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1. INTRODUGAO

A esterilizagao industrial apresenta-se como uma das mais desafiadoras
fronteiras para o desenvolvimento de equipamentos e instrumentos de uso
médico-hospitalar. Isto ocorre desde os primérdios do conhecimento cientifico
da microbiologia e sua implicagao nas infecgdes hospitalares e comunitarias. Ja
no século XIX, constatou-se que a eliminagdo dos microrganismos seria
fundamental para assegurar a eficacia dos produtos médicos. Como
conseqliéncia, os hospitais passaram a centralizar as atividades de controle
microbiano, tanto assepsias quanto esterilizagdo, as quais eram realizadas
individualmente e a critério de cada equipe médica. Assim sendo, surgiram as
primeiras “centrais de esteriliza¢géo”, tendo sido empregados os métodos fisicos
disponiveis, como por exemplo , calor umido e calor seco. Ainda no final do
século XX, um hospital municipal, nos Estados Unidos, ja contava com sistema
regular e rotineiro de autoclavagem a vapor para 0s seus instrumentos
cirtrgicos, levando a uma redugao inigualavel dos indices de infecgbes e
complicagdes pos-operatdrias.

Com o infortunio da primeira guerra mundial tornou-se evidente a
necessidade da fabricagdo, em escala industrial, de produtos médicos. Os
paises que contavam com este apoio logistico perdiam menos combatentes e
os feridos recuperavam-se mais rapidamente. Como nesta época, os materiais
empregados eram basicamente o algoddo, vidro e metal, as técnicas de
esterilizagdo ndo foram substancialmente afetadas, tendo continuado o largo
emprego do calor imido e calor seco.

A indlstria desenvolveu-se e novos materiais passaram a estar
disponiveis, principalmente, os versateis e econdmicos plasticos modernos. Tal
resolugdo ganhou velocidade nas décadas de 1940 e 1950, esbarrando em um
obstaculo tecnoldgico fundamental: Como esterilizar estes novos correlatos?
Esta nova tecnologia deveria contar com um agente esterilizante eficaz a baixa

temperatura, uma vez que a maioria dos plasticos era termosensiveis, o seu
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uso ndo deveria demandar controles sofisticados, devido & inten¢do de uso
também na area hospitalar, além de baixo custo e facilidade de suprimento

O oxido de etileno tornou-se ¢ gas esterilizante de maior uso em razio
da sua excelente difusdo, capacidade de penetragdo nas embalagens e nos
lumens dos correlatos, com propriedade bactericida, fungicida e esporicida, com
rapida agado esterilizante, compatibilidade com uma ampla variedade de
embalagens e materiais, ou seja, ndo causa alteragdes na aparéncia nem nas
fungdes dos itens processados e dos materiais de embalagem mesmo apos
ciclos repetitivos, pode ser utilizado tanto em pequenas quanto em grandes
instalagbes, é passivel de monitoramento tanto com monitores quimicos, fisicos
e microbiolégicos apresentando ainda, um custo razoavel para a instalagéo e
operagao de rotina (RUTALA, 1996 e JOSELYN, 2001).

Devido a florescente industria petroquimica, ficou patente a conveniéncia
do uso do 6xido de etileno, como sendo este novo agente. Experiéncias prévias
no inicio do século XX ja haviam sido testadas, visando a conservagao de
alimentos e além do mais, o0 6xido de etileno era um intermediario na sintese de
plasticos e detergentes. A escolha parecia conveniente, porém esbarrava em
um ponto: sua elevada inflamabilidade, gerando risco concreto de
explosividade. A solugao adotada foi misturar ac novo agente esterilizante a um
gas diluente, tendo sido empregado o clorofluorcarbono-12 (CFC-12), sem
alterar as caracteristicas esterilizantes do 6xido de etileno.

Tudo parecia resolvido e o 6xido de etileno passou a ser a técnica de
escolha para a esterilizagdo de produtos médicos de natureza plastica.
Entretanto, estudos toxicoldgicos e ambientais realizados na década de 1960 e
1970 demonstraram que a nova técnica tinha como maleficios a emissao de
clorofluorcarbono-12, danoso para a atmosfera, e a exposigdo ocupacional ao
oxido de etileno, por parte dos elementos envolvidos com a central de
esterilizagdo. A consciéncia dos danos a camada de ozdnio e dos riscos de
mutagenicidade, teratogenicidade e carcinogenicidade pressionaram a busca
de melhorias tecnolégicas para o uso seguro do Oxido de etileno. Desta maneira

novos gases diluentes foram testados, principalmente os reconhecidamente
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inertes, como & 0 caso do nitrogénio. Por outro lado, sistemas de controie e
conteng&o da emiss&o do 6xido de etileno foram desenvolvidos e adotados para
aplicagdo em escala industrial.

Estas novas tecnologias, porém, ainda ndo foram suficientemente
descritas e divulgadas no setor hospitalar, o qual representa a maior fragdo do
mercado consumidor de 6xido de etileno brasileiro, para fins de esterilizagao.
Deste modo, a maioria dos usuarios desta tecnologia ainda emprega as
ferramentas disponiveis na década de 1950, com visiveis prejuizos sociais,
ambientais e econémicos.

Portanto, na medida em que publicagdes sejam produzidas, descrevendo
tecnologias, cuidados com o uso, alternativas de novas misturas, sistemas de
depuragdo, modelos cinéticos de inativagdo microbiana e melhorias no
desempenho dos equipamentos, cada vez mais o0 uso do déxido de etileno,
tornar-se-a seguro e eficaz. Dentre tais perspectivas, uma das mais relevantes
é a validagdo da esterilizagdo que deve ser vista como uma evolugao qualitativa
e quantitativa de um processo de esterilizagdo garantindo que o mesmo resulte
em produtos em conformidade com seus requisitos de qualidade e seguro para
uso e consumo (BRUCH, 1993), minimizando-se, também a experimentagao e
os riscos de exposigdo ocupacional.

