é veridica,
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uma vez que estas possuem um alto poder penetrante, mas com o inconveniente de
exigir que seus locais de trabalho sejam revestidos com paredes de concreto de, no
minimo, 2,5m de espessura e revestidos com chumbo e vidro. Os raios gama s&o 0s
. o0 cen .z . . 60 137 182
mais utilizados, geralmente emitidos por isétopos radioativos ~"Co, Ce e '""“Ta. As
aplicagbes para este tipo de processo sao variadas, podendo-se destacar vitaminas,
antibidticos, havendo a necessidade de se verificar possiveis incompatibilidades e
criterioso estudo de estabilidade com inclusdo de estudo toxicolégico, pois podem

ocorrer degradagdes de estruturas em diversas moléculas® .

A aplicagdo de agentes quimicos para a obtengéo de um SAL condizente com a
finalidade que equipamentos e materiais se destinam, vem sendo amplamente
explorada, dada a possibilidade de sua utilizaggo em materiais que nao sao
termicamente estaveis. Neste caso, o perdxido de hidrogénio sob a forma gasosa, vem
conquistando posi¢&o de destaque devido a seu baixo custo, facilidade de eliminagéo e
por possuir como produtos de degradagdo agua e oxigénio e por propiciar a
esterilizagdo da superficie interna de equipamentos e superficie externa de materiais. E
valido lembrar que materiais termolabeis poderiam também ser tratados com 6xido de
etileno, mas devido a sua séria toxicidade'®, pois possui como produto de
decomposig¢éo substancias carcinogénicas, o desenvolvimento de gases esterilizantes

mais seguros tem sido uma busca freqtiente.
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Deve-se ainda ressaltar que o processo de esterilizagdo por filtragdo tambem se
constitui em uma alternativa para os processos esterilizantes, que n&o envolve a
cinética de morte microbiana, consistindo-se em um processo de remo¢&o mecanica de
microrganismos presentes em liquidos, mormente em termolabeis. Este método utiliza
membranas de poro de dimensdes da ordem de 0,22 a 0,45 micrOmetros, geralmente
constituidos por materiais poliméricos, como ésteres de celulose. Os materiais
utilizados neste processo devem ser previamente esterilizados para garantir a
confiabilidade do processo. Adicionalimente, s&o recomendados testes para a
verificagdo da integridade da membrana, bem como o desafio do poder de retencao

microbiana, utilizando-se Pseudomonas diminuta %2,
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2.4. Mecanismo de morte dos esporos de Bacillus quando do tratamento por

peréxido de hidrogénio®®

Geralmente os esporos das espéecies de Bacillus sdo mais resistentes que suas
células vegetativas frente a uma variedade de tratamentos, incluindo o calor, press&o,
radiagdo e varios agentes quimicos. Entre as substancias quimicas as quais 0s esporos
apresentam uma resisténcia elevada estdo 0s agentes oxidantes em particular o
perdxido de hidrogénio. A resisténcia do esporo estd associada a varios fatores dentre
0s quais as camadas protéicas, a baixa quantidade de agua no cértex do esporo,
provavelmente a relativa impermeabilidade da membrana mais interna do esporo e a
saturagcdo do DNA do esporo com o grupo de proteinas de ligacdo de DNA com
terminagao tipo alfa, beta, proteinas dos esporos soluveis em acido que bloqueia a
danificagao do DNA causado pelo peroxido de hidrogénio. O mecanismo de agao do
peroxido de hidrogénio estéd associado a inativagdo de algumas enzimas, porém,

segundo Palop et al. 1996, este fato n&o é o determinante para a morte do esporo.

H& indicios de que quando esporos de Bacillus subtilis sdo eliminados pelo
peroxido de hidrogénio, os esporos mantém sua permeabilidade o que previne o
extravasamento do conteudo do cértex, em particular o acido dipicolinico (ADP). Esta
permeabilidade € mantida mesmo com uma exposi¢do maior dos esporos tratados com

0 peroxido de hidrogénio ao estresse de tratamento com calor. Uma vez que o maior
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fator determinante da permeabilidade do esporo é a integridade de sua membrana
mais interna, a agdo do peroxido de hidrogénio parece néo danificar significantemente
sua estrutura. As membranas do esporo possuem pouca quantidade de acidos graxos
polissaturados, normalmente o alvo de agdo dos agentes oxidantes, como o peroxido
de hidrogénio. Deste modo, a morte do esporo tratado com perdxido de hidrogénio
difere da observada quando da utilizagdo de outros agentes, como o peroxinitrito, que
aparentam causar uma alteracdo nas propriedades da permeabilidade da membrana

mais interna do esporo.

A maior parte dos esporos tratados e eliminados com perdxido de hidrogénio ainda
podem germinar normalmente, liberando ADP e aparentemente degradando o cortex do
esporo. Assim, a morte do esporo ocasionada pela agao do peroxido de hidrogénio ndo
inativa a agao de proteinas, incluindo os receptores germinantes e as enzimas liticas do

cortex.

Embora os esporos mortos pela agdo do perdxido de hidrogénio possam iniciar o
processo de germinagdo normalmente, os esporos germinados aparentam ter defeitos
metabolicos maiores como normalmente a maioria de componentes de alta energia ndo
séo acumulados. Este fato pode estar associado a um nuimero de enzimas chaves do
metabolismo que foram inativadas apos a agdo do peroxido. Deste modo, a morte do
esporo ocasionada pela agdo de perdxido de hidrogénio é acompanhada pela

inativagéo enzimatica e a inativagdo de pelo menos uma enzima do esporo, a glicose-6-
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fosfato desidrogenase. Contudo, outras enzimas metabdlicas, em particular varias
enzimas glicoliticas, sdo mais resistentes a inativagdo pelo peréxido de hidrogénio
dentro dos esporos intactos. Outra explicacdo plausivel para a falta de metabolismo em
esporo germinados (apds tratamento com perdxido de hidrogénio) € a baixa quantidade
de agua do cortex que nado € suficiente para a agdo enzimatica. Este € o caso dos
esporos germinados nos quais a degradagéo do cértex é bloqueada devido a falta de
enzimas liticas ou a presenga de um cortex que nao seja um substrato para as enzimas
liticas. Uma quantidade menor de agua no cortex nos esporos germinados apos o
tratamento com perdxido de hidrogénio é também consistente com o decréscimo na
densidade do coértex umido o que sugere que 0s esporos n3o se expandem

adequadamente durante o processo de germinagao.
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2.5. Processo esterilizante pela utilizagao de peroxido de hidrogénio*

O processo de esterilizagdo das superficies internas dos isoladores e as
superficies externas de materiais encontrados no interior dos mesmos € feita através da
aplicacdo de gas de perdxido de hidrogénio, obtido a partir da vaporizagéo deste agente
na forma liquida, na proporgéo de 35%. O equipamento responsavel pela converséo da

forma liquida para a gasosa é denominado Gerador de Peroxido de Hidrogénio.

O Gerador de Peroxido de Hidrogénio é um equipamento independente que
forma um ciclo fechado com o isolador a ser esterilizado. Utiliza ar filtrado, através de
Filtros HEPA, como um transportador do gas de peroxido de hidrogénio. O processo de
esterilizagdo ocorre proximo a pressao atmosférica, mas a pressdo é frequentemente
maior (positiva) em relagéo a area adjacente aos isoladores, quando da aplicagdo para
operagOes assépticas. A natureza oxidativa do peroxido de hidrogénio é a responsavel

pelo mecanismo de letalidade.

O gas de peroxido de hidrogénio é continuamente injetado durante um periodo

pré-determinado, apropriado para garantir a esterilizagdo. Apds sua saida do isolador, o

- perdxido € convertido cataliticamente a vapor de agua e oxigénio. O vapor de agua é

armazenado no sistema de secagem do Gerador (sistema dessecante bi-molecular).
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O processo de esterilizagdo consiste de quatro fases: desumidificagdo,

condicionamento, esterilizagao e aeracéo.

a)

b)

Fase de Desumidificagdo: o ar seco e filtrado por filtros HEPA ¢é circulado para o
interior dos isoladores com o intuito de reduzir a umidade a niveis pré-
determinados (geralmente 20% de umidade relativa a 25 °C). Isto permite que a
concentracdo necessaria de peroxido de hidrogénio seja mantida nos niveis de
saturacdo, ou abaixo durante as fases de condicionamento e esterilizagdo. O
tempo para se atingir a umidade desejada varia de acordo com © volume do
isolador. Durante esta fase também ocorre o aquecimento da temperatura das
superficies internas do isolador, permitindo a obtencdo de uma maior

concentragao de perdxido de hidrogénio.

Fase de Condicionamento: ar seco e filtrado através de filtro HEPA continua a
ser utilizado enquanto gas de peroxido de hidrogénio ¢ injetado juntamente a
este. A velocidade de injegc&o é controlavel podendo variar de 2 a 10 gramas por
minuto. A fase de condicionamento permite atingir a concentragdo desejada
para o processo de esterilizagdo mais rapidamente, sendo que o tempo de
condicionamento € afetado pela velocidade de injecao de perdxido de hidrogénio

e pelo volume do isolador.
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c) Fase de Esterilizagdo — um fluxo constante da mistura de gas perdxido de
hidrogénio e ar filtrado por filtro HEPA é mantido a uma velocidade de injeg¢ao

pré-estabelecida.

d) Fase de Aeragdo — a injegao do gas de peroxido de hidrogénio € interrompida e a
recirculagdo de ar seco filtrado iniciada, com a finalidade de se reduzir a

concentracao de gas de perdxido de hidrogénio no interior dos isoladores.



