UNIVERSIDADE DE EVORA
EscoLA DE CIENCIA E TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA

ACTIVIDADE BIOCIDA DO OXIDO DE
ETILENO EM DISPOSITIVOS MEDICOS

Ana Ernestina Silveira Nunes

Outubro de 2010



RS .
g‘?ﬁ' ia'?ﬂ UNIVERSIDADE DE EVORA
_—; T EscoLA DE CIENCIA E TECNOLOGIA

h
“evo® DEPARTAMENTO DE QUIMICA

ACTIVIDADE BIOCIDA DO OXIDO DE
ETILENO EM DISPOSITIVOS MEDICOS

Dissertacao para a obtencao do Grau de Mestre em
Bioquimica

Ana Ernestina Silveira Nunes

Orientador: Prof. Doutor Antdénio Paulo Teixeira
Co-orientadora: Prof. Doutora Ana Teresa Palma

Outubro de 2010



Aos meus sobrinhos Antonio e Caetana

“0 verdadeiro heroismo consiste em persistir
por mais um momento quando tudo parece perdido”.

W.F.Grenfel



Ana Silveira Nunes (2010). Actividade Biocida do Oxido de Etileno em Dispositivos
Médicos. Dissertacdo de Mestrado (A. Teixeira e A. Palma, orientadores), Escola de

Ciéncias e Tecnologia, Universidade de Evora, Evora, Portugal

RESUMO

Os dispositivos médicos assumem uma grande importancia na medicina actual. No
entanto, muitos dos materiais destes dispositivos ndo podem ser submetidos a
processos de esterilizagcdo que utilizem temperaturas elevadas, pois deformam-se ou
degradam-se, impedindo assim a sua posterior utilizagao.

A esterilizagdo por oxido de etileno é um tipo de esterilizagdo quimica baseada na
utilizacdo deste composto como agente esterilizante, sendo o método recomendado
para os dispositivos que ndo podem ser esterilizados através das técnicas tradicionais
de calor e/ou vapor, incluindo artigos termossensiveis e em embalagem final.

Tendo em vista a implementagcdo de uma central de esterilizacdo de dispositivos
meédicos por oxido de etileno, desenvolveu-se este estudo com o objectivo de estudar
os factores que contribuem para a contaminacdo dos dispositivos médicos,
nomeadamente: manipuladores, ar, superficies, matéria-prima, e avaliar as condicbes
microbioldgicas em que se encontram apos a sua embalagem, bem como a actividade
biocida do éxido de etileno em diversos dispositivos médicos contaminados com carga
microbiana conhecida.

Os resultados obtidos mostraram uma variagdo da carga contaminante influenciada
por diversos factores, nomeadamente durante a producéo, em periodos de calor e em
superficies em que mais dificil efectuar a sua higienizagcédo, o que obriga a imposicao
de regras de higiene adequadas de modo a reduzir os valores.

Foi avaliada a carga microbiana de diversos dispositivos médicos a qual mostrou que
os dispositivos em gaze e nio tecido apresentam uma maior carga microbiana que os
materiais de plastico e metal. A proliferacdo ao longo de um periodo de tempo de
armazenamento foi também avaliada.

No estudo efectuado comprovou-se que o 6xido de etileno é eficaz na esterilizagao
dos diversos dispositivos embalados até uma carga microbiana de 10° ufc/g.
Verificou-se também que o método enzimatico é sensivel a valores de carga

microbiana de 107 ufc/g.

Palavras-chave: Esterilizagdo, oxido de etileno, dispositivos médicos, seguranga,

desinfecgao
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ABSTRACT

Medical devices have great importance in modern medicine. However many of these
medical devices materials cannot be submitted to sterilization processes that use high
temperatures, because they can be deformed or degraded, thus preventing there
further use.

Sterilization by ethylene oxide is a type of chemistry sterilization process based on the
use of this reagent, whith is the recommended method for devices that cannot be
sterilized by traditional techniques of heat and / or steam, including thermo sensitive
medical devices and articles in the final package.

In order to implement a central sterilization unit of medical devices by ethylene oxide,
this study was carried out to study the factors that contribute to the contamination of
medical devices, including: handlers, air, surfaces, raw materials and the
microbiological conditions in which they are after packaging. Additionally the biocidal
activity of ethylene oxide was evaluated in various medical devices contaminated with
known microbial load.

The results showed a variation of the microbial load, influenced by several factors,
namely during the production, in warmer weather, and in areas where was more
difficult to carry out their cleaning, which requires the imposition of rules of proper
hygiene to reduce these values.

It was also evaluated the microbial load of several medical devices, which showed that
the devices in gauze and nonwoven have a higher microbial load than the plastic
materials and metal. The proliferation over a period storage time was also evaluated.

In the study it was shown that ethylene oxide is effective in sterilization of various
devices packed into a microbial load of 10° ufc/g.

It was also found that the enzymatic method is sensitive to values of microbial load of
10’ ufc/g.