Atualmente, 45% dos produtos médicos fabricados no mundo s&o
esterilizados por EQ, sendo este o método de escolha de produtos constituidos
de materiais incompativeis com altas temperaturas, umidade e radiagio
(SORDELLINI, 1996 e MOSLEY et al., 2002a).

Na literatura, a alta incidéncia de infecgbes foi atribuida ao uso de
correlatos descontaminados inadequadamente, a qual veio enfatizar a
necessidade de se estabelecer normas e procedimentos que regularizassem a
atividade da esterilizagdo (RUTALA, 1996).

Por esta razdo, a partir de 1970 foram elaborados guias que
regulamentavam a validagdo e rotina do processo de esterilizagdo por 6xido de

etileno, culminando em 1994 com a publicagdo da norma internacional
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“ANSI/AAMI/ISO 1135 - Medical devices validation and routine control of
ethylene oxide sterilization”.

Como as caracteristicas dos produtos ndo podem ser integralmente
verificadas e garantidas por uma inspegao ou testes subseqlentes no produto
final, o processo deve ser validado com um alto grau de confiabilidade.

A validagdo da esterilizagédo por 6xido de etileno € uma das mais
complexas. Este processo &€ extremamente eficiente e pode ser realizado a
partir de uma infinidade de combinag¢des de parametros que afetam a eficacia
da esterilizagdo tais como concentragdo do gas EO, umidade, temperatura e
tempo.

A validagao deve demonstrar por meio de evidéncias documentais que a
combinagdo selecionada dos parametros de processo resulta em produtos em
conformidade com seus atributos de qualidade. Sua eficacia é verificada a partir
da determinagdo do nivel de garantia de esterilidade que o produto esterilizado
atinge ao final do processo, da adequagao do indicador biolégico utilizado no
monitoramento do mesmo, da concentragdo residual do EO e da umidade no
produto e a reprodutibilidade dos parametros do processo que contribuem para
a eficiéncia do mesmo (LINK & MACDONELL, 1997).
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2. OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivos:

» Verificar a adequagdo do indicador biolégico Bacillus subtilis var. niger no
monitoramento da eficiéncia do processo de esterilizagdo por 6xido de etileno
de suturas cirurgicas, avaliando se sua resisténcia é igual ou superior a carga
microbiana presente no produto, ou seja, na sutura cirlrgica sintética
absorvivel, por meio da comparagédo dos valores de D entre a carga microbiana

do produto e do bioindicador;

» Verificar a letalidade do processo de esterilizagdo por déxido de etileno
através do método da sobremorte ou do meio ciclo;

» Verificar qual o nivel de garantia de esterilidade Sterility Assurance Level -
(SAL) atingido pela sutura cirtrgica sintética absorvivel apés o processo de

esterilizagdo por 6xido de etileno;

» Verificar se o processo de esterilizagdo resulta em suturas cirargicas que
atendam aos seus requisitos quimicos como de umidade e concentragdo oxido

de etileno residual;

=» Verificar a reprodutibilidade dos parametros do processo de esterilizagdo
fundamentais para a eficiéncia do mesmo, tais como, temperatura, tempo de

exposi¢do, concentragdo de oxido de etileno e umidade relativa.
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caracteristica antinflamavel e antiexplosiva. Além disso, a baixa presséo de
vapor da mistura permite a transferéncia e armazenamento em cilindros ou
tanques de baixa pressdo. A adogdo da mistura 12% EO / 88% CFC-12 requer
menor diferencial de pressdo a fim de obter a mesma concentragdo de
operagado de EO do que a mistura nédo inflamavel com CO, O uso da mistura
12% EO / 88% CFC-12 foi originalmente favorecido em relagdo ao sistema
100% EO, uma vez que esta mistura permite investimento significativamente
baixo em equipamentos e instalagbes em razdo da sua propriedade né&o
inflamavel (ALFA et al., 1998).

Como a 12% EO / 88% CFC-12, a mistura 10%EO /90%CQO, também é
considerada ndo inflamavel. Em comparagdo com as outras misturas
esterilizantes, 0 uso destas em aplicagoes industriais é limitada, principalmente
por causa da alta pressdo de vapor do CO; e da baixa porcentagem de volume
de EO. A alta pressdo de vapor do CO; também estabelece condigbes que
favorecem a separagdo do EO e do gas diluente CO; no cilindro de
armazenamento. Esta separagdo pode aumentar a possibilidade de obter uma
mistura inflamavel a medida que a porcentagem de EO aumenta , podendo
levar a variagbes na concentragdo de EO na cAmara de processamento e uma
explosdo. Uma outra desvantagem no uso do COz como um gas diluente, é que
este cria um ambiente acido o qual pode acelerar a corrosdo tanto do material
quanto do equipamento e catalisar a formagao de polimeros. De um ponto de
vista produtivo, 0 uso da mistura 10%EO /90%CO; requer um diferencial de
pressdo operacional superior a trés vezes e meia a da mistura 12% EO / 88%
CFC-12 e dez vezes a do sistema 100% EQ para atingir concentragdes
equivalentes. O alto diferencial de pressdo necessario durante o processo pode
ser incompativel com o produto, embalagem e equipamento (ALFA et al., 1996).