Figura 3 — Exemplo do equipamento utilizado para a conversdo do perdxido de

hidrogénio da forma liquida para gas. Marca Steris, modelo VHP 1000
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2.6. Particularidades da utilizagdo do processo de esterilizagdo por peréxido de

hidrogénio em isoladores

A necessidade da comprovagao pratica da eficiéncia do ciclo de esterilizag&o por
perdxido de hidrogénio requer a execugdo de desafios com indicador biolégico. O mais
indicado para tal finalidade € o Bacillus stearothermophilus, na concentragao de 10°
UFC por unidade. Entretanto, a condugao de estudos adicionais para a comprovacao
de que este monitor biologico € o mais indicado, certificando-se que o material utilizado
como suporte € compativel quimicamente com a agente esterilizante, e em paralelo a
comprovagao que microrganismo em teste possui resisténcia superior quando
comparado aos microrganismos da microbiota da area na qual o isolador se encontra
instalado, fornece dados que suportam cientificamente a aquisicdo de monitores

bioldgicos preparados por institui¢des terceirizadas.

A execugdo de testes com os diversos materiais normalmente presentes no
interior dos isoladores, e que portanto estdo susceptiveis a acdo do peréxido de
hidrogénio, permite também a avaliagéo da compatibilidade deste materiais quando da

exposicdo ao agente esterilizante.
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3. OBJETIVO

Assegurar que o emprego do indicador biologico comercial Bacillus
stearothermophilus, ATCC12980, em suporte de ago inoxidavel, utilizado para a
certificagdo do processo de esterilizag&o de superficies internas de isoladores e externa
de materiais neles presente, quando do uso de perdxido de hidrogénio como agente
esterilizante, & seguramente o mais indicado para tal finalidade por apresentar
resisténcia microbiolégica superior aos microrganismos usualmente encontrados na

microbiota da area produtiva.
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4. MATERIAL E METODO

4.1 Material

Foi objeto deste estudo a utilizagdo de perdxido de hidrogénio sob a forma
gasosa, obtido a partir da vaporizagdo deste material liquido, fornecido sob a marca
AMSCO, em recipientes plasticos de um (1) litro, na propor¢ao de 35%. A conversao
da forma fisica liquida para gasosa deu-se através da utilizagdo do equipamento
gerador de vapor de peroxido de hidrogénio também da Amsco/Steris, comercialmente

denominado VHP ou VHP1000.

Para viabilizar os estudos de letalidade, foi executado numa primeira instancia, a
caracterizagéo dos microrganismos mais incidentes e representativos da area produtiva,
denominada Cristalizacdo Estéril, na qual os isoladores se encontram fisicamente.
Paralelamente foram selecionados os tipos de materiais presentes nas superficies que
seriam tratadas pelo agente esterilizante perdxido de hidrogénio, que possivelmente

serviriam como suportes.
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4.2 Metodo

4.2.1 Determinagdo dos microrganismos representativos da microbiota da area

produtiva

Logo apés a conclusdo das etapas de edificagdo da area de Cristalizagéo
Estéril, na qual os isoladores foram instalados, iniciou-se a coleta de dados, tomando-
se por base o Programa de Monitoramento Ambiental, o qual foi estipulado de acordo
com as instrucdes do Federal Standard 209E* em fase at rest, com posterior
amostragem nas condi¢gdes as built, at rest e em operagdo ou dymanic, em
conformidade com as recomendagdes do Institute of Environmental Sciences and

Technology — Contamination Control Division.

Durante a fase as built, as amostragens foram executadas apés a realizagao
dos procedimentos de limpeza, que tem como objetivo nesta etapa a remogao fisica de
eventuais sujeiras, mediante a utilizagdo de detergentes e acessérios adequados.
Porém, deve-se considerar que esta pratica de limpeza poderia ser alterada, uma vez
que os equipamentos ainda estavam por ser instalados, e que poderiam contribuir com
contaminagdo. Adicionalmente, as etapas de qualificagdo de instalagdo e operagdo do

sistema de ar condicionado deveriam ainda ser processadas.
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Na fase at rest, as amostragens sucederam-se durante a qualificagdo da
area, considerando-se os procedimentos de limpeza, assepsia, vestimenta, dentre
outros.

A caracterizacéao e quantificagdo das particulas viaveis, exige a utilizagéo de
meios de cultura seguida de incubagdo a temperatura de 20-25°C por 2 dias, com
subsequente transferéncia para a temperatura de 30-35°C por 3 dias, totalizando S
dias. O meio de cuitura utilizado para este fim, foi o Agar Caseina Soja (Difco) acrescido
de 0,1% de Lecitina de Soja e 0,7% de polissorbato 80 com a finalidade de inativar
possiveis residuos de sanitizantes, e 10 mL de penicilinase, para cada litro de meio

preparado para a inativagdo de possiveis residuos de antibioticos cefalosporinicos.

A preparagéo do meio deu-se de acordo com as instrugbes do fabricante,
sendo: para cada 1 litro de meio a ser preparado, foram pesados 40 g de pd, 1 g de
lecitina de soja e 7 g de polissorbato 80, que foram transferidos para um bal&o de fundo
chato, com capacidade de pelo menos 2 litros, para possibilitar a agitagdo. Os
ingredientes, exceto a penicilinase, foram solubilizados em 1 litro de agua para injegao
a temperatura de aproximadamente 50°C e foram fervidos até a completa dissolugédo.
Na sequéncia, os balbes foram transferidos para a autoclave do laboratério
microbiolégico, cujo ciclo de esterilizacdo fora previamente validado, a fim de serem
submetidos ao processo de autoclavagado. Apds a finalizagdo desta etapa, os baldes
com tampas foram encaminhados ao fluxo laminar, resfriados, e nestes foi adicionado 1

mL da penicilinase, previamente certificada em relagcdo a sua atividade, mediante a
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utilizacdo de seringa, agulha e filtro Milex® estéreis. Posteriormente, distribui-se em
placas de Petri estéreis vazias, por¢des do meio de cultura ainda liquefeito sob fluxo
laminar, as quais apds solidificagdo, foram invertidas e incubadas a temperatura de 20-
25°C por 2 dias e posteriormente a 30-35°C por mais 3 dias (total 5 dias), com o intuito
de se certificar a utilizagdo de placas néo contaminadas durante o estudo. Em paralelo,
processou-se a verificagdo da viabilidade do meio de cultura, pela inoculagéo em
duplicata de 1mL de suspensdo dos microrganismos Staphylococcus aureus ATCC
6538, Bacillus subtillis ATCC 6633, Candida albicans ATCC 10231, Aspergiflus niger
ATCC 16404, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, na concentragado de 10 a 100
UFC/mL, processando a incubagdo a temperatura de 20-25°C por até 7 dias, e a 30-
35°C por até 3 dias, sendo o critério de aceitagdo, observagéo do crescimento entre 10-

100 UFC por placa.

Processou-se avaliagdo de particulas viaveis por amostragem ativa e passiva
de ar e superficies de equipamentos e piso. A amostragem de ar ativa deu-se pela
sucgéo de ar, pela utilizagdo de equipamento destinado para este fim. A amostragem de
ar passivo processou-se atraves da utilizagdo de exposigdo de placas de Petri contendo
meio de cultura, por um periodo de 4 horas, através da sedimentagdo gravitacional,
tendo por finalidade a avaliagédo qualitativa. J& as de superficies, ocorreram nos

equipamentos e pisos contidos na area produtiva.
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4.2.1.1 Amostragem passiva de ar para particulas viaveis

Foram expostas placas de exposigdo no ambiente adjacente aos
isoladores, contendo como meio nutritivo Agar Caseina Soja por um periodo de 4 horas,
seguida de incubagdo a temperatura de 20-25°C por 2 dias, com subseqlente

transferéncia para a temperatura de 30-35°C por 3 dias, totalizando 5 dias.

4.2.1.2 Amostragem ativa de ar para particulas viaveis

Utilizou-se o equipamento da marca PBIl, modelo SAS Super 90,

programando a amostragem de ar para 500 litros na area Classe B ou 10.000, que

circunda os isoladores.

4.2.1.3 Amostragem de superficie para particulas vidveis

Executou-se a amostragem das superficies dos equipamentos,
inclusive dos isoladores e piso, mediante a utilizagéo de placas de contato Rodac® que

foram submetidas as mesmas condigbes de incubagao descritas no item 4.2.1.1.
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4.2.3 Determinagdo do carreador/suporte mais adequado para a veiculagdo do

indicador bioldgico

Este estudo tem como finalidade avaliar a capacidade microbiocida do gas de
peréxido de hidrogénio em diversos materiais rotineiramente utilizados na area
produtiva e que sdo passiveis de esterilizagdo por este agente. Também determinar a
natureza de material indicado para servir como suporte do microrganismo/indicador

bioldgico a ser utilizado nos testes de desafio.