Keywords: Sterilization, ethylene oxide, medical devices, safety, disinfection.
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1. Dispositivos médicos

Os dispositivos médicos sao, nas diferentes areas da saude, instrumentos essenciais
para a reducdo da doenga, melhoria da saude e qualidade de vida dos cidadaos. Os
dispositivos médicos englobam uma vasta gama de produtos onde se inclui o material
de penso, o material cirdrgico, o equipamento de raio X, as tiras para controlo de
diabetes, os pacemakers, entre muitos outros. Os dispositivos médicos baseiam-se
hoje numa variedade de tecnologia incluindo a engenharia mecénica, os biomateriais,
a electronica, o software, a Optica, a imagiologia para diagnéstico, entre outros

(www.infarmed.pt, 2010).

Estes dispositivos sdo hoje essenciais na pratica médica. A necessidade de
desinfecgcdo e esterilizagdo de dispositivos médicos tem sido referida em varios
estudos cientificos (Rutala et al., 1999). Estes referem a existéncia de infec¢des
relacionadas com saneamento inadequado, falhas na desinfeccao e esterilizagao, que
muitas vezes levam a morte do paciente (Rutala et al., 1999).

A esterilizagdo consiste na exposicdo dos dispositivos médicos a um agente
esterilizante, durante um determinado periodo de tempo, em condigdes de
temperatura, pressdo e humidade ajustadas e controladas. Um dos factores que

influencia estas condigbes ¢é o tipo de embalagem que os contém.

1.1. Embalagem de dispositivos médicos para esterilizagao

As embalagens plasticas sdo utilizadas em quase todos os sectores de actividade
industrial e comercial, nas quais se engloba o sector dos dispositivos médicos,
podendo ser divididas em flexiveis e rigidas. Além de embalar, a embalagem tem a
funcado de chamar a atengao, descrever as caracteristicas do produto, criar a confianca
do consumidor e produzir uma impressao global favoravel. Alguns clientes dao
prioridade ao design, a funcionalidade e a qualidade. Embalagens bem desenhadas
podem criar valor de conveniéncia para o consumidor e valor promocional para o

fabricante dos bens de consumo (www.sterigenics.com, 2010).

A embalagem final dos dispositivos médicos é obtida pela colagem de papel a um
filme, podendo este ser rigido ou flexivel, sendo colado através de calor (Crippa, 2006)
O papel lacado surgiu para se reduzir o risco de rasgar ou de se soltarem particulas na

abertura da embalagem em blocos operatérios ou nas urgéncias. A laca tem a



particularidade de selar bem ao polietileno, sendo esta a parte que efectivamente cola
ao filme. O papel diz-se laminado porque pode ter varias camadas, ou seja,
polipropileno mais polietileno, sendo este componente o0 que possui as propriedades
ideais para colar a laca do papel (Crippa, 2006).

O polietileno (PE) é, entre os plasticos comerciais, 0 que tem a estrutura mais
conhecida e a mais simples (Roman, 1997). O PE & um polimero parcialmente
cristalino e flexivel, cujas propriedades sdo acentuadamente influenciadas pelas
quantidades relativas das fases amorfa e cristalina. Em condicbes normais, os
polimeros etilénicos ndo séo toxicos, podendo inclusive, ser utilizados em contacto
com produtos alimenticios e farmacéuticos (Coutinho et al., 2003).

O polipropileno possui um conjunto de propriedades atractivas para a producao de
muitos produtos manufacturados. Nestas propriedades, inclui-se a boa resisténcia
quimica, a humidade e ao calor, além da baixa densidade, boa dureza superficial e a
estabilidade dimensional (Smith, 1999).

Para a embalagem rigida dos dispositivos médicos ¢ utilizado o filme de politereftalato
de etileno, também conhecido como poliéster ou PET.

Os poliésteres sao conhecidos desde a década de 30, porém, a primeira sintese do
polimero com alto peso molecular foi efectuado em 1942, com potencial reconhecido
na época para aplicagcbes como fibra. Como potencial de embalagem, o filme de PET
biorientado tornou-se disponivel nos anos 60, com grande aceitagdo para
acondicionamento de alimentos. Em 1973, o processo de injecgdo e sopro com
biorientagao, desenvolvido pela empresa Dupont, introduziu o PET na aplicagcdo como
garrafa, o que revolucionou o0 mercado de embalagem principalmente o de bebidas
gasosas (Sarantdpoulos et al., 2002).

O PET apresenta boas propriedades de barreira ao oxigénio e ao didxido de carbono,
as quais podem ainda ser melhoradas pela orientacdo biaxial, que proporciona
também excelentes propriedades de barreira a aromas (Hernandez et al., 2000). Quer
a embalagem flexivel quer a rigida sao obtidas através da termoformacéo.

A termoformagdo € um método de formacdo de folhas ou filmes plasticos para
utilizacdo em embalagens através da utilizagdo de um molde. O processo de
termoformacao é constituido por trés etapas: aquecimento, formagao e corte do filme.
Cada uma destas trés etapas deve ser correctamente executada para que a
embalagem seja formada adequadamente (Xu e Kazmer, 2001).