O uso dos clorofluorcarbonos tem sido limitado em razdo da sua
potencial capacidade de diminuir a camada protetora de ozdnio, contribuindo
desta forma para o aumento da concentragdo de raios ultravioleta e
conseqiiente acréscimo da temperatura terrestre. A adogdo do sistema 100%

EO esta associada diretamente com a construgéo de equipamentos e sistemas
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auxiliares a prova de explos&o e de custos indiretos necessarios para utilizar e
manter em seguranga o agente esterilizante na sua forma pura, representando
um investimento superior as demais alternativas. Estima-se que exista uma
explos&o ou incéndio anual para cada 100 instalagdes que utilizam EO 100%.
Uma outra proposta de mistura esterilizante é o 10% EO / 90%
hidroclorfluorcarbono (HCFC), a qual substituiria a mistura 12% EO / 88% CFC-
12. O diluente HCFC é mais labil que os clorofluorcarbonos e se dissocia antes
de atingir na camada de ozdnio, portanto a sua caracteristica potencial de reagir
com o ozlOnio € cinqluenta vezes menor que os clorofluorcarbonos. A principal
vantagem da mistura esterilizante 10% EO / 90% HCFC sdo as suas
caracteristicas ndo inflamaveis e antiexplosivas. E importante enfatizar que a
mistura 10% EO / 90% HCFC é uma solugdo temporaria para o problema da
diminuigdo da camada de o0zdnio, uma vez que-tal agente também sera banido
até o ano de 2030 (ALFA ef al., 1997e RUTALA et al., 1998b).

O uso da mistura esterilizante EO/N; € interessante, uma vez que esta
diminui as caracteristicas de inflamabilidade e explosividade do 6xido de etileno
puro. O nitrogénio ndo representa qualquer risco ocupacional nem ambiental,
sendo compativel com todos os correlatos uma vez que este é inerte e 0 seu
custo é baixo (ELLIS, 19890).

3.1.2. Aplicagoes

Em razdo das suas propriedades bactericida, fungicida e esporicida, o
oxido de etileno tem sido utilizado desde a segunda guerra mundial na
esterilizacdo de artigos médico-hospitalares, uma vez que este também é
compativel & natureza fisico-quimica dos materiais termo, higro e radio sensivel
(CHRISTENSEN & KRISTENSEN, 1979). O seu principal uso industrial &€ no
setor da petroquimica leve, onde é aplicado na sintese de fibras de poliéster,
embalagens e fimes plasticos. O dxido de etileno chegou até a ser utilizado na

agricultura no controle de pragas (KERELUK et al., 1970).
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3.1.3. Mecanismo de agido

A sua atividade antimicrobiana deve-se a alquilagdo de componentes
celulares nucleofilicos, tais como os grupos amino, fendlicos, sulfidrila e
carboxila. Nas células vegetativas ou esporos bacterianos, a substituicdo do
hidrogénio por um grupo hidroxietil (HO —CH2-CH2-R) pode levar a interrupgéo
ou término de atividades metabdlicas e reprodutivas, resuitando em danos e
morte celular. Evidéncias experimentais indicam que a reagédo primaria do EQO
se da com os acidos nucléicos, causando a perda da capacidade reprodutiva do
microrganismo (CAPUTO & ROHN, 1982).

3.1.4. Toxicidade

Apesar das caracteristicas esterilizantes ideais apresentadas pelo éxido
de etileno, alguns sintomas como dor de cabega, nausea, vomito, dispnéia, e
irritagdo respiratéria foram relatados como consequiiéncia da inalagao do vapor
do gas esterilizante por humanos. Os efeitos de exposi¢coes repetidas a baixas
concentragbes do agente ndo estdo bem documentados, porém casocs
reportados indicam que tais exposigbes podem estar associadas aos efeitos
neurolégicos como cefaléia, letargia, apatia e neuropatia senso motora
(JORKASKY, 1990).

Estudos epidemioldgicos sugerem uma relagdo entre o aumento da
incidéncia de cancer de pancreas, de estémago, de mama, leucemia e doenga
de Hodgkins e a exposi¢do ocupacional cronica ao EO (RODICKS & BROWN,
1990).

O Ministério da Saude considera o EO um agente potencialmente
mutagénico, carcinogénico e teratogénico e de acordo com a portaria
interministerial n® 482 de abril de 1999, estabeleceu-se um limite maximo de
exposigdo ocupacional de 1 ppm para TWA (time weighted average — periodo
de oito horas de trabalho por dia) e 5 ppm para STEL (short-ferm-exposure limit
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— periodo de quinze minutos diarios) . Ja o limite maximo permitido de residuos
de o&xido de etileno em correlatos apds os processo de esterilizagéo,
reesterilizagdo ou reprocessamento ¢ de 250 ppm (AAMI-10993-7,1995;
BRASIL, 1999 e MANNINIG, 1989). Relatos atestam que a concentragédo do EO
residual acima dos limites em produtos médicos causa lesbes cutdneas e
hemdlise (ZAYEVA et al., 1990). A remogéo residual do 6xido de etileno em
produtos € normalmente realizada em cémaras de aeragdo com lavagens
multiplas de ar que pode ser aquecido. As analises de detecgdo do gas em
produtos ou ambientes sdo realizadas a partir de cromatografia gasosa. No
monitoramento ocupacional sdo utilizados os métodos do tubo de carvao e
difusz'-io..

Devido as suas caracteristicas tdxicas, 0 uso inadequado do 6xido de
etileno pode gerar riscos tanto para o paciente de um artigo médico-hospitalar,
quanto para o usuario de outros produtos descontaminados por este método.
Além disso, as equipes envolvidas no manuseio de equipamentos que
empregam o EO, também podem correr perigos desnecessarios, caso as
precaugdes de seguranga ndo sejam adotadas.

O conhecimento dos riscos potenciais decorrentes das caracteristicas
inerentemente téxica do 6xido de etileno ndo deve ser razdo de temor, mas sim
de conduzir & adequagao de instalagdes assim como o uso de equipamentos de
protegdo individual que permitam condigbes de trabalho seguras (PINTO,
1997).

3.1.5. Fatores que influenciam a letalidade
Existem quatro parametros de processo que afetam diretamente a

inativagdo dos microrganismos pelo 6xido de etileno que sdo os seguintes:

concentragio do gas, temperatura, umidade relativa e tempo (PARISI, 1981).
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3.1.5.3. Temperatura

Os processos industriais, em sua maioria, adotam faixa de temperatura
de 38-60 °C. Este parametro exerce uma das mais significativas influéncias na
eficiéncia do oxido de etileno como agente esterilizante, ou seja, a cada
aumento de 10 °C na temperatura, a taxa de inativagdo de esporos em geral
duplica. Foi observado também, que o aumento da temperatura pode facilitar a
transferéncia do EO para o produto e embalagem uma vez que aumenta a
permeabilidade em certos materiais (GILLIS, 1986; BURGESS & REICH, 1993:
HUCKER et al., 2001 e SMITH, 2001).