4.2.3.1 Procedimento

a) Preparou-se cerca de 400 tubos de ensaio contendo 10 mL do meio caldo
Caseina Soja, de acordo com as instrugdes preconizadas pelo fabricante Difco:
para cada 1 litro de meio a ser preparado, dissolveu-se 30 g do meio liofilizado
em &gua para inje¢do, em baldo de fundo chato. Promoveu-se a agitagdo do
balao até que foi observada a dissolugdo completa. Posteriormente, transferiu-se
10 mL do meio preparado para tubos de ensaio com tampa rosqueavel, que
foram postos em estantes de ago inoxidavel e foram submetidos ao processo de
autoclavagéo (processo validado para este fim). Apds o termino do ciclo da
autoclave, as estantes com os tubos foram submetidas a incubagdo a

temperatura de 20 a 25°C por 2 dias, com subsequente incubagio a temperatura
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de 30 a 35°C por 3 dias, a fim de garantir que unidades possiveimente nao

estéreis fossem descartadas antes de sua utilizagéo.

b) Preparou-se cupons de diversos materiais (30 cupons para cada tipo),
dimensbes 2x2 cm, que sdo os representativos dos materiais rotineiramente
utilizados na area produtiva e se encontram no interior dos isoladores, e portanto,
submetidos ao processo de esterilizagdo pelo perdxido de hidrogénio. A Tabela 2

abaixo apresenta os diversos materiais sua aplicabilidade.

Tabela 1 - Descricdo dos diversos tipos de materiais comumente encontrados no

interior dos isoladores e seu emprego.

tem Descri¢do - Emprego
Silicone Anel de silicone utilizado para vedacdo do
vidro/janela dos isoladores

Hypalon Material constituinte das luvas e mangas-luvas
dos isoladores

Vidro Material da janela dos isoladores

Clorapel-Kevlar-Cloropel  Material constituinte da escafandra (Half-Suit)

(CKC)

Teflon Anel para conexdes sanitarias

Polipropileno Material constituinte da RTP (Porta de
Transferéncia Rapida)

Aco Inoxidavel Material constituinte dos isoladores, material do
carreador do microrganismo teste —comercial

Latéx Luvas (alternativa)

Nylon Bolsa autoclavavél

PVC Half-Suit (escafandra), tubos flexiveis
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Saco de aluminio Saco utilizado para o0 acondicionamento de
materiais produzidos na area produtiva

Ap6s a confecgdo dos cupons, preparou-se uma solugéo de alcool isopropilico a
70% e permitiu-se o contato dos cupons com este agente esterilizante por uma
hora, sob fluxo laminar, com a finalidade de se reduzir a carga microbiana, para
posterior inoculagdo do microrganismo teste. Decorrido o tempo de contato,
retirou-se 0s cupons da solugdo e transferiu-se os mesmos para um tecido
estéril, depositado na bancada do fluxo laminar, com © intuito de permitir sua

secagem.

Sob‘ fluxo laminar, preparou-se a suspensao de Bacillus stearothermophilus na
concentragdo de 10° em 0,01mL através da diluigdo da suspensdo comercial do
fornecedor Apex Labs, com carga microbiana inicial de 2,0 x 107/0,01mL,
pipetando-se 1mL da suspensdo Apex para um tubo de ensaio contendo 9 mL de
agua para injecao previamente obtida por processo de autoclavacgéo,utilizando-

se pipeta calibrada.

Agitou-se o tubo de ensaio e fez-se diluigdes seriadas para a certificagdo da
concentragdo de 10 UFC/0,01 mL utilizadas no teste. Para tal, pipetou-se 1 mL
de cada diluigdo em placas de Petri estéreis e identificadas (em duplicata),
vertendo em seguida meio de cultura Agar Caseina Soja liquefeito. Processou-se

a homogeneizacdo e permitiu-se a solidificagdo do meio.
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As placas foram envolvidas por sacos plasticos, invertidas e submetidas a
incubacdo a temperatura de 55 a 60°C por 2 dias para posterior contagem. A
utilizagdo dos sacos plasticos se faz necessario para se evitar a perda excessiva

de umidade do meio de cultura e conseqiiente perda de sua capacidade nutritiva.

Para cada tipo de material, separou-se 24 cupons , sendo que:

- Em 20 cupons inoculou-se, sob fluxo laminar, 0,01 mL de Bacillus
stearothermophilus, na concentracdo de 10°UFC/0,01mL , utilizando-se é
diluicdo correspondente, e permitiu-se a completa secagem.

- Os 4 cupons restantes, foram identificados como controles positivos (2

cupons) e como controle negativo (2 cupons).

Em recipientes com tampa os cupons inoculados, bem como os controles
positivos e negativos, foram dispostos e na sequéncia foram tampados. Como
medida adicional, os recipientes foram vedados com Parafilm® Preparou-se um

recipiente para cada tipo de material.

Identificou-se tubos de ensaio contendo meio de cultura Caldo Caseina Soja,
para cada material por intervalo de tempo e para os controles negativos e

positivos, e estes foram dispostos em estantes de tubos de ensaio.



47

j) Colocou-se os recipientes e as estantes de tubos de ensaio no interior do
isolador e iniciou-se o ciclo de esterilizagao por peroxido de hidrogénio, atraves

da utilizacdo do Gerador de Perdxido de Hidrogénio, utilizando os parametros
descritos abaixo. No mesmo instante, o equipamento que mede a concentragao

de perodxido de hidrogénio presente no interior do isolador foi acionado.

Tabela 2 - Parédmetros do ciclo de VHP utilizado no teste de compatibilidade dos

materiais encontrados no interior dos isoladores frente a exposi¢do ao peroxido de

hidrogénio

Parémetros do Ciclo Valores Programados
Volume isolador (pé cubico) 20
Fluxo de Ar Fase Desumidificagdo (pé cubico/min) 18
Fluxo Ar Fase Condicionamento (pé cubico/min) 18
Fluxo Ar Fase Esterilizagcdo (pé cubico/min) 15
Fluxo Ar Fase Aeragéo (pé cubico/min) 18
Desumidificar até (mg/l) 46
Taxa de Inje¢ao Fase Condicionamento (g/min) 4.9
Taxa Injecao Fase de Esterilizagao (g/min) 2.8
Tempo de Desumidificagao (horas:min) 0:15
Tempo de Condicionamento (horas:min) 0:02
Tempo de Esterilizagao (horas:min)* 5:00
Tempo de Aerag¢do (horas:min) 1:00

*Este tempo foi programado a fim de permitir a condugio do estudo para todos os tipos de materiais.

k) Apds duas horas do inicio da fase de esterilizacdo (tempo conservador
necessario para permitir um equilibrio de concentragdo dentro do isolador),
retirou-se o Parafim® e a tampa de um dos recipientes, no tempo tido como zero.
Nos intervalos 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 8 minutos, removeu-se um par do cupom com o

respectivo microrganismo sob desafio, e com o auxilio de uma pinga, esterilizada
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apds cada uso por meio da utilizagdo do equipamento Bacticinerator®, instalado
temporariamente no interior do isolador para este fim, transferiu-se 1 cupom
para um (1) tubo de ensaio que continha o meio de cultura Caldo Caseina Soja,
de acordo a identificacado apropriada (0 mesmo procedimento foi aplicado para os
outros cupons). Fez-se o mesmo para 0s cupons relativos ao controle negativo e
controle positivo e repetiu-se esta operagdo até que todo os materiais fossem

testados.

Apds o término do ciclo programado pelo VHP, transferiu-se as estantes com os
tubos de ensaio para a incubadora a temperatura de 55 a 60°C, previamente
qualificada, durante o periodo de no minimo sete (7) dias. Nos tubos
identificados como controle positivo, inoculou-se de 10 a 100 UFC/1 mL da
suspensdo de Bacillus stearothermophilus, obtida previamente conforme descrito

no item d), sendo também incubados a temperatura e periodo acima citados.

m) Decorrido o tempo de sete (7) dias de incubagdo, observou-se os tubos de

ensaio contendo os cupons. Foram considerados resultados negativos, aqueles
nos quais os 2 tubos apresentavam-se isentos de contaminagdo sendo este o

tempo necessério para se eliminar 10° células de Bacillus stearothermophilus,

denominado “T”.
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n) Na seqliéncia, anotou-se o log da populagéo do indicador biolégico, baseando-se

na contagem inicial (chamado “L").

o) Calculou-se o valor D experimental, conforme férmula de Stumbo-Murphy-

Cochran®:

T /("L - LOG InN/q)
In = Natural Log,
N = nimero de unidades testadas

e g = nimero de unidades estéreis

p) Por ultimo, comparou-se o Valor D para os materiais em relagado ac ago

inoxidavel.

4.2.4 Determinagdo do microrganismo mais resistente a ser utilizado como indicador

biolégico

Este teste tem como finalidade a determinagdo do valor D dos isolados da
microbiota normal e do Bacillus stearothermophilus frente a sua exposi¢cdo a agédo
microbiocida do gas de peroxido de hidrogénio e a determinagdo do microrganismo

mais resistente a agdo deste agente.
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4.2.4 .1 Procedimento

a) Preparou-se suspensdes de células dos organismos da microbiota normal de

10* de células viaveis/1 mL utilizando a seguinte técnica:

a.1

az2

a.3

Fez-se estrias com os microrganismos isolados da microbiota normal
em placas de Petri contendo meio de cultivo Agar Caseina Soja.
Incubou-se as placas invertidas em temperatura apropriada sendo 20 a

25°C para fungos e leveduras e 30 a 35°C por no minimo de 2 dias.

Usando uma alc¢a estéril, ou equivalente, removeram-se as colénias dos
isolados e transferiu-se as mesmas para um tubo de ensaio contendo

solugéo tampao fosfato.