Os filmes termoformados sdo muito utilizados na industria farmacéutica, dada a sua
facilidade de utilizagao em linha de producao industrial (termoformacédo, enchimento e

selagem) (Pettersen et al., 2004).



A figura 1 apresenta ilustrativamente a fotografia de um equipamento de

termoformacao de filmes plasticos (Multivac trademark catalogo, 2004).

Figura 1 — Equipamento de termoformacao de filmes (Fonte: Multivac trademark catalogo,
2004).

A figura 2 mostra um desenho esquematico da etapa de termoformacao de um filme

plastico (Multivac trademark catalogo, 2004).
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1 - Bobine do filme; 5 - Bobine do papel;
2 - Cadmara de termoformacdo; 6 - Camara de extraccdo de ar, selagem;
3 - Filme termoformado; 7 - Corte transversal do filme;
4 - Inclusdo manual ou automatica do produto; 8 - Corte longitudinal do filme;

Figura 2 - Etapas de termoformacao do filme (Fonte: Multivac trademark catalogo, 2004).



A embalagem dos dispositivos médicos deve ter informacdo suficiente de modo a
facilitar a identificacdo do conteudo e a rastreabilidade do produto, caso ocorram
problemas relacionados com a embalagem ou a esterilizagao.

Segundo o Decreto-Lei n.° 145/2009, de 17 de Junho, e a Directiva n.° 2007/47/CE, do
Parlamento Europeu e do Conselho Europeu, a rotulagem dos dispositivos médicos
deve conter de modo legivel e indelével as seguintes informagdes: numero do artigo,
descrigao do artigo, lote, método de esterilizagcéo, data de validade, ano de producao,
fabricante, distribuidor e o nimero do organismo notificado (CE). Os processos de

esterilizagdo utilizados ndo podem alterar estas indicagdes obrigatorias.

1.2. Esterilizacao de dispositivos médicos

Existem varios processos de esterilizacdo de dispositivos médicos, os quais podem
ser classificados em processos de esterilizagao fisicos ou quimicos de acordo com a
natureza do processo utilizado. Entre os processos de esterilizagdo por processos
fisicos, os mais utilizados sdo os processos de esterilizacdo por vapor humido, por
calor seco e por radiacao ionizante. Os processos de esterilizagao por meios quimicos
mais comuns envolvem a utilizacdo de perdxido de hidrogénio, de éxido de etileno ou
de formaldeido (Rutala et al., 1999; Almeida, 2010).

1.2.1. Processos fisicos de esterilizagao

O vapor humido é o método mais utilizado e o que oferece maior seguranca em
termos hospitalares, sendo um processo com mais de 100 anos de utilizagc&o industrial
(Almeida, 2010). A utilizacao deste tipo de esterilizacdo permite a utilizagao de tempos
reduzidos em cada ciclo de esterilizagcdo, podendo ser utilizado em processos de
rotina. Para além disso, este processo € dos menos perigosos para o meio ambiente e
o custo do equipamento é reduzido. No entanto, este processo de esterilizacdo néo
pode ser utilizado em material sensivel ao calor, como, por exemplo, o plastico. Assim,
€ aplicavel apenas nalgumas preparacgdes farmacéuticas liquidas, e apresenta ainda a
desvantagem de existirem algumas formas microbiolégicas resistentes a este

processo, como é o caso dos esporos (Almeida, 2010).

A esterilizagao por calor seco envolve a utilizagdo de raios infravermelhos e estufas de
ar seco. Este tipo de esterilizagdo pode ser utilizado em material termoresistente

(material de vidro ou de corte) ou em material que possa ser oxidado quando exposto



ao vapor. E um processo de esterilizagao seguro para metais e espelhos (por exemplo,
em odontologia), uma vez que ndo os corréi nem os danifica (Almeida, 2010).
Apresenta no entanto algumas desvantagens como: ndo tem capacidade penetrante,
utiliza temperaturas muito elevadas, necessita de tempo de exposi¢do prolongado,
interfere na estabilidade de alguns materiais (por exemplo: borracha, derivados da
celulose como o papel e tecido) e carboniza os materiais mais sensiveis a

temperaturas superiores a 160°C (Almeida, 2010).

As reacgbes ionizantes sdo reaccbes de elevada energia emitidas por isétopos
radioactivos ou produzidos por aceleracdo mecanica de electrées até velocidade e
energias elevadas. Este tipo de esterilizagcao é permitido apenas apds confirmagéo da
auséncia de efeitos nocivos sobre o produto (dados experimentais), sendo a dose total
administrada em tempo pré-definido. E um processo com mais de 50 anos de
utilizacdo industrial. Este processo apresenta as vantagens de se poder utilizar em
materiais termossensiveis, ter um grande poder de penetracdo (radiacdo gama),
atravessando as embalagens de cartdo, papel ou plastico, pode ser utilizado em
artigos descartaveis (fios de sutura, luvas, etc.) e ndo provocar danos fisicos no
material esterilizado como se verifica em outros métodos (Almeida, 2010). Tem a
desvantagem de necessitar de pessoal muito especializado, de ser um processo
relativamente caro e de ser necessario um controlo médico dos manipuladores,
requerer a realizagdo de testes de resisténcia, de modo a determinar-se a dose
adequada de esterilizagao. Este processo de esterilizacdo envolve uma tecnologia
economicamente inacessivel aos fabricantes de dispositivos médicos; a qualificacao

da unidade e a validagao do processo sao também muito complexas (Almeida, 2010).