A realizagdo de estudos de penetragdo de calor nos produtos é
importante, uma vez que explicam falhas de processo e evitam danos aos
produtos e embalagens em pontos de super aquecimento. A temperatura é

verificada apenas com a utilizagdo de sensores.

3.1.5.4.Tempo de exposicao

Existe uma relagdo direta entre os trés parametros anteriores
(concentragdo do gas, umidade relativa e temperatura) e o tempo requerido
para que a Ietalidade desejada seja atingida. A selegdo dos melhores
parametros de processo resultara em processo de esterilizagdo por 6xido de
etileno com duragao inferior a duas horas (GILLIS, 1986 e BURGESS & REICH,
1993).

O inicio da exposi¢do deve ser considerado somente quando todos os
parametros atingirem o minimo definido para o processo. A verificagdo do

tempo do processo € realizada e medida diretamente.
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3.3. Esterilidade

Em adultos saudaveis o contato com produtos contaminados nio
representa problema sério a menos que o microrganismo seja um patdgeno.
Entretanto, pode ocorrer infecgdo ou até 6bito em se tratando de paciente com
o sistema imunolégico debilitado, ou se o produto se destinar a introdugdo em
area normaimente estéril, pele lesada, membrana, mucosa ou olhos. O risco de
infecgdo e/ou obito depende de fatores, dentre os quais as caracteristicas
qualitativa e quantitativa do microrganismo, resisténcia do hospedeiro e via de
administragdo. Por esta razdo, uma série de processos utilizando-se agentes
quimicos e fisicos foi desenvolvida para inativar microrganismos atingindo desta
forma a esterilidade.

O conceito de esterilidade segundo PINTO et al., (2000) refere-se a total
auséncia de forma viavel capaz de reprodugdo. Com o conhecimento atual
estatistico envolvendo a morte microbiana, ha questionamentos quanto a
afirmagao absoluta da esterilidade dos produtos. Para abordarmos este assunto
€ importante definir previamente o conceito de morte associado aos
microrganismos. Um microrganismo é definido como morto quando nac mais se
prolifera em meios de cultura onde usualmente isto ocorreria, considera-se
como forma de constatagdo a turbidez de meios liquidos ou o surgimento de
coldnias em meios soélidos. Um dnico organismo deve ser capaz de se proliferar
através de muitas geragdes para ser detectado, portanto um microrganismo que
ndo possa se reproduzir, ou que possa fazé-lo apenas por poucas geragoes,
pode por este critério, ser considerado morto. Como conseqiéncia direta dos
fatos apresentados anteriormente, a expressao “livre de formas demonstraveis
de vida” tem sido empregada como sindnimo de estéril.

Outra consideragio a ser feita € que microrganismos expostos a agentes
letais nd0 morrem simultaneamente. O seu nimero decresce exponencialmente
com o tempo de exposicdo, portanto a auséncia de todos os microrganismos

viaveis ira ocorrer num tempo infinito de exposigéo ao agente. A esterilidade &,
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utilizados na confecgdo de indicadores biolégicos. Em razdo da resisténcia
apresentada pelo Bacillus subtilis var. niger ao 6xido de etileno, este é o
bioindicador utilizado no monitoramento do processo de esterilizagao tanto para
o agente mencionado anteriormente quanto para o calor seco (AAMI-11138-1,
1994 e AAMI-11138-2, 1994).

O bioindicador adequado deve apresentar uma resisténcia (valor de D)
ao processo de esterilizagédo igual ou superior aquelas dos microrganismos
originalmente presentes no produto a ser esterilizado (AAMI-111135, 1994:
AAMI-11138-1, 1994; AAMI-1138-2, 1994 e Penna, 1997).

3.6. Validagao do processo de esterilizagao

A partir da década de 70, a terminologia e o conceito associados a
validagdo do processo de esterilizagdo se difundiram rapidamente e foram
prontamente compreendidos e aceitos tanto pelas industrias quanto pelos
dorgdos regulatérios. No processo de esterilizagdo por 6xido de etileno de
correlatos a norma mais atual e que apresenta uma ampla abordagem do
assunto é a “ANSI/AAMI/ISO 11135 - Medical devices validation and routine
control of ethylene oxide sterilization” (AAMI — 11135, 1994).

A proposta da validagdo é assegurar com alto indice de confianga que o
processo de esterilizagdo resulta em produtos estéreis, indubitavelmente
seguros e eficazes, atendendo integralmente aos seus requisitos de qualidade
(PENNA, 1994). isto se faz necessario quando nem todas as caracteristicas do
produto resultante de um processo podem ser integralmente verificadas e
garantidas com testes e inspe¢des subseqientes no produto final.

A validagdo do processo de esterilizagdo por 6xido de etileno é uma das
mais complexas e dividem-se em qualificagdo de instalagdo, operagdo e
processo a qual & subdividida quimica, microbiolégica e em parametros de
processo. A qualificagdo de instalagéo consiste na auditoria da camara de
esterilizacdo e suas utilidades quando este foi instalado na planta, verificando

se os mesmos se encontram de acordo com as recomendagdes do fabricante.
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Na qualificagdo de operagdo é verificado se os parametros operacionais sio
atingidos e se os instrumentos se encontram calibrados. J4 a qualificagdo de
processo € realizada a fim de demonstrar a reprodutibilidade do processo a
conformidade dos produtos com seus requisitos (SORDELINI & CAPUTO,
1996).