Com auxilio de um Vodrtex, agitou-se cada tubo e na sequéncia, e
realizou-se diluicdes decimais seriadas para determinar qual

tubo/diluicao continha a concentracdo de 10* células vidveis/1 mL.

Sob fluxo laminar, preparou-se suspensdes de Bacillus stearothermophilus na

concentragdo de 10° UFC em 0,01mL através da diluicdo da suspens3o

comercial do fornecedor Apex Labs, na concentragcdo inicial de 2,0 x

107/0,01mL, pipetando-se 1mL da suspensdo Apex para um tubo de ensaio
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contendo 9 mL de agua para inje¢cdo previamente obtida por processo de

autoclavagao, utilizando-se pipeta calibrada.

Agitou-se o tubo de ensaio e fez-se diluigbes seriadas para a certificaggo da
concentracdo de 102 UFC/0,01 mL utilizadas no teste. Para tal, pipetou-se 1
mL de cada diluigdo em placas de Petri estéreis e identificadas (em

duplicata), vertendo em seguida meio de cultura Agar Caseina Soja liquefeito.

Processou-se a homogeneizagdo e permitiu-se a solidificacdo do meio. As
placas foram envolvidas por sacos plasticos, foram invertidas e submetidas a
incubagao a temperatura de 55 a 60°C por 2 dias para posterior contagem.
Armazenou-se os tubos com as suspensdes sob refrigeragao até o momento

do uso.

Sob fluxo laminar, inoculou-se 0,01mL da suspensao de a 102 UFC/0,01mL
de cada microrganismo em cupons de aco inoxidavel, previamente
esterilizados por tratamento de calor seco a 250°C por 2 horas, utilizando
uma micropipeta calibrada. Colocou-se os cupons inoculados e 4 cupons nao
inoculados em um recipiente com tampa, fechando-o e vedando-o com
Parafiim®. Usou-se um recipiente para cada microrganismo em teste. Dois
dos 4 cupons nao inoculados foram utilizados como controles negativos e os

dois remanescentes foram usados como controles positivos, com o intuito de
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se certificar que o cupom de acgo inoxidavel ndo inibia o crescimento
microbiano. Colocou-se os recipientes dentro do isolador e processou-se 0

ciclo de esterilizagdo por perdxido de hidrogénio adequado.

Colocou-se tubos contendo meio de cultura Caldo Caseina Soja identificados
pelo microrganismo em teste e intervalo de tempo, bem como controles
positivos e negativos, dentro do isolador para terem suas superficies externas
esterilizadas. Estes tubos foram utilizados para a inoculagdo do indicador

biolégico em teste e controles positivos e negativos .

Executou-se o ciclo de esterilizagdo com os parametros descritos na tabela 2
e no mesmo instante, o equipamento que mede a concentragdo de peroxido

de hidrogénio presente no interior do isolador foi acionado.

Apds 2 horas do inicio da fase de esterilizagdo, removeu-se o Parafim® e a
tampa do recipiente (este é considerado o tempo zero). Nos intervalos de 0O,
2, 4,6, 8,10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 e 24 minutos, , com o auxilio da luva do
isolador, transferindo-o para um tubo de ensaio cada, que continha o meio de
cultura Caldo Caseina Soja, de acordo a identificagdo apropriada. Repetiu-se

esta operagao até que todo os materiais fossem testados.
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Apds a conclusdo deste procedimento para todos os microrganismos por
intervalo de tempo e término do ciclo de esterilizagéo, transferiu-se 2 cupons
para 2 tubos distintos contendo Caldo Caseina Soja identificados como
“Controle Negativo” e os 2 cupons restantes para 2 tubos distintos contendo

Caldo Caseina Soja identificados como “Controle Positivo” .

Repetiu-se os passos “e” a “f’ para todos os microrganismos.

Quando do término do ciclo de esterilizagdo, removeu-se as estantes

contendo os tubos de ensaio e incubou-se as mesmas nas temperaturas

indicadas na tabela 3 abaixo, durante o periodo de sete dias.
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Tabela 3 — Condigbes de incubagdo dos microrganismos veiculados em suporte de

aco inoxidavel (isolados da microbiota)

Microrganismo Temperatura de

Incubacgao
Bacillus sp 30a35°C
Micrococcus luteus 30a35°C
Corynebacterium 20a25°C
Staphylococcus sp 30a35°C
Penicillium 20a25°C
Bacillus stearothermophilus 50 a 65°C

j. Nos tubos identificados como “Controle Positivo” , inoculou-se de 10 a 100
UFC/mL, para cada organismo em teste (microbiota normal ou Bacillus
stearothermophilus), em dois tubos distintos identificados como “controle
positivo” e incubou-se 0s mesmos as temperaturas apropriadas (20 a 25, 30 a

35, 50 a 55°C), por no maximo sete dias.

k. Apbs 7 dias de incubagdo, observou-se os tubos que continham os cupons.
Anotou-se em qual intervalo os 2 tubos permaneceram sem crescimento
microbiano (tempo necesséario para reduzir aproximadamente 10? células

viaveis ( “T").

l.  Na sequéncia, anotou-se o log da populagdo do indicador bioldgico, baseando-

se na contagem inicial (“L”).
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m. Calculou-se o valor D experimental, conforme férmula de Stumbo-Murphy-

Cochran®:

T/("L” - LOG InN/q)
In = Natural Log,
N = nimero de unidades testadas

e q = numero de unidades estéreis
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5. RESULTADO E DISCUSSAO

O emprego de isoladores na industria farmacéutica para a realizagdo de teste de
esterilidade, bem como para a utilizagdo no processo de manufatura de medicamentos,
vem ganhando uma maior participagdo nas ultimas décadas, devido a minimizagao da
interferéncia humana e possibilidade de se ter um ambiente estéril. Tais equipamentos,
que tem a propriedade de isolar o ambiente de trabalho de possiveis interferéncias do
operador, podem ser submetidos a tratamento de agentes esterilizantes, cujo SAL & de

10, diferentemente do esperado para processos assépticos, cujo SAL é de 10° %,

Devido a caracteristicas particulares do peroxido de hidrogénio, tais como facil
remocao apos sua aplicagdo sob a forma de vapor (por apresentar como produtos de
degradagéo agua e oxigénio), grande compatibilidade com a maioria dos materiais
comumente utilizados em areas produtivas, bem como seu custo relativamente baixo, é
o agente preferencialmente escolhido para o tratamento do interior de isoladores e

materiais neles contidos.

Entretanto, para se assegurar que o tratamento com o peroxido de hidrogénio
nos isoladores n&o acarretaria problemas de incompatibilidade entre este agente e os
materiais de constituicdo deste equipamento, propds-se o estudo de determinagéo do
Valor D do Bacillus stearothermophilus veiculados em diferentes materiais contidos no

interior dos isoladores, frente ao ago inoxidavel, material este comumente utilizado
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como suporte para obtengdo de indicador biolégicos e principal material constituinte
deste equipamento. Deste modo, suportes destes materiais foram preparados, tendo

como inéculo o microrganismo Bacillus stearothermophilus.
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5.1 Estudo dos microrganismos mais incidentes na Area Produtiva

Para propiciar a avaliagdo dos tipos de microrganismo presentes na Area
Produtiva, preparou-se a Tabela 4 (sem discriminagcdo de classe) e Figura 4 (com

discriminagao de classe).

Os calculos de porcentagem presentes na Tabela 4 foram executados m fungéo
do total de pontos em que foi observado algum microorganismo, enquanto que as
porcentagens da Figura 4 foram determinadas baseando-se no total de pontos

inspecionados para cada classe.

Os microrganismos mais incidentes foram: Bacillus sp, Micrococcus luteus,

Corynebacterium, Staphylococcus sp, Penicillium sp.

Tabela 4 - Microrganismos presentes nos pontos estudados por ordem de

importancia
Microrganismo %
Bacillus sp 26,91
Staphylococcus sp 19,42
Corynebacterium 13.37

Micrococcus luteus 3,16
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Nota: inclui-se o Penicillium sp no estudo de comparacao do Valor D para se ter um

representante de fungo.

Micrococcus |
luteus

Corynebacterium !

Staphylococcus =
sp

Bacillus sp [

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%

Porcentagem

o1 00.000"
&10.000 ‘
| =100

Figura 4 - Microrganismos encontrados em salas classe 100, 10.000 e 100.000
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5.2. Determinagao do carreador/suporte mais adequado para a veiculagdo do indicador

biolégico

a) Monitoramento da concentragdo de VHP durante o ciclo

Tabela 5 - Concentracdo de VHP medida durante o ciclo de esterilizagdo para a
determinacdo do suporte mais adequado para a veiculagdo do indicador biolégico
com a utilizagdo de perdxido de hidrogénio e Bacillus stearothermophilus na

concentracdo de 10° UFC/0,01ml (corrida 1)

Tempo (horas ap6s inicio Concentracio de VHP medido pelo
Fase Esterilizagao) Draeger Polytron (ppm)

0 30

1 1465

2" 1655

3 1710

4 1700

5 1620

* Inicio do experimento
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Tabela 6 - Concentragdo de VHP medida durante o ciclo de esterilizagdo para a
determinacdo do suporte mais adequado para a veiculagdo do indicador bioldgico
com a utilizagdo de perdxido de hidrogénio e Bacillus stearothermophilus na

concentracéo de 10?2 UFC/0,01ml (corrida 2)

Tempo (horas apds inicio Concentra¢ao de VHP medido pelo Draeger

Fase Esterilizagao) Polytron (ppm)
0 20
1 1465
2* 1670
3 1705
4 1660
5 1605

* Inicio do experimento



62

Tabela 7 - Concentragdo de VHP medida durante o ciclo de esterilizagdo para a
determinacdo do suporte mais adequado para a veiculagdo do indicador biolégico
com a utilizagdo de perdxido de hidrogénio e Bacillus stearothermophilus na

concentragéo de 10° UFC/0,01ml (corrida 3)

Tempo (horas apés inicio Concentracdo de VHP medido pelo Draeger

Fase Esterilizagao) Polytron (ppm)
0 20
1 1465
2* 1660
1700
1680
1615

* Inicio do experimento

Nota: a corrida 3 foi executada para se confirmar os dados da corrida 2 para o material

silicone.
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b) NUmero de colérias presentes na suspensao de Bacillus stearothermophilus utilizada

nos experimentos

Tabela 8: Concentragdo da suspensdo de Bacillus stearothermophilus utilizado na
determinagdo do suporte mais adequado para a veiculagdo do indicador bioldgico

com utilizagdo de peroxido de hidrogénio.