1.2.2. Processos quimicos de esterilizagao

A esterilizacdo utilizando o peréxido de hidrogénio € bastante utilizada em materiais
que tém por base o aluminio, bronze, latex, silicone, borracha, agco inoxidavel e
materiais eléctricos (Almeida, 2010). Este processo tem como vantagens a utilizacao
de baixas temperaturas e humidade, elevado poder de penetragdo, auséncia de
residuos no final do processo, ndo ser oxidante nem necessitar de um periodo de
arejamento. No entanto € um processo extremamente caro e ndo pode ser utilizado

em derivados de celulose (Almeida, 2010).



Outro processo de esterilizacdo envolve a utilizagdo de formaldeido. Este processo
consiste na imersdao em solugdo aquosa ou alcodlica ou ainda em autoclave por
jungdo de formaldeido gasoso (2%) e vapor a baixa temperatura. E um processo de
facil execucdo e pode ser utilizado para materiais termossensiveis. No entanto, a
perda de actividade na presenca de matéria organica, o odor forte e irritante, a sua
elevada toxicidade e a presenca de residuos téxicos nos materiais tornam-no muito
desvantajoso na maioria dos dispositivos. Para além disso, o processo € demorado
(desinfeccao 30 minutos e esterilizagao 18 horas) e a sua formulagao alcodlica corroi
metais, danifica lentes, instrumentos 6pticos, materiais de plastico e borracha (Almeida,
2010).

O processo de esterilizacdo por éxido de etileno € um dos processos quimicos mais
utilizados (Possari, 2003).

2. Esterilizacao por 6xido de etileno

O oxido de etileno (OE) foi descoberto em 1859 por Wurtz, sendo um agente quimico
de alta eficacia no que se refere a esterilizagado de dispositivos, actuando mesmo a
baixas temperaturas, possuindo também um alto poder de penetragdo (Demarzo,
1997).

O OE comegou a ser produzido comercialmente em 1921, sendo utilizado na
pulverizacdo de produtos téxteis e livros, e como insecticida na agricultura (Cotton e
Roark, 1928). O 6xido de etileno foi também utilizado na industria do tabaco,
diminuindo o tempo de envelhecimento, reduzindo assim o conteudo de nicotina
(Carballo, 1987).

Apés a Il Guerra Mundial, varios cientistas ao procurarem um novo agente esterilizante,
que possuisse poder bactericida, esporicida, que fosse eficaz mesmo a baixas
temperaturas e que penetrasse mesmo em substéncias porosas e que ndo corroesse
ou danificasse os materiais termossensiveis, verificaram que o 6xido de etileno era o
agente que mais se aproximava dos requisitos que eles pretendiam (Nogueira et al.,
1984). Em 1949, o éxido de etileno passou a ser utilizado como agente esterilizante,
apos a determinacao dos parametros necessarios a sua acg¢ao esporicida. A partir
desta data as industrias passaram a utiliza-lo como esterilizante de alimentos e

condimentos importados (Possari, 2003).



A partir de 1962, comegou a ser utilizado na esterilizagdo de dispositivos médicos
sensiveis ao calor (Herance, 1990; Nogueira, 1994; Nogueira, 1985). Na década de 70,
a esterilizagao por oxido de etileno passou a ser a principal forma de esterilizagao,
especialmente nos Estados Unidos, onde foi registada a utilizagcdo de mais de 10 000
esterilizadores de 6xido de etileno em hospitais (Glaser, 1997).

Actualmente, existem autoclaves para esterilizacdo por 6xido de etileno com diversos
tamanhos, em que as variaveis criticas do processo (temperatura, humidade, pressao

e tempo de exposi¢ao) sdo ajustadas e controladas automaticamente.
2.1. Propriedades do 6xido de etileno

O 6xido de etileno é um éter ciclico. A Figura 3 mostra a sua estrutura quimica e na

tabela 1 estao descritas algumas das suas caracteristicas fisicas (O Neil et al., 2001).

O
C/ \C
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Figura 3 — Estrutura quimica do 6xido de etileno (Fonte: Adaptado de Possari, 2003).

A formula molecular do éxido de etileno é C,H,O, sendo a sua massa molar de 44,05
g.mol™ (World Health Organization, 2003). Apresenta-se sob a forma de gas incolor,
de facil liquefacgéo, podendo transformar-se num liquido incolor (Tsai et al., 2003). O
oxido de etileno é soluvel em agua, acetona, metanol, éter, benzeno e tetracloreto de
carbono (O’Neil et al., 2001).