A qualificagdo de processo deve ser realizada sob as condi¢des mais
rigorosas do processo que as de rotina a fim de que se demonstre a adequagao
e reprodutibilidade do processo de esterilizagdo. Os ciclos devem ser feitos com
a carga maxima disponivel, que apresente a maior densidade, dificuldade na
penetragao dos gases e requer mais dos equipamentos auxiliares.

A qualificagdo microbiolégica verifica a determinagao do nivel de garantia
de esterilidade que o produto atinge e a adequagédo do uso do biocindicador no
monitoramento da eficacia do processo de esterilizagao.

Os métodos adotados na qualificagdo microbiologica sdo o da
sobremorte ou meio ciclo e da construgdo da curva de scbreviventes a partir do
método da fragdo de negativos ou da carga microbiana (enumeragao) (AAMI-
11737, 1994). O primeiro €, historicamente, o mais utilizado no processo de
esterilizagdo por 6xido de etileno. Ele se baseia no conceito que o processo
inativara 1x10® esporos de Bacillus subtilis var. niger na metade do tempo de
exposi¢gdo {meio ciclo). Portanto, no ciclo completo, o processo destruira outros
1x108 esporos, havendo desta forma doze redugées logaritmicas e um SAL de
10® . Conforme a USP (2002), os bioindicadores para um ciclo de sobremorte
tem que apresentar um valor de D minimo de 2,6 minutos, uma condigdo de
exposigdo de 600 + 30 mg de EO/L, 52 + 1 °C e 60 + 10% de umidade relativa e
ainda uma concentragdo maior ou igual a 10°de esporos.

Ja a construgdo da curva de sobreviventes via fragdo de negativos ou
enumeragdo visam a constru¢do da curva de inativagdo microbiana tanto da
carga microbiana presente no produto quanto do indicador biologico a partir da
qual é possivel verificar o valor de D e o SAL que o processo de esterilizagao

proporciona ao mesmo.






Dissertacdo de mestrado 22

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

4.1.1. Sutura cirurgica

Conforme as farmacopéias brasileira € americana (FARM. BRAS., 1988
e USP, 2002) a sutura cirargica & dividida em absorvivel e ndo absorvivel
conforme a capacidade do corpo humano em degrada-la ou ndo. O artigo
médico-hospitalar utilizado neste trabalho foi uma sutura cirlirgica sintética
absorvivel a qual € passivel de degradagdo e conseqilente absorgao por parte
de tecidos vivos.

A sutura sintética absorvivel em questdao é obtida a partir de um
copolimero de glicolida e caprolactonato € um corante violeta de comprovada
inocuidade (a coloragdo tem a finalidade de facilitar a visualizagdo da sutura no
campo operatorio), para ser utilizado na aproximagao de bordas de incisdes.
Apés o implante da sutura, a sua absorgdo se da por hidrélise através da agua
contida nos tecidos. A condicdo de esterilidade deste produto médico é
considerada indispensavel uma vez que seu emprego é em procedimento
cirargico geral com a finalidade de aproximar ou ligar tecidos macios, onde se
pretende obter uma cicatrizagdo e recuperagao dos tecidos envolvidos com
posterior absorgéo do fio pelo organismo.

A sutura cirurgica € composta pelo fio, agulha e uma embalagem de
papel que acomoda os dois componentes anteriormente descritos sendo ainda,
que estes sdo acondicionados numa embalagem de aluminio com abertura para
permitir a penetragdo do gas esterilizante, conforme mostra a figura 2.

Conforme o inciso IV do artigo 4° da lei n® 5.991/73, do Ministério da
Saude, a sutura cirurgica esta classificada como correlato, ou seja, “a
substancia, produto, aparelho ou acessério ndo enquadrado nos conceitos
anteriores, cujo uso ou aplicagdo esteja ligado & defesa e protegdo da saude
individual ou coletiva, a higiene pessoal ou de ambientes, ou a fins diagnosticos

e analiticos, os cosméticos e perfumes, e ainda os produtos dietéticos, oticos,
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O ciclo de esterilizag@o se resume nas seguintes fases:

Aguecimento da cAmara com a agua quente recirculante da jaqueta;
Realizagao de vacuo para a remogao de ar no interior da camara;

Inje¢do de vapor d'agua para que a umidade relativa da camara seja
atingida;

Injegao de nitrogénio para eliminar a inflamabilidade e explosividade do
oxido de etileno;

Injecao de oxido de etileno, ou seja, do agente quimico esterilizante;

O tempo de exposi¢do da carga ao agente esterilizante (a¢ido) € de no
minimo oito horas e maximo de nove horas;

Aumento da temperatura da jaqueta;

O processo de lavagem do gas EO e da retirada de umidade se inicia com a
realizagao do vacuo;

Injecac de nitrogénio para a troca de caior com o produto;

Tempo de contato com o nitrogénio para troca de calor;

Realizagdo de vacuo, eliminagado dos gases da camara,

Injega@o de nitrogénio para a troca de calor;

Tempo de contato com o nitrogénio para troca de calor;

Realizagdo de vacuo, eliminagdo dos gases da camara,

Injecédo de nitrogénio para a troca de calor com o produto,

Tempo de contato com o nitrogénio para troca de calor;

Realizagdo de alto vacuo, eliminagdo dos gases da camara;

Interrupgdo do ciclo com nitrogénio ap6s 250 minutos da etapa anterior.

Todos os parametros de processo dos ciclos realizados foram registrados

em carta grafica conforme figura 7 e seus valores foram confrontados com os

especificados.
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4.1.5. Meios de cultura

4.1.5.1. Carga microbiana
4.1.5.1.1. TSA (Tryptic Soy Agar)

Dissolvido 24,0 g de TSA em 600,0 mL de agua destilada. Autoclavado a

121 °C por 15 minutos.

4.1.5.1.2. Saboraud

Dissolvido 65,0 g de Saboraud em 1,0 L de agua destilada. Autoclavado

a 121 °C por 15 minutos.