Corrida Concentragao
em UFC/0,01mL

1 1,2 x 10°

2 560

3 490

Nota:

Quando da inoculagdo de 10° de B. stearothermophilus em materiais elastoméricos e
poliméricos, uma pequena gota é formada devido a natureza hidrofébica dos materiais, como
também fora observado por Inoe* em seu experimento. Esta gota ou pequena aglomeragao
resulta em uma formacgéo tedrica de varias camadas de esporos que dificultam a agdo do
peroxido de hidrogénio impactando o estudo de Valor D, ndo possibilitando a obtengao de
dados acurados. Uma vez que esta aglomeragdo nao pode ser evitada na maioria dos
materiais, um inéculo com menor concentragao foi utilizado para minimizar a formagao de varias
camadas de células. Isto ndo impacta o objetivo principal deste estudo, uma vez que para todos

os materiais o inoculo sera constante.
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c) Determinagao do valor D dos materiais

Valor D experimental “T”/(“L” - LOG InN/q)

Corrida 1

a) PVC

Tempo “T”: >8 min
“L”log 1,2 x 10° = 6,08

Valor D experimental: 8/(6,08 — LOG In2/0) = 8/(6,08 — (-0,16)) = 8/ 6,24= >1,28

b) Ago inoxidavel

Tempo “T”: >8 min
“L”:log 1,2 x 10°=6,08

Valor D experimental: 8/(6,08 — LOG In2/0) = 8/(6,08 — (-0,16)) = 8/6,24= >1,28

c) CKC

Tempo “T": 6 min
“L”:log 1,2 x 10° = 6,08

Valor D experimental: 6/(6,08 — LOG In2/0) = 6/(6,08 — (-0,16)) = 6 / 6,24= 0,96

d) Teflon

Tempo “T”: 1 min
“L”:log 1,2 x 10° = 6,08

Valor D experimental: 1/(6,08 — LOG In2/0) = 1/(6,08 - (-0,16)) = 1/ 6,24= 0,16




e) Polipropileno
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Tempo “T": 8 min
“L”:log 1,2 x 10° = 6,08

Valor D experimental: 8/(6,08 — LOG In2/0) = 8/(6,08 — (-0,16)) = 8/6,24= 1,28

f) Latex

Tempo “T": >8 min
“L”:log 1,2 x 10° = 6,08

Valor D experimental: 8/(6,08 — LOG In2/0) = 8/(6,08 — (-0,16)) = 8 /6,24= >1,28

g) Silicone

Tempo “T”: >8 min
“L":log 1,2 x 10° = 6,08

Valor D experimental: 8/(6,08 — LOG In2/0) = 8/(6,08 — (-0,16)) = 8/6,24= >1,28

h) Hypalon

Tempo “T”: >8 min
“L”:log 1,2 x 10° = 6,08

Valor D experimental: 8/(6,08 — LOG In2/0) = 8/(6,08 — (-0,16)) = 8/ 6,24= >1 28

i) Vidro

Tempo “T”: >8 min
“L":log 1,2 x 10° = 6,08

Valor D experimental: 8/(6,08 — LOG In2/0) = 8/(6,08 — (-0,16)) = 8 / 6,24= >1,28
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i) Nylon

Tempo “T”: >8 min
“L”:log 1,2 x 10° = 6,08

Valor D experimental: 8/(6,08 — LOG In2/0) = 8/(6,08 — (-0,16)) = 8/ 6,24= >1,28

k) Saco de Aluminio

Tempo “T”. >8 min
“L":log 1,2 x 10° = 6,08

Valor D experimental: 8/(6,08 — LOG In2/0) = 8/(6,08 — (-0,16)) = 8/ 6,24= >1,28

Corrida 2

a) PVC

Tempo “T": 0,17 min
“L":log 560 = 2,75

Valor D experimental: 0,17/(2,75 — LOG In2/0) = 0,17/(2,75 - (-0,16)) = 0,17 / 2,91= 0,06

b) A¢o inoxidavel

Tempo “T”: 0,17 min
“L"log 560 = 2,75

Valor D experimental: 0,17/(2,75 - LOG In2/0) = 0,17/(2,75 - (-0,16)) = 0,17 / 2,91= 0,06
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c) CKC

Tempo “T": 0,17 min
“L":log 560 = 2,75

Valor D experimental: 0,17/(2,75 - LOG In2/0) = 0,17/(2,75 - (-0,16)) = 0,17/ 2,91= 0,06

d) Teflon

Tempo “T": 0,17 min
“L":log 560 = 2,75

Valor D experimental: 0,17/(2,75 — LOG In2/0) = 0,17/(2,75 — (-0,16)) = 0,17 / 2,91= 0,06

e) Polipropileno

Tempo “T": 0,17 min
“L”:log 560 = 2,75

Valor D experimental: 0,17/(2,75 ~ LOG In2/0) = 0,17/(2,75 — (-0,16)) = 0,47 / 2,91= 0,06

f) Latex

Tempo “T”: 0,17 min
“L":log 560 = 2,75

Valor D experimental: 0,17/(2,75 - LOG In2/0) = 0,17/(2,75 - (-0,16)) = 0,17 / 2,91= 0,06
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g) Silicone

Tempo “T": 2 min
“L"log 560 = 2,75

Valor D experimental: 2/(2,75 — LOG In2/0) = 2/(2,75 - (-0,16)) =2/ 2,91= 0,69

h) Hypalon

Tempo “T": 0,17 min
“L”:log 560 = 2,75

Valor D experimental: 0,17/(2,75 - LOG In2/0) = 0,17/(2,75 - (-0,16)) = 0,17 / 2,91= 0,06

i) Vidro

Tempo “T". 0,17 min
“L”:log 560 = 2,75

Valor D experimental: 0,17/(2,75 - LOG In2/0) = 0,17/(2,75 - (-0,16)) = 0,17 / 2,91= 0,06

j) Nylon

Tempo “T": >8 min
“L":log 560 = 2,75

Valor D experimental: 8/(2,75 — LOG In2/0) = 8/(2,75 — (-0,16)) = 8/ 2,91= >2,75

k) Saco de Aluminio

Tempo “T”: 0,17 min
“L™log 560 = 2,75

Valor D experimental: 0,17/(2,75 — LOG In2/0) = 0,17/(2,75 - (-0,16)) = 0,17 / 2,91= 0,06




Corrida 3

a) Silicone
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Tempo “T": 0,17 min

‘L":log 490 =1,60

Valor D experimental: 0,17/(1,60 — LOG In2/0) = 0,17/(1,60 — (-0,16)) = 0,17 / 1,76= 0,10

Tabela 9: Letalidade do Bacillus stearothermophilus na concentracdo de 10°

UFC/0,01mL veiculados em suportes de diversas naturezas presentes no interior de

isoladores apds a exposi¢ao a tempos crescentes de perdxido de hidrogénio. (Corrida 1)

Tempo em minutos necessario Controle Controle
para eliminagao do B. negativo positivo
stearothermophilus

Réplicas 1 2 1 2 1 2

PVC >8 >8 + - + +

Aco inoxidavel 8 8 + + + +

CKC 6 6 - - - -

Teflon 2 2 - - + +
3

;’_,. Polipropileno 8 8 - - + +

g Latex >8 >8 + + + +
(2]
‘®

5 Silicone >8 >8 + + + +
T

= Hypalon >8 >8 - - + +

Vidro >8 8 + - + +

Nylon >8 >8 + + + +

Saco de aluminio >8 8 - - + +
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Nota:
a) A sigla CP significa “Controle Positivo”. O simbolo “+" corresponde ao resultado positivo, isto é,
quando se observa crescimento microbiano apos sete dias de incubacao.
b) A sigla CN significa “Controle Negativo™. O simbolo “-” corresponde ao resultado negativo, isto €,

ndo se observa crescimento microbiano apos sete dias de incubagao.
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Tabela 10: Letalidade do Bacillus stearothermophilus na concentragdo de 107
UFC/0,01mL veiculados em suportes de diversas naturezas presentes no interior de

isoladores apds a exposi¢ao a tempos crescentes de perdxido de hidrogénio. (Corrida 2)

Tempo em minutos necessario Controle Controle
para eliminagao do B. negativo positivo
stearothermophilus

Réplicas 1 2 1 2 1 2

PVC <0,17 <0,17 - - + +

Ago inoxidavel <0,17 <0,17 - - + +

CKC <0,17 <0,17 - - + +

Teflon <0,17 <0,17 - - + +
[

§ Polipropileno <0,17 <0,17 - - + +

g Latex <0,17 <0,17 - - - -
(2}

k= .