O seu ponto de ebulicdo € 10,4°C, temperatura a qual é totalmente miscivel em agua,
especialmente se o pH for entre 2,0 e 3,0. O ponto de congelagao é de -112,6°C. A
sua temperatura critica é, aproximadamente, de 196°C (Possari, 2003). A tabela 1

mostra algumas propriedades fisicas do 6xido de etileno.

O OE é muito instavel, sendo bastante reactivo e, por isso, pode causar graves danos
quando aquecido ou quando em contacto com hidréxidos de metais alcalinos ou
determinadas superficies cataliticas (Pekalski et al., 2005). Em concentragdes
superiores a 3% v/v, no ar, é altamente inflamavel, podendo explodir, se as medidas

de seguranca nao forem estabelecidas e respeitadas (Demarzo, 1997).



Tabela 1 — Propriedades fisicas e quimicas do 6xido de etileno puro (Fonte: Ficha de

seguranca, 2010)

Propriedades fisicas e quimicas

Estado fisico a 20°C Gas
Cor Incolor
Levemente etéreo; dificiimente detectavel
Cheiro
pelo cheiro a baixas temperaturas
Massa molar (g mol™) 44,05
Ponto de congelamento, a 1
-112,6
atm (°C)
Ponto de ebulicao, a 1 atm (°C) 10,4
Temperatura critica (°C) 196
Presséao de vapor (a 20°C) / 14
bar '
Densidade relativa, gas (ar=1) 1,5
Densidade relativa, liquido
0,89
(dgua=1)
Solubilidade na agua, v/v Completa
Gama de inflamabilidade /
3a100
% vol. de C,H4O no ar
Temperatura de auto-
Desconhecida

inflamacao (°C)

Gas mais denso que o ar, pode acumular-se
Outros dados em espacos confinados, em especial, ao nivel

ou abaixo do solo

O oxido de etileno possui ainda propriedades fisicas e quimicas importantes para a
sua utilizacado como agente de esterilizagdo em dispositivos médicos: boa difusdo nos
materiais porosos, boa difusdo e adsor¢do na maioria dos plasticos termossensiveis,
boa accao superficial sobre instrumentos metalicos termossensiveis e ndo deteriora os

dispositivos médicos mais sensiveis.

A combinacao destas propriedades possibilitou a sua ampla difusdo como agente de
esterilizacdo, ja que Ihe permite penetrar através das membranas das embalagens

(em especial, o filme de polietilieno) que contém os elementos a esterilizar e nas



dobras e nos lugares mais inacessiveis dos elementos a esterilizar, e efectuar a
esterilizagdo na faixa de 25 a 55°C, garantindo a ndo deformagdo e/ou a nao
destruicao dos elementos a esterilizar (Possari, 2003).

O o6xido de etileno puro é téxico, potencialmente cancerigeno, teratogénico,
mutagénico e neurotéxico (Possari, 2003). O éxido de etileno puro nao é recomendado
para a esterilizacdo de dispositivos médicos, devido a sua toxicidade, inflamabilidade e
explosividade ao atingir a concentragdo de 3% no ar (Possari, 2003). Para a sua
utilizacao, € recomendada a sua mistura com gases inertes, como: diéxido de carbono
(@ 10% e 90% de Oxido de etileno) ou com hidrocarbonetos fluorados, como o
diclorofluorometano (a 88% e 6xido de etileno a 12%) (Possari, 2003), (Madeleine et
al., 2003).

2.2. Mecanismo de acg¢ao do oxido de etileno nas células

O 6xido de etileno tem um elevado poder de penetracdo, atingindo constituintes
essenciais da matéria viva: Acido desoxirribonucleico (DNA), proteinas e membranas.

Durante o processo de esterilizacdo o oOxido de etileno vai actuar a nivel das
membranas, dos acidos nucleicos e das proteinas (Pittet et al., 1997).

Ao ser absorvido pelas membranas, o 6xido de etileno vai provocar danos irreversiveis
nas proteinas e acidos nucleicos, uma vez que o 6xido de etileno tem uma acgao
alquilante sobre diversos grupos electronegativos do DNA e das proteinas, capaz de
adicionar um grupo alquilo a estas macromoléculas. Esta alquilagcdo provocara uma
deformacado da estrutura da proteina e perda das suas fungodes. As lesdes nos acidos
nucleicos, por quebra da cadeia do DNA ou formagao de pontes entre as cadeias do
acido nucleico, provocam a interrupcdo da replicagdo e das fungdes fisiologicas

normais (www.sterigenics.com, 2010).

A alteracdo da permeabilidade das membranas vai provocar uma lesdo nas
membranas celulares, originando a saida do conteudo celular para o meio circundante,
interferindo com a integridade celular e, consequentemente, com a vida da célula
(Possari, 2003).
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2.3. Esterilizacao e resisténcia de formas microbianas

Segundo a Food and Drug Administration (FDA), para processos de esterilizacdo é
requerido um nivel de seguranca de esterilidade, conhecido como Sterility Assurance
Level (SAL), de 10°, sendo este o nimero definido como margem de seguranga nos
processos de esterilizacao (Padoveze, 2003).