4.1.5.2. Teste de esterilidade

4.1.5.2.1. TSB (Tryptic Soy Broth)

Dissolvido 30,0 g de TSB em 1,0 L de agua destilada. Autoclavado a 121

°C por 15 minutos.

4.1.5.2.2. THIO (Tioglicolato)

Dissolvido 30,0 de THIO g em 1,0 L de agua destilada. Autoclavado a
121 °C por 15 minutos.
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4.1.6. Solugdes

4.1.6.1. Carga microbiana

4.1.6.1.1. Agua peptonada

Dissolvido 1,0 g de peptona em 1,0 mL de Tween-80® e estesem 1 L de
agua destilada. Autoclavado a 121 °C por 15 minutos.

4.1.6.1.2. Solugao de acido tartarico 10%
Diluido 10,0 g de acido tartarico em 100,0 mL de &gua destilada.
Autoclavado a 121 °C por 15 minutos.
4.1.6.1.3. Solugao de cloreto de soédio 10%
Dissolvido 10,0 g de cloreto de sddio em 100,0 mL de agua destilada.
Autoclavado a 121 °C por 15 minutos.
4.1.6.2. Oxido de etileno residual

4.1.6.2.1. Oxido de etileno

Oxido de etileno 100%, fornecido pela White Martins.

4.1.6.2.2. Nitrogénio

Nitrogénio super seco, fornecido pela White Martins.
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4.1.6.3. Umidade residual
4.1.6.3.1. Metanol anidro

Solugdo de metanol anidro (MeOH anidro), ou seja, maximo de 200 pg

de agua/mL.

4.1.6.3.2. Reagente Karl Fisher

O reagente Karl Fisher é composto por uma mistura de metanol,
carbonato de propileno, 1,3-dimetil-2-imidazolidinona, diéxido de enxofre, 1,3-di-

4-piridilpropano, dietanolazina, iodo, cloreto de colina e etilenoglicol.

4.1.7. Equipamentos / Vidrarias

4.1.7.1. Carga microbiana

- Baldo volumétrico de 1 L,

- Tubos de ensaio de 260 mL;

- Pipetas de 30 mL;

- Placas de Petri de 90 mm de didmetro;

- Agitador - modelo G10 GYROTORY, New Brunswick, USA,
- Incubadora - modelo B.O.D. MA415, Marconi, Brasil,

- Contador de coldnias - modelo CP600, Phoenix, Brasil;

- Banho-maria - marca Fanen, Brasil.

4.1.7.2. Teste de esterilidade

- Fluxo laminar Pachane - modelo PA-116;

- Tubos de ensaio de 260 mL;
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Estufa - modelo 002CD, Fanen, Brasil;
Incubadora - modelo B.O.D. MA415, Marconi, Brasil.

4.1.7.3. Oxido de etileno residual

- Seringa de 25 ul do tipo gastight;

- Frascos de vidro com capacidade para 10 mL;

- Cromatégrafo — modeio CG 5890, Hewlett Packard, USA;
- Estufa —modelo 515C, Fanen, Brasil.

4.1.7.4. Umidade residual

- Seringas do tipo gastight de 5 mL;
- Agitador orbital, Fanen, Brasil;
- Analisador de umidade - modelo CAQ0S, Mitsubishi, Japao.

4.2. Métodos
4.2.1. Qualificagao microbioldgica
4.2.1.1. Carga microbiana

A carga microbiana da sutura cirurgica foi realizada com trinta amostras
antes do processo de esterilizagdo. O valor obtido a partir deste método foi
utilizado na construgdo da curva de sobrevivéncia com o tempo zero. E
importante ressaltar que nenhum dos componentes da sutura sintética
absorvivel, comprovadamente apresenta propriedades bacteriostaticas e
fungistaticas.

As amostras do produto foram subdivididas em fios € as embalagens que

acomodam o fio e a agulha. Cerca de 25 g da embalagem e 30 fios foram
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inseridos respectivamente em frascos contendo &gua peptonada (item
4.1.6.1.1.) com 475 mL e 300 mL e agitados por uma hora.

Para a contagem total de bactérias foram retiradas de cada frasco de
extragdo aliquotas de 5 mL e colocadas em placas de Petri, previamente
esterilizadas em réplicas de cinco. Foi vertido aproximadamente 20 a 25 mi de
TSA (item 4.1.5.1.1.) estéril, resfriado e deixado solidificar. As placas foram
posteriormente incubadas por 3 dias a 30-35 °C. Apos tal periodo e utilizando-
se um contador de colbénias, as unidades formadoras de colénia presentes nas
placas foram enumeradas.

Na contagem de bolores e leveduras, o procedimento acima foi repetido,
ou seja, foram retiradas de cada frasco de extragdo aliquotas de 5 mi e
colocadas em cinco placas de Petri, previamente esterilizadas, vertendo
posteriormente, 20 — 25 ml de Saboraud (item 4.1.5.1.2.) e 0,2 mL de solugdo
de acido tartarico 10% (item 4.1.6.1.2.), estéreis e esfriados por placa e
deixadas solidificar. As placas foram posteriormente incubadas invertidas por 7
dias a 20 — 25 °C. ApoGs tal periodo e utilizando-se contador de coldnias, as
unidades formadoras de coldnia presentes nas placas foram enumeradas.

Ja na contagem de esporos mesodfilos, foi retirada de cada frasco de
extragdo uma aliquota de 20 a 25 ml e colocadas em tubos estéreis. Estes
foram submetidos por 20 minutos a 100 °C e em seguida em banho de gelo por
mais 20 minutos. Foram pipetadas 5 mL de cada tubo em cinco placas de Petri
vertendo TSA (item 4.1.5.1.1.) liquefeito em seguida.

Foram aguardadas as solidificagdes das placas e posteriormente
incubadas invertidas a 30 — 35 °C por 2 dias para obtengdo do numero de
esporos mesofilos. Apos tal periodo e utilizando-se um contador de colénias, as
unidades formadoras de coldnia presentes nas placas foram enumeradas.