5 Silicone 2 <0,17 - - - +
©

= Hypalon <017 <017 . ] N +

Vidro <0,17 <0,17 - - + +

Nylon >8 <0,17 - - + +

Saco de aluminio 3 2 - - + +

Nota:

a) <0,17 min: equivale a aproximadamente 10 segundos, sendo 0 tempo necessario para a retirada
do microrganismo veiculado ao suporte e sua transferéncia para o tubo de ensaio contendo o

meio de cultura TSB.
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b) A sigla CP significa “Controle Positivo”. O simbolo *+” corresponde ao resuitado positivo, isto &,

quando se observa crescimento microbiano apds sete dias de incubagao.

c) A sigla CN significa “Controle Negativo™. O simbolo “-" corresponde ao resultado negativo, isto €,

ndo se observa crescimento microbiano apés sete dias de incubagao.

d) A utilizagdo de materiais que contenham nylon deve ser evitada, pois durante a realiza¢do do
experimento observou-se a degradagdo deste material na presenga de perdxido de hidrogénio.
Deve-se substituir todos 0s materiais desta constitui¢do por outros ja testados e certificados para
a utilizagéo no interior dos isoladores que receber&o tratamento com peroxido de hidrogénio. O
mesmo se aplica para materiais que contenham Létex, pois este material demonstrou que
absorve perdxido, podendo comprometer a distribuicdo deste agente (o proprio controle positivo

n&o apresentou resultados satisfatérios).



73

Tabela 11: Letalidade do Bacillus stearothermophilus na concentragdo de 107
UFC/0,01mL veiculado em suporte de silicone apds a exposi¢cao a tempos crescentes

de perdxido de hidrogénio. (Corrida 3)

Tempo em minutos necessario Controle Controle
para elimina¢édo do B. negativo positivo
stearothermophilus
Réplicas 1 2 1 2 1 2
Silicone 2 <0,17 - - + +

Nota:

a) <0,17* min: equivale a aproximadamente 10 segundos, sendo o tempo necessario para a retirada
do microrganismo veiculado ao suporte e sua transferéncia para o tubo de ensaio contendo o

meio de cultura TSB.

b) A sigla CP significa “Controle Positivo™. O simbolo “+” corresponde ao resultado positivo, isto &,

quando se observa crescimento microbiano apés sete dias de incubagio.

€) A sigla CN significa “Controle Negativo™. O simbolo “-” corresponde ao resultado negativo, isto é,

ndo se observa crescimento microbiano apés sete dias de incubagao.
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Tabela 12: Compilagdo do Valor D dos diversos materiais presentes no interior dos
isoladores inoculados com Bacillus stearothermophilus na concentragédo de 10°

UFC/0,01mL (Corridas 1) e 102 UFC/0,01mL (Corridas 2 e 3)

Material em Teste Valor D Valor D Valor D
Experimental Experimental Experimental
Corrida 1 Corrida 2 Corrida 3

PVC >1,28 0,06 -
Aco Inoxidavel >1,28 0,06 -
CKC >1,28 0,06 -
Teflon >1,28 0,06 -
Polipropileno >1,28 0,06 -
Latex >1,28 0,06 -
Silicone >1,28 0,69 0,10
Hypalon >1,28 0,06 -
Vidro >1,28 0,06 -
Nylon >1,28 >2,75 -

Saco de aluminio >1,28 0,06 -
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O material mais indicado a ser utilizado como suporte para tratamento com
peréxido de hidrogénio € o ago inoxidavel, por ser tratar de material inerte e por ser o
principal constituinte dos isoladores. Materiais celulésicos devem ser evitados uma
vez que ha um potencial risco de absor¢gio do agente esterilizante, o que pode levar a

obtengao de resultados nao fidedignos.

A utilizagdo de outros tipos de materiais para suporte € viavel, como
demonstrado neste experimento. Porém, devido a facilidade da obtengéo de suportes
de aco inoxidavel e seu facil tratamento, por se tratar de um material termo resistente,

é o preferencial para esta finalidade.
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5.3 Determinagdo do microrganismo mais resistente a ser utilizado como indicador

biolégico

a) Concentracao de VHP durante o ciclo

Tabela 13: Concentragdo de VHP observada durante a execugdo do teste de
letalidade do Bacillus stearothermophilus na concentragdo de 10° UFC/0,01mL
veiculados em suportes de diversas naturezas presentes no interior de isoladores

apds a exposi¢ao a tempos crescentes de perdxido de hidrogénio (Corrida 4)

Tempo (horas apés inicio Concentragao de VHP medido pelo Draeger

Fase Esterilizagao) Polytron (ppm)
0 30
1 1460
2 1680
3 1710
4 1690

5 1610




b) Contagem de células da suspenséo utilizada nos experimentos

Microrganismo UFC/0,01mL
Bacillus sp 1,86 x 10°
Micrococcus luteus 1,71 x 107
Corynebacterium g91x10'
Staphylococcus sp 1,1 x 10?
Penicillium 1,76 x 10?
Bacillus stearothermophilus 1,5 x 10°
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c¢) Determinagdo do Valor D dos microrganismos da flora e Bacillus stearothermophilus

Valor D experimental “T”/(“L” — LOG InN/q)

a) Bacillus sp

Tempo “T": <0,17

“L”:log 1,86 x 10° = 3,27

Valor D experimental: 0,17/(3,27—- LOG In2/0) = 0,17/(3,27 — (-0,16)) = 0,17 / 3,43= 0,05
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b) Staphylococcus sp

Tempo “T”: <0,17
“L”log 1,10 x 10° = 3,05

Valor D experimental: 0,17/(3,05- LOG In2/0) = 0,17/(3,05 - (-0,16)) = 0,17 / 3,21= 0,05

c) Micrococcus sp

Tempo “T”: <0,17
“L":log 1,71 x 10° = 3,23

Valor D experimental: 0,17/(3,23- LOG In2/0) = 0,17/(3,23 - (-0,16)) = 0,17 / 3,21= 0,05

d) Corynebacterium sp

Tempo “T": <0,17
“L:log 9,1 x 10 = 1,95

Valor D experimental: 0,17/(1,95—- LOG In2/0) = 0,17/(1,95 - (-0,16)) = 0,17 /1 2,11= 0,08

e) Penicillium sp

Tempo “T": <0,17
“L”log 1,76 x 10° = 3,25

Valor D experimental: 0,17/(3,25— LOG In2/0) = 0,17/(3,25 — (-0,16)) = 0,17 / 3,41= 0,05

f) Bacillus stearothermophilus

Tempo “T": 10
“L”:log 1,50 x 10° = 3,18

Valor D experimental: 10/(3,18— LOG In2/0) = 10/(3,18 — (-0,16)) = 10/ 3,34= 2,99
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Tabela 14: Letalidade dos diversos microrganismos presentes na microbiota da area

produtiva e Bacillus stearothermophilus veiculados em suportes de ago inoxidavel

apos a exposicéo a tempos crescentes de peréxido de hidrogénio (Corrida 4)

Réplicas
Bacillus sp
M. luteus
Corynebacterium
Staphylococcus sp
Penicillium sp

B. stearothermophilus

Tempo em minutos necessario

para eliminagao do
microrganismo teste

1
<0,17
<0,17
<0,17
<0,17
<0,17

10

2
<0,17
<0,17
<0,17
<0,17
<0,17

10

Controle
negativo

1

2

Controle
positivo

1

+

2

+
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Tabela 15: Comparagao Valor D microbiota e Bacillus stearothermophilus

Microrganismo teste Valor D
experimental
Bacillus sp 0,05
M. luteus 0,05
Corynebacterium 0,08
Staphylococcus sp 0,05
Penicillium sp 0,05
B. stearothermophilus 2,99

Os resultados obtidos nesta fase do experimento comprovam que o
microrganismo Bacillus stearothermophilus é o mais resistente quando da agao do
perdxido de hidrogénio e portanto 0 mais indicado para ser utilizado como monitor
biolégico. Tal fato foi também comprovado pela Steris® Corporation, fabricante do
equipamento de Gerador de Gas de Peroxido de Hidrogénio (Gerador de VHP), que

realizou o desafio com uma gama de microrganismos listados no anexo C.
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. CONCLUSAO

O suporte mais adequado para a veiculagdo de microrganismos desafiadores € o

constituido pelo ago inoxidavel.

O microrganismo mais resistente frente a agdo do peroxido de hidrogénio € Bacillus
stearothermophilus ATCC 12980 quando comparado aos micorganismos da

microbiota da area produtiva.

A utilizacdo de materiais que contenham nylon deve ser evitada, pois durante a
realizacdo do experimento observou-se a degradagéo deste material na presencga
de perdxido de hidrogénio. Deve-se substituir todos os materiais desta constituicao
por outros ja testados e certificados para a utilizagao no interior dos isoladores que
receberdo tratamento com peréxido de hidrogénio. O mesmo se aplica para
materiais que contenham Latex, pois este material demonstrou que absorve

peréxido, podendo comprometer a distribuicio deste agente.