A esterilizagdo elimina os microrganismos € 0s seus esporos, no entanto, durante o
ciclo de esterilizagdo, os microrganismos ndo sao eliminados todos de uma sé vez,
mas sim gradualmente. Quanto maior for a carga microbiana (bioburden) num artigo
antes da esterilizacdo, mais tempo sera necessario para eliminar a populagao inteira.
Assim, é imperativo que o numero de microrganismos seja reduzido pela completa
limpeza antes da esterilizagdo (Padoveze, 2003).

Para os processos de esterilizagcao define-se o valor D (Tempo de Redugédo Decimal),
0 qual é o tempo no qual uma populacado bacteriana é reduzida a 10%, ou o tempo
necessario para reduzir a populagédo a um ciclo logaritmico a uma dada temperatura.
Esse valor, expresso em minutos, é utilizado para estabelecer processos de
esterilizacdo térmica. Esse tempo representa a velocidade de morte de um
determinado microrganismo dada uma temperatura. Portanto, o valor D representa o
tempo necessario para a redugcdo de um ciclo logaritmico na concentragao inicial de
microrganismos (Graziano, 2000).

A morte dos microrganismos ocorre em curva exponencial, na qual, num dado
momento designado por valor D (Tempo de Redugdo Decimal), 90% dos
microrganismos morrem; seguidamente serdo eliminados a mesma percentagem dos
10% restantes do primeiro valor D, e assim sucessivamente até se obter um nivel de
seguranca de 10°, em que o valor D tenha sido aplicado por 12 vezes para um artigo
contaminado (Graziano, 2002). Quanto menor for o bioburden, maior a probabilidade
de se atingir o nivel de seguranca (SAL) de 10 (Mendes et al., 2007). A esse nivel de
seguranga, a probabilidade de se encontrar uma vida microbiana viavel em um milhdo
sera tanto menor quanto mais baixo for o contingente inicial de microrganismos. A
limpeza dos artigos é imprescindivel para garantir a eficacia de qualquer processo de

esterilizacao (Graziano, 2002).
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2.3.1. Resisténcia de formas microbianas a exposi¢ao ao 6xido de etileno

Os esporos bacterianos sao a forma mais resistente a destruicdo por 6xido de etileno.
Dois géneros, Bacillus e Clostridium, incluem a grande maioria de bactérias
formadoras de esporos (Ferraz, 1988). Algumas células vegetativas de espécies do
género Bacillus sao destruidas quando submetidas a tempos de aquecimento de 60°C
durante um minuto, enquanto o mesmo organismo no estado esporolado pode
sobreviver diversos minutos a 120°C (Padoveze, 2003). A tabela 2 mostra a

resisténcia de alguns microrganismos ao oxido de etileno.

Tabela 2 — Resisténcia de alguns microrganismos a exposi¢do ao 6xido de etileno (Fonte:
Ferraz, 1998)

Concentragao
Temperatura ] Valor D
Microrganismos de 6xido de .
(°C) ] (minutos)
etileno (mgl/L)
Bacillus subtilis 40 700 14,5a 15,3
Clostridium
] 40 700 11,0a 11,5
botulinum
Salmonella sp 40 700+/- 20 3,3a59
Streptococus
] 54 500 2,0a3,75
faecalis
Saccharomices
_ 30 700 5,0
cerevisae

Quanto maior o valor D, maior a resisténcia do microrganismo ao agente esterilizante.
Os microrganismos da Tabela 2 sdo aqueles que, geralmente, apresentam maior
resisténcia a esterilizagdo por 6xido de etileno. Por este motivo, o Bacillus subtillis é o
microrganismo usualmente utilizado como indicador biolégico para esterilizacdo por

oxido de etileno (Possari, 2003).

2.4. Processo de esterilizagao

O processo de esterilizagao por 6xido de etileno € utilizado normalmente quando nao é
possivel usar qualquer outro método, funcionando como uma alternativa para o
material que ndo pode ser esterilizado pelo calor ou por agentes esterilizantes liquidos,

para dispositivos de administracdo parentérica, instrumentos de uso intravenoso e de
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uso cardiovascular, instrumentos telescépicos, e outros dispositivos médicos que nao
podem ser expostos ao calor ou a agentes esterilizantes liquidos (Almeida, 2010).

O processo de esterilizagdo utilizando o éxido de etileno apresenta varias vantagens,
entre as quais: esteriliza a baixas temperaturas, tem facilidade de penetracdo nos
diferentes materiais (ex: borracha, material plastico, instrumentos épticos delicados) e
€ quimicamente inerte para a maioria dos materiais sélidos (Almeida, 2010).
Apresenta, no entanto, algumas desvantagens: elevado custo na aquisicdo do
equipamento, dimensdes das instalacbes e elevada toxicidade (irritagdo tecidular por
deficiente dissipacao do oxido de etileno) (Almeida, 2010).

Para além disso, o 6xido de etileno é acondicionado na forma liquida em cilindros de
aco inoxidavel, com capacidade de 115 a 690 kg. O 6xido de etileno também é
comercializado em pequenos cilindros para utilizagdo em pequenas camaras utilizadas
a nivel hospitalar (figura 4). No processo de esterilizagao é importante que se controle
o consumo do gas OE; apds cada ciclo de esterilizacado, este controlo é efectuado

através do peso do cilindro (Possari, 2003).