Para a contagem de esporos terméfilos, foram retirados de cada frasco
de extragdo uma aliquota de 10 a 20 ml e colocadas em tubos estéreis. Estes
foram submetidos por 10 minutos ao banho-maria € em seguida em banho de
gelo por mais 20 minutos. Foram pipetadas 5 ml de cada tubo em cinco placas

de Petri vertendo TSA liquefeito em seguida. Foram aguardadas as
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O método da fragdo de negativos foi utilizado para estimar os
sobreviventes a 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 160, 200 e 240 minutos de
exposi¢cdo para se obter o que se chama de regido quantal, ou seja, onde
haveria crescimento parcial das amostras. Apos a conclusdo do processo de
esterilizagdo, as amostras do produto e do indicador biclogico foram submetidas
ao teste de esterilidade conforme o item 4.2.1.2. e figura 10.

O nuamero de sobreviventes foi calculado conforme a equagido de
Halvorson e Ziegler (HALVORSON & ZIEGLER, 1933) da seguinte forma:

N =23 10g(—rrl] - concentragdo microbiana final apds um determinado tempo
de exposi¢ao, onde:

n - nimero total de amostras de bioindicador ou produto utilizado

r - nimero de amostras com resultade negativo

(AAMI, 11135, 1994; JUSTI, et al., 2001; RODRIGUEZ et al., 2001; MOSLEY et
al., 2002a e MOSLEY, 2002b).

4.2.1.4. Método da sobremorte ou meio ciclo

O método da sobremorte ou meio ciclo baseia-se no conceito de que o
processo inativara 1x10® esporos de Bacillus subtilis var. niger na metade do
tempo de exposigdo (meio ciclo). Portanto, no ciclo completo, o processo
destruira outros 1x10® esporos, havendo desta forma doze redugdes
logaritmicas e um SAL de 10°.

Este método, historicamente, tem sido o mais utilizado nos processo de
esterilizagdo por o&xido de etileno em razdo da sua praticidade e
reconhecimento normativo. Nesta metodologia foram empregados apenas
indicadores biolégicos 0s quais apds o término do processo de esterilizagao sdo
submetidos ao teste de esterilidade conforme item 4.2.1.2.. O critério de
sucesso deste procedimento & que no final dos trés meio ciclos do processo de

esterilizagdo nido pode haver nenhum crescimento das amostras dos
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indicadores bioldgicos utilizadas. E importante ressaltar que o ciclo de
esterilizagdo utilizado adota um tempo minimo de exposi¢cdo de 480 minutos,

portanto, as trés corridas foram realizadas com 240 minutos de exposi¢édo.

4.2.2. Qualificagado quimica

4.2.2.1. Analise de 6xido de etileno residual

O o6xido de etileno residual € um termo utilizado para referenciar
vestigios quimicos, os quais podem permanecer associados aos correlatos até
a sua utilizagao no paciente. A fim de que a sutura cirurgica absorvivel atenda
aos requisitos residuais do 6xido de etileno é necessario que este fique em
quarentena por oito dias apds o0 seu processo de esterilizagao.

O método analitico utilizado na determinagéo do 4xido de etileno residual
do produto em questdo foi o do headspace, no qual o gas esterilizante ainda
contido na amostra foi liberado por aquecimento, em frasco lacrado, a
temperatura e tempo controlado. O gas liberado foi coletado em micro seringas
e submetido a analise por cromatografia gasosa. A comparag¢ao dos resultados
em relagdo a um padrao de concentragdo conhecida permitiu calcular o valor de
oxido de etileno contido na amostra (PAGE, 1993 e AAMI-10993-7, 1995). O
método sera detalhado a seguir.

Na preparacdo do oxido de etileno padréo (item 4.1.6.2.1) foi utilizado
trés frascos de vidro lacrados utilizando septos de silicone, os quais foram
saturados em capela com o gas esterilizante apds quinze minutos de fluxo do
gas. Utilizando-se uma seringa de 25 pl do tipo gastight foram retiradas
aliquotas de 5, 10, e 20 pL e inseridas no cromatégrafo a gas com detector de
ionizagdo de chama para a construgdo de uma curva padrao. Cada aliquota foi
amostrada em triplicata.

Uma vez concluida a curva padrao foi iniciada a inje¢ao das amostras.
Porém, estas foram previamente preparadas a partir da transferéncia de 60 a

100 mg da sutura (sem agulha) para os frascos de vidro previamente pesados.
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Estes foram pesados novamente apds a introdugdo do fic, facrados e em
seguida submetidos ao aquecimento em estufa a temperatura de 100 £ 5 °C por
quinze minutos. Apos este periodo, os frascos foram retirados da estufa e
coletadas aliquotas de 50 uL e injetadas no cromatdgrafo. Para cada amostra
também foram realizadas triplicatas.

A concentragdo de 6xido de etileno residual foi obtida utilizando-se a

seguinte equacgao:

cor{(}(52)) e

Ceo = concentragao de 6xido de etileno residual em ppm

Aa = area cromatografica da amostra
A, = area média cromatografica do padrao
Meo = massa de Oxido de etileno padrao = 7,32 ug

M, = massa da amostra

As condigbes do cromatégrafo gasoso na determinagdo do oOxido de
etileno residual estdo descritas abaixo:
- Coluna empacotada de ago inox com 1,8 m de comprimento e 1/8 pol de
didametro interno e enchimento Porapak R 80-100 mesh,
- Gas de arraste — nitrogénio;
- Fluxo — 60uL/min;
- Temperatura:

- Injetor — 150 °C

- Coluna — 250 °C

- Detector — 280 °C
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procedimento operatério ou o rompimento prematuro do fio antes da
cicatrizagdo do tecido causando, de qualquer forma, um prejuizo ac usuario.

O método de detecgdo da umidade utilizado baseia-se na extracio
quantitativa da agua presente no produto, utilizando-se metanol seco através do
método de Kari Fischer. Posteriormente, a agua extraida com o metanol é
injetada na cela do titulador que rapidamente interage com o reagente Kar/
Fischer (item 4.1.6.3.2.).