A utilizagao de monitor bioldgico constituido por Bacillus stearothermophilus como
microrganismo desafiante veiculados em suporte de ago inoxidavel adquirido de

instituigdes terceirizadas € cientificamente justificada.
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ANEXOS

ANEXO A: METODO DE IDENTIFICACI\O DE MICRORGANISMOS PELO
EQUIPAMENTO VITEK® BIOMERIEUX

Os microrganismos obtidos durante a amostragem de superficies e ar ativo e
passivo foram submetidos a identificagdo empregando o equipamento BioMeriéux
Vitek®, que possui um sistema automatizado para fungos e bactérias. Utilizam-se
unidades de leitura denominadas cartdes, que permitirdo comparagdes bioquimicas
codificadas e variagdes colorimétricas e de turbidez.

Material utilizado para a identificagao:

solugéo fisiolégica 0,45% estéril

tubos de vidro 11x12 mm estéreis

- ponteiras estéreis

- pipeta automatica regulavel

- agua oxigenada (catalase)

- fita para teste de oxidase

- equipamento Vitek®

- swab estéril

- colorimetro

- estante para tubos

- cartbes Vitek: GNI - identificacdo de Gram negativos
- GPI - identificagdo de Gram positivos

- NHI - identificagdo de Neisseria/lHaemophillus
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- ANI - identificagdo de anaerdbios
- YBC - identificac&o de leveduras
- Controles positivos de fungos e bactérias ATCC (American Type Culture

Collection)

Método

Ajuste do colorimetro

- Colocar um tubo com solugao salina 0,085% dentro do colorimetro

- Certificar-se que o encaixe esta de acordo

- A leitura deve marcar 100% de transmitancia. Ajustar utilizando o botéo da
direita.

- Retirar o tubo e proceder ao bloqueio da luz

- Pressionar o botao central do aparelho, a leitura deve marcar 10% de

transmitancia. Utilizar o bot&o da esquerda para ajuste.
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Preparo dos cartdoes

Identificag@o dos cartoes

O cartao é identificado por total de sete digitos, que permitem reconhecer a

origem e a natureza da amostra.

Informagdes adicionais a serem incorporadas nos cartoes:

a) Bacilos Gram negativos
O resultado da reagéo de oxidase deve ser marcada nos cartdes GNI no

circulo do canto superior direito dos cartées.

Oxidase (+) — preencher o circulo

Oxidase (-) — ndo preencher o circulo

b) Cocos Gram negativos

O resultado da catalase deve ser marcada nos cartdes GPl no circulo do
canto superior direito dos cartdes citados.

Catalase (+) — preencher o circulo (Staphylococcus)

Catalase (-) — ndo preencher o circulo (Streptococcus)
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No caso de microrganismos catalase positiva (+), preencher o resultado da
coagulase no espago no espago ovalado situado logo abaixo do circulo da

catalase.

Coagulase (+) — preencher o espago ovalado (Staphylococcus aureus)
Coagulase (-) — ndo preencher o espago ovalado (Staphylococcus coagulase

negativa).

No caso de microrganismos catalase negativa (-), preencher o resultado da

beta-hemodlise no espaco ovalado situado logo abaixo do circulo da catalase.

Beta-hemdlise (+) — preencher o espago ovalado (Streptococcus grupo A ou

B, etc).

Beta-hemdlise (-) — ndo preencher o espago ovalado (Streptococcus viridans,

Enterococcus faecalis).

c) Leveduras

Deve ser preenchido o circulo do canto superior direito se a leitura do cartao

YBC for feita apds 48 horas de incubacéo.

Inoculacdo dos cartdes
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GNI/GPI
a. Retirar 1 a 2 coldnias iguais, do meio de cultura com um swab esteril. As
colénias devem ser de culturas recentes (24h). Ndo devem ser usadas
colénias crescidas em meios contendo substratos bioquimicos (Rugai, agar
McConkey, citrato, etc).
b. Inocular a bactéria na solugdo salina contida em tubo de vidro e medir no
colorimetro. Cada bactéria tem a sua cor correspondente (verificar tabela no
colorimetro) a turvagéo do inéculo.
c. Ex: BGN - faixa AZUL, CGP — faixa VERMELHA
d. Colocar o tubo no suporte de plastico
e. Colocar o cartdo numerado no suporte plastico onde estda o cartao
correspondente.
f. Colocar o canudo de transferéncia (canudo de plastico azul) no cartéo e
na solugéo contendo o indculo.
g- Apertar o botdo “ON” para ligar a camara de vacuo e a seladora.
h. Colocar a bandeja com os cartdes na camara de vacuo e pressionar o
botéao “fill’. O sinal “READY” deve estar inicialmente ligado, e a seguir apagar
quando estiverem sendo preenchidos os cartées. O sinal “READY” volta a
aparecer quando o processo estiver finalizado.
i. Abrir a vedagao do sistema (porta).
j- Verificar se o indculo foi aspirado

k. Selar os cartbes um a um, anteriormente a realizar o corte do canudo azul.
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I. Verificar se nenhuma bolha permaneceu nos orificios do cartdo. Se isto
acontecer bater levemente no canto do cartdo, para leva-las ao local de
depdsito de bolhas.
m. Abrir a porta do sistema de leitura e colocar o cartdo na bandeja

imediatamente a frente.

NHI/ANI

a. Retirar 3 a 4 coldnias do meio de cultura, com um swab estéril.

b. Inocular em 1,8 mL de solugéo fisiologica contida num tubo de vidro

c. Verificar a turvagdo no colorimetro. O inéculo deve estar na cor
AMARELA.

d. Proceder conforme descrito acima (itens ¢ até k do item GNI/GPI).

e. Antes de jogar o tubo com salina que restou no in6culo, colocar 1 a 2
gotas de agua oxigenada para verificar se a bactéria produz o ndo catalase.

f. Colocar os cartées m uma estufa a 37°C por 4 horas.

YBC

a. Retirar 1 a 2 coldnias iguais do meio de cultura, com um swab estéril

b. Inocular em 1,8 mL de solugéo fisioldgica.
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c. Verificar a turvagdo no colorimetro. A leitura do indculo deve estar o
VERDE.
d. Proceder conforme descrito acima (de c até k item GNI/GPI).

e. Incubar por 24 horas e 40 horas, quando necessario, em estufa a 30°C.

Cuidados e precaugdes importantes a observar durante o procedimento:

1. Os canudos azuis devem ser desprezados no lixo que vai ser autoclavado.

2. Os tubos de vidro devem ser colocados no recipiente com agua e sabéo

proprio.

w

Verificar se o inoculo foi aspirado em todos os cartdes antes de selar os
mesmos.
4. Nunca deixar os cartdes depois de preenchidos encima da bancada por

mais de 20 minutos. Colocar imediatamente na leitora.

o

Colocar os cartées de mesmo ndmero (GNI) na mesma bandeja, nado
necessariamente em ordem sequencial.
6. Se ao abrir a porta a bandeja a frente do sistema leitor estiver cheia,
colocar os cartbes naquela a esquerda.

Leitura dos cartdoes YBC e NHI

A interpretagé@o do cartdo NHI do Vitek® seguiu a seguinte orientagéo:



Tabela 16 - Interpretagao do cartdo NHI do Vitek®

Teste Codigo do Reagao Comentarios
Teste Positiva Negativa
1 ALA Amarelo Amarelo bem palido ou  Cores amarelo fracas ou pélidas séo
claro negativas. Somente amarelos bem
definidos sdo considerados negativos. Se
houver divida deixar uma {?) no lugar.
2 OPS
3 PRO
4 GGT
5 GLY
6 LYS
7 ONPG
8 PHN
Teste Cédigo do Reacgao Comentarios
Teste Positiva Negativa
Amarelo ou Vermetho ou laranja Somente considerar como positivo os
9 GLU laranja claro  escuro resultados amarelos ou laranja claro;outras
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10

11

12

13

14

15

16

sucC

MLT

TTZ

RES

ORN

URE

PEN

Vermelho ou
Rosa em
todo o orificio
Rosa forte,
violeta
avermelhado
ou maiva
Vermelho ou
vermelho
alaranjado

Vermetho

Amarelo ou
amarelo

esverdeado

Claro ou um pequeno
precipitado em torno da
parede do orificio

Roxo ou azul escuro

Amarelo, amarelo
alaranjado ou laranja
claro

Amarelo ou laranja

palido

Roxo, azul escuro ou

marrom

cores considerar duvidoso (?)

Uma pequena formacgao vermelha na
parede do orificio ou um precipitado é
considerado negativo.

Uma cor rosa ou roxa avermethada é
considerada como positiva. Roxo é

negativo.

Se os testes 1 e 2 forem positivos e houve
duvida na interpretagao da cor, colocar
como positivo ou entdo uma (?)

Somente uma cor vermelha é positiva.
Sombreados de laranja, considerar
negativo.

Qualquer cor amarelada significante deve

ser considerada como positiva.

Leitura dos cartées YBC
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a) Apds o periodo de incubagio colocar o cartdo YBC na leitora. O
cartdo deve ser colocado na bandeja que vai ser lida a seguir,
portanto a bandeja que estiver & direita quando se abrir a porta.

b) Se o periodo de incubagao néo for suficiente, o Vitek® vai emitir
um relatério alertando que o cartdo deve ser incubado por mais 24
horas.

c) Apos este periodo de incubagdo, retirar da estufa, preencher o
circulo do canto superior direito do cartdo (indica leitura com 48
horas) e introduzir no sistema leitor.

d) Colocar o cartdo na bandeja que vai ser lida a seguir, € ndo na que

esteja a frente da abertura da porta.