Figura 4 — Cilindro de 6xido de etileno numa camara de esterilizagdo a nivel hospitalar

O processo de esterilizagao por 6xido de etileno apesar de ser um processo que utiliza
um gas altamente téxico, cancerigeno e mutagénico (Madeleine et al., 2003), (Pithon
et al, 2010), foi o processo escolhido pela Medirm para esterilizar os seus dispositivos
medicos. Isto porque, apesar de perigoso, € um processo com um indice de
esterilizacdo muito elevado, uma vez que possui poder bactericida, esporicida e
virucida. Ele permite uma boa esterilizagdo dos dispositivos médicos
independentemente da forma que estes possuam, ndo sendo reduzido o seu poder

esterilizante pelo facto destes se encontrarem embalados.

13



Este processo pode tornar-se nao inflamavel e mais seguro de manusear, se o éxido
de etileno for misturado com outros gases inertes, nomeadamente com CO, e
fluorocarbonetos (Almeida, 2010).

A esterilizagao através do 6xido de etileno é sempre realizada na presenga de vapor
de agua. A agua é um agente solvente ionizante que inicia a reacg¢ao de alquilagao
através da formagao de um complexo activo, com grupos funcionais ndo-protonados,
sendo as moléculas do 6xido de etileno solubilizadas pela camada de agua que
envolve os microrganismos, facilitando o contacto com os locais onde ocorre a
reacgao (Possari, 2003).

Durante a validacdo do processo de esterilizacdo deve proceder-se a demonstragao
de auséncia de danos no produto, bem como a adequacdo das condi¢cbes para
remover gases de forma a reduzir os teores de gas residual nos dispositivos médicos
(Almeida, 2010).

A eficacia do processo de esterilizagdo de um dispositivo médico é avaliada com base
numa série de experiéncias e protocolos que devem demonstrar que o processo de
esterilizacdo e os controlos associados sdo reprodutiveis € que o produto final pode

ser designado como estéril (www.infarmed.pt).

2.4.1. Etapas do processo de esterilizagao

O processo de esterilizagao por 6xido de etileno engloba o pré-acondicionamento, a
humidificacao, a esterilizagdo e o arejamento. Nessa fase devem estar estabelecidas

as condi¢des controladas durante um periodo de tempo definido (Possari, 2003).
2.4.1.1. Pré-acondicionamento

Apoés acondicionamento em embalagem final, os dispositivos médicos sdo colocados
em paletes, como mostra a figura 5, sendo posteriormente colocados numa sala ou

camara onde é aplicado um tratamento de modo a que toda a carga atinja niveis pré-

determinados de temperatura e humidade relativa (Possari, 2003).
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Figura 5 — Configuragdo da carga em paletes (Fonte: imagens recolhidas na Medirm)

2.4.1.2. Humidificagcao

A humidade relativa representa a variacdo da quantidade de agua presente no ar em
relagdo & maior quantidade de a4gua que pode conter na mesma temperatura. E um
dos parametros mais importantes, porque interfere na letalidade do agente
esterilizante (Possari, 2003).

Durante o ciclo de esterilizagdo, a pressdo comega a baixar com tendéncia a atingir o
valor zero, e o vapor de agua é introduzido na cdmara em quantidade suficiente de
modo a obter-se 40% a 60% de humidade relativa sem aumentar a temperatura dos
artigos a mais de 54°C. Esta fase dura em média, dez minutos. O efeito microbicida
optimo do oxido de etileno é observado por volta de 45% de humidade relativa
(Possari, 2003).

2.4.1.3. Esterilizagao

A esterilizagdo consiste na exposicao dos dispositivos médicos ao agente esterilizante,
durante um determinado periodo de tempo e em determinadas condigdes de pressao

e temperatura. A quantidade minima necessaria de agente para a esterilizacdo dos
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artigos é determinada através do teste de esterilidade dos produtos (Mendes et al.,
2007).

O tempo de contacto dos dispositivos médicos ao agente esterilizante pode variar
entre trés a quatro horas com temperatura de 55°C. O tempo de exposigédo pode variar
em fungéo das cargas, que sao diferenciadas pela contaminagéao relativa, densidade,
conteudo e permeabilidade ao OE (Mendes et al., 2007).

O aumento da temperatura provoca a dilatagao dos plasticos e papéis, o gas fica mais
reactivo, facilitando a sua penetragcao nos artigos. Consequentemente, temperaturas
mais elevadas possibilitam ciclos menores. A temperatura usualmente utilizada varia
entre os 47°C e 60°C, mas geralmente usa-se a temperatura de 55°C. A temperatura
afecta também a presséo do gas. A temperatura e a pressdo devem ser atentamente

observadas e controladas (Possari, 2003).