As amostras foram preparadas antes de serem submetidas ao teste com
a aplicagdo de um "gidbulo" silicone sobre a superficie da embalagem de
aluminic. Ap6s a vulcanizagéo (processo em que o polimero se torna elastico)
do silicone (48 horas), que serve como o septo para impedir a entrada de ar, foi
inserido através dele uma seringa do tipo gastight contendo 4 mL de metanol
seco (item 4.1.6.3.1.). Sem retirar a seringa do septo de silicone, o produto foi
agitado por alguns segundos e retirado, aproximadamente, 3 mL de ar, sem
permitir o retorno do metanol. Este ar da seringa foi descartado no frasco
lacrado de residuos, para evitar a contaminagao ambiental com metanol. Para
cada uma das amostras 0s procedimentos anteriormente descritos foram
repetidos.

As amostras contendo metanol foram agitadas por 15 minutos e ainda
descansaram por mais 10 minutos a temperatura ambiente. Os produtos foram
todos reinspecionados para que possiveis vazamentos de metanol fossem
localizados.

Através do septo de silicone, uma aliquota de 500 pL foi retirada da
amostra e desprezada em frasco lacrado de residuos. O mesmo procedimento
foi repetido na segunda aliquota. A terceira aliquota de 500 pL foi retirada da
amostra e injetada na cela de titulagdo. Apds o término da titulagdo, o valor em
microgramas de agua foi registrado. Para a mesma amostra foi repetido trés
vezes o procedimento de detecgdo de umidade, obtendo um desvio padrio
relativo (RSD) menor ou igual a 20%.

O teor de agua residual por produto foi obtido utilizando-se a seguinte

equacao:
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E importante registrar que as cartas graficas utilizadas na obtencdo dos
valores foram as provenientes dos trés meios ciclos realizados no método da
sobremorte (qualificagdo microbiologica), portanto a concentragdo do éxido de
etileno sera a minima especificada, uma vez que os ciclos foram processados

com sua letalidade reduzida.

4.2.3.2. Concentragao de umidade relativa

Com o uso da tabela de vapor saturado, na qual obtém —se a pressédo de
saturagdo do vapor de agua a varias temperaturas, o valor do diferencial de
pressdo da injegdo de vapor e a equagio abaixo, foi obtido o valor de umidade
relativa no interior da camara. O método empirico preconizado para a

determinag¢do da umidade, utiliza a seguinte equagéo:

%URx P,
7 100% y Onde

% UR = umidade relativa desejada
P, = pressdo de vapor da agua em mm Hg
Py = pressdo de saturagdo de vapor na temperatura da camara no final da
inje¢do de vapor em mm Hg

E importante registrar que as cartas graficas utilizadas na obteng&o dos
valores foram as provenientes dos trés meios ciclos realizados no metodo da
sobremorte (qualificagdo microbiologica), portanto a concentragéo da umidade
relativa serd a minima especificada, pois os ciclos foram processados com sua

letalidade reduzida.
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referidos processos foi de 240 minutos e este serd considerado o valor de

critério de sucesso.

4.2.4. Analise estatistica
4.2.4.1. Qualificagao microbiolégica

A construgao da curva de sobreviventes, ¢ valor de D e o coeficiente de
determinagdo (R? - mede o grau de relagdo existente entre duas variaveis)
foram determinados a partir de regressdo linear executada no software

Microsoft® Excel versdo 7.0 executado em computador pessoal (PC).
4.2.4.2. Qualificagao quimica
4.2.4.2.1. Software
O software adotado foi o JUMP, um programa estatistico desenvolvido
pelo SAS Institute Inc., o qual foi executado em computador pessoal (PC).
4.2.4.2.2. Plano amostral

Nas andlises de unidade e 6xido de etileno residual foram seguidos

planos amostrais de 30 unidades em cada avaliagdo (JURAN & GODFREY,
1998).
4.2.4.2.3. Estatistica descritiva

Foi feita uma analise descritiva dos dados de umidade e 6xido de etileno

residual, onde foram calculados as estatisticas, média e desvio padro.
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4.2.4.2 4. Estatistica indutiva

Realizou-se teste de normalidade baseado no teste de Shapiro Wilks
com a finalidade de verificar se o comportamento dos dados € normal, para
tanto foi verificado o p-value. Se esta significancia estatistica (p-value), for
superior ou igual a 0,05, pode-se inferir que o conjunto de dados analisados
segue uma distribuigdo normal.

Verificou-se também o intervalo de predigao, isto é, a estimativa da faixa
de valores futuros obtidos pela populagdo com um nivel de confianga pré-

determinado (95%). O referido intervalo foi calculado da seguinte forma:

iithle+l , onde:
n

X = meédia
S =desvio
n = nimero de amostras

t =t de Student = 2,042, onde n -1 = 29 e w/2 = 0,025 (nivel de significancia)

4.2.4.3. Qualificagcdo dos parametros de processo
4.2.4.3.1. Software

O software adotado foi o JUMP, um programa estatistico desenvolvido
pelo SAS Institute Inc., 0 qual foi executado em computador pessoal (PC).
4.2.4.3.2. Estatistica indutiva

A analise de variancia (ANOVA) foi adotada para identificar a existéncia de

diferenga significativa entre as médias dos trés ciclos para os parametros de
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concentragdo do 6xido de etileno e da temperatura, adotando-se nivel de
confianga de 95%. Quando o p-value for igual ou maior que 0,05 ndo se pode

afirmar que existe diferenga significativa entre as médias.
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ANEXO 5:
Publicagao “Ethylene Oxide Sterilization of Surgical Sutures Monitored by
Bacillus subtilis”



OBSERVACAO

NAO FOI AUTORIZADA A INCLUSAO DO(S)
ARTIGO(S) NESTE ARQUIVO