Computador

Funcionamento inicial

O sistema Vitek® possui dois programas, o ims € 0 ams. O primeiro gerencia
os dados obtidos pela leitura dos cartbes, e o segundo une as informagdes da
origem e natureza das amostras com as leituras dos cartdes.

a) Se o computador estiver com a tela apagada, pressionar a barra de
espago

b) Se na tela estiver escrito ims>, digitar ims[ENTER]

c) Vao aparecer as palavras:
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Login: (digitar a identificag&o individual) [ENTER]
Password: (digitar a senha individual) [ENTER]
Nota: se o computador estiver fora do sistema digitar fsck-s
d) Aparece o menu de opg¢des de ims (de 1 a 16)
e) Para selecionar algum dos itens é s colocar a identificagdo desejada,
[ENTER]
f)  Para entrar no ams, é sé digitar ams [ENTER]
g) Para voltar para o ims estando no ams, digitar ims ou utilizar o comando

[CTRL[D]

Sistema AMS (amscomd>)

E a parte do sistema que gerencia os dados provenientes das leituras dos
cartdes.

Comandos do AMS e suas utilidades:

help — aparece a lista de todos os comandos ao ams.

Seguem os comandos mais utilizados e suas fungdes:

amsep - informa as condigdes de trabalho do sistema, a temperatura da
incubadora, a bandeja que sera lida e em qual horario.

dir a - mostra todos os cartdes que estdo no momento na bandeja a, em qual
posicao estdo e quanto tempo tém de leitura.

dir b — mostra todos os cartbes que estdo na bandeja b, em que posi¢do esta

e quanto tempo tem de leitura.
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Nota: Para prosseguir assim com as outras bandejas basta alterar a
identificagao.

message - deve ser digitado quando o aparetho emitir um sinal sonoro.
Serve para alertar um problema com a leitora ou com um algum cartao.

mdir — usar quando a mensagem que aparecer indica que existe um cartéo
em que a leitora ndo entendeu o numero. A corregdo é feita usando este

comando mais a letra em que esta o cartao.

Nota: as corre¢bes dos numeros podem ser corrigidas manualmente, caso
detectado erro (ndo pelo equipamento). Para fazer a corre¢cao deve-se retirar
o cartdo, limpar o numero com um swab embebido em alcool e escrever
novamente o numero. Esta corregdo manual pode ser feita apenas até a

primeira hora de leitura.

irep — mostra um relégio individual de cada cartdo contido em uma bandsja.
Provas bioquimicas, entre outras informacdes.

ani — programa para leitura de cartdées ANI para identificagdo de anaerdbios.
nhi -~ programa para leitura dos cartbes NHI para identificacdo de
Neisseria/lHaemophillus. |

gn — Gram negativos

gp — Gram positivos
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Sistema IMS
O sistema ims ira realizar os estudos estatisticos tendo por base as

informagdes fornecidas ao computador ou nele armazenadas.

Cadastro da Amostra

No MENU principal do IMS, digitar 1.

Specimen n°: [ENTER]

O sistema vai perguntar se € um novo material, [ENTER]

Material: colocar a sigla correspondente aoc material
Localizagdo/material: colocar a localizagdo de onde foi retirado o material
Data da coleta: colocar a data de coleta do material [CTRL][X]

N° do cartao: colocar o numero que foi colocado no cartdo sem o digito.
Teste n°: colocar 1 [ENTER]

Tipo de teste: colocar o tipo de cartdo que sera usado

N° da cepa: colocar o numero do digito

Etapa do teste: digitar “f’ [CTRL][X]

Microrganismo: colocar a sigla correspondente ao microrganismo.
Modificar o resultado: digitar “y”

Quando finalizado o processo de cadastro, [CTRL][B].

Apagar informagdes desnecessarias do banco de dados.
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Resultados

Opcoes entre as identificacdes

Em algumas situagdes as identificagbes realizadas pelo sistema deixam uma

margem de duvida. O resultado aparecera com porcentagens muito proximas

de dois microrganismos. Significa que o sistema ndo conseguiu fazer a

diferenciagéo e espera que o usuario faga a decis&o.

Estes cartdes ficam no “Review Temporary Results”

a)

b)

Selecionar o item 5 do MENU principal

O sistema ira perguntar se o usuario deseja imprimir a lista de todos os
cartdes contidos nesta secao.

Digitar “y" quando a lista for grande, o que ira permitir visualizar os
resultados de todos os cartbes com problemas.

Colocar o numero dos cartdes nos quais € necessario se fazer a opgao.
Digitar “s”

Escolher o item que corresponde ao microrganismo correto.
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ANEXO B: IDENTIFICAGAO DE FUNGOS POR METODO MICROSCOPICO

A identificagdo de fungos € manual e inclui as etapas descritas abaixo:

a) Com o auxilio de uma agulha de platina, amostrar uma por¢ao do fungo a
ser submetido a identificagao

b) Colocar a amostra em uma lamina de vidro. Com o auxilio de uma pipeta
de Pasteur, gotejar o corante azul de lactofenol sobre a amostra e cobrir
com uma laminuia.

c) Observar em microscopio (aumento de 400 vezes).

d) Comparar as caracteristicas macroscopocas € microscopicas com a

literatura correspondente.



ANEXO C: MICRORGANISMOS TESTADOS CONTRA O PEROXIDO
HIDROGENIO PELA STERIS® CORPORATION

Microrganismo ATCC

Bactérias

Staphylococcus aureus

Streptococcus faecalis 6559

Streptococcus sp.

Pseudomonas aeroginosa 15442
Pseudomonas cepacia

Mycobacterium sp.

Lactobacillus casei 4646
Mycobacterium smegmati

Serratia marcescens 14041
Escherichia coli

Proteus vulgaris
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Microrganismo

ATCC

Esporos de Fungos/Leveduras

Esporos de Bactérias

Virus

Aspergillus niger
Aspergillus sp.
Aspergillus terreus
Norcadia sp.
Fusarium sp.
Candida parapsilosis
Candida sp.
Rhodotorula sp.
Saccharomyces sp.
Bacillus pumilus
Bacillus stearothermophilus
Bacillus subtilis
Bacillus cereus
Clostridium sporogenes
Clostridium botulinum
Adenovirus 2
Herpes Simplex Type |
Influenza A2|
Polio Type |

Rhinovirus 14

16404

7330

27142

12980

9372

3584
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RESUMO

A resisténcia de cinco microrganismos presentes na microbiota da area de
producéo estéril (Cristalizagéo Estéril), frente a acéo do gas de peroxido de hidrogénio
foi determinada e o valor D obtido para cada microrganismo foi comparado ao valor D
do Bacillus stearothermophilus ATCC 12980 exposto ao mesmo agente. Os
microrganismos testados foram Bacillus sp, M. luteus, Corynebacterium,
Staphylococcus sp e Penicillium sp. Este teste tinha a finalidade de comprovar que a
resisténcia do Bacillus stearothermophilus € maior quando da exposi¢cao ao peroxido de
hidrogénio se comparada a outros microrganismos presentes na area produtiva. A
metodologia consistiu da inoculagdo de 0,01 mL da suspensao de cada microrganismo
na contagem de 10°UFC/0,01mL em cupons de ago inoxidavel, previamente
esterilizados por calor seco e posterior exposi¢do ao gas de perdxido de hidrogénio. O
experimentou demonstrou que o valor D obtido para o Bacillus stearothermophilus é
superior aos obtidos para os outros microrganismos em teste comprovando que a
escolha deste microrganismo para o desafio contra o peréxido de hidrogénio é
apropriada. Também executou-se o teste que visava garantir que o aco inoxidavel é o
material de suporte mais recomendado para este fim, utilizando-se suportes de diversos
materiais normalmente encontrados no interior dos isoladores (PVC, ago inoxidavel,
CKC, teflon, polipropileno, latex, silicone, Hypalon, vidro, nylon, saco de aluminio) com
0,01 mL de inéculo de Bacillus stearothermophilus na contagem de 10°UFC/0,01mL, o

que foi devidamente comprovado.
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ABSTRACT

The resistance of five microrganisms found in the sterile production area
(Crystallization Area) flora was tested against the hydrogen peroxide gas and the D
value of each microrganism was compared to the Bacillus stearothermophilus D Value
ATCC 12980 exposed to the same agent. The microrganisms tested were Bacillus sp,
M. luteus, Corynebacterium, Staphylococcus sp e Penicillium sp. The purpose of this
test was to prove that the resistance of Bacillus stearothermophilus against the
exposition the hydrogen peroxide is higher when compared to others microrganisms
found in the production area. The methodology consisted in inoculating 0.01mL of
microrganisms suspension with 10°UFC/0,01mL count in stainless steel coupons,
treated previously with dry heat and further exposition to the hydrogen peroxide. The
experiment demonstrated that the Bacillus stearothermophilus D value is higher against
all others microrganisms tested proving that the use of this microrganism for the
challenge is appropriate. It was also performed a test to guarantee that the stainless
steel support is the most recommended one for this purpose, using supports of different
materials normally found in the interior of the isolators (PVC, stainless steel, CKC,
Teflon, polypropylene, latex, silicon, Hypalon, glass, nylon, aluminum foil) with 0,01 mL
Bacillus stearothermophilus inoculum with the count of 10°UFC/0,01mL, that was

properly verified.
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