2.4.1.4. Arejamento

Fases do processo de esterilizacdo, na qual os residuos do 6xido de etileno sao
desadsorvidos do dispositivo médico, até atingirem um nivel pré-determinado (www.
Infarmed.pt). Segundo a norma NP EN ISO 10993-7, a dose média diaria de OE para
0 doente ndo deve ser superior a 0,1mg/dia. Para dispositivos de exposi¢cao

prolongada a dose média diaria de OE para o doente nao deve ser superior a 2mg/dia.

2.5. Controlo do processo de esterilizagao

Num processo de esterilizagdo por 6xido de etileno ndo devem ser controladas apenas
as condicOes fisicas, como sendo a temperatura, pressao, concentragdo de gas e
humidade relativa. Devem ser controladas e monitorizadas as condigdes e as variaveis
fisicas, quimicas, biolégicas, e efectuados testes de esterilidade, de modo a garantir
que o processo de esterilizacdo foi eficaz (Almeida, 2010). E também necessario
proceder ao controlo de diversas variaveis relativas aos manipuladores e ao controlo

ambiental do processo (www.infarmed.pt).
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2.5.1. Controlos fisicos, quimicos e microbiolégicos

Estes controlos sédo efectuados na cdmara onde decorre o processo de esterilizagao,
adiante designado por esterilizador, através da observagdo dos diversos parametros
essenciais para o processo de esterilizagdo, como a temperatura, pressao,
concentracao do gas no interior da camara e humidade relativa. O esterilizador
funciona num ciclo automatico, fixo, controlado por um microprocessador. Todos os
parametros principais do processo de esterilizacdo s&o supervisionados durante o
funcionamento do esterilizador, obtendo-se no final de cada ciclo, um registo impresso

dos parametros do processo (Possari, 2003).

Os controlos quimicos sao utilizados para monitorizagao individual dos pacotes. Apds
selagem dos peel packs (saco selado nos quatro cantos contendo diversos
dispositivos médicos), estes sao colocados em pequenas caixas de cartolina fechados
com um pedaco de fita de gaze especial que, como mostra a figura 6, funciona como

um indicador de processo.

Antes da esterilizagdo - colorac¢do castanha Apos esterilizagdo - coloracao verde

Figura 6 — Indicador quimico do processo de esterilizagao (Fonte: Imagens retiradas na
Medirm).

O indicador quimico de processo é constituido por um sistema quimico aplicado a um
substrato (tiras de papel crespado especialmente tratado e coberto com adesivo a
base de resina e borracha), alterando a sua coloragao quando submetido as condigbes
de esterilizacao a oxido de etileno. Antes da esterilizacdo a cor da palavra gaze é
castanha, passando para verde ap6s esterilizagao (figura 6) (Possari, 2003).

Este tipo de indicador ¢ o mais utilizado em industria. A nivel hospitalar sao
normalmente utilizados indicadores de esterilizagao com integrador (ISO 11140-1).

O integrador (figura 7) consiste numa pelicula sensivel ao OE e a temperatura,

acondicionada numa embalagem formada por uma lamina de papel filme e outra por
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lamina de papel filme e metal laminado, com pastilhas na forma sdlida e um papel
condutor, podendo existir também na forma de tiras de papel impregnado com
substancias quimicas que mudam de coloragcdo aquando exposta as condicbes de
tempo, temperatura, concentracao de gas e humidade relativa. A figura 7 mostra uma
tira de indicador com integrador. A finalidade deste indicador é verificar a eficacia de
todos os parametros indispensaveis a um processo de esterilizagdo por 6xido de
etileno (Possari, 2003).

Figura 7 — Indicador com integrador (Fonte: catalogo da 3M)

Recomenda-se a utilizagdo de uma unidade em cada pacote, principalmente, na zona
de maior dificuldade de penetracdo do OE, ou seja, no centro geométrico da carga. A
difusdo incompleta da pastilha ou a mudanga nao uniforme na tira de papel significa

que os parametros do processo de esterilizagdo nao foram atingidos (Possari, 2003).

2.5.2. Controlo microbiolégico

Os controlos biolégicos, podendo ser também denominados de controlos de carga,
séo efectuados através de indicadores biolégicos e teste de esterilidade nos produtos,
utilizados para o controlo da eficacia do processo de esterilizagao, e que monitorizam
o ciclo de esterilizacdo através da destruicdo real dos esporos dos microrganismos
contidos no indicador biolégico (Possari, 2003). O indicador controlo ou, mais
especificamente, o indicador controlo nao-esterilizado tem uma fungdo muito
importante. Ele demonstra que o meio de cultura e as condi¢des de incubagao
utilizadas para o indicador sao capazes de detectar a presenca de qualquer esporo
viavel, que possa estar presente nos indicadores (Possari, 2003).

O indicador biolégico de segunda geracéo (figura 8) & constituido por uma ampola

contendo esporos secos de Bacillus subtillis (Mendes et al., 2007). Esta é a forma
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microbiana mais resistente ao processo de esterilizacdo por 6xido de etileno que se
conhece (Possari, 2003), (Mendes et al., 2007).

Figura 8 — Indicador biolégico para 6xido de etileno (Fonte: 3M)

As ampolas s&do abertas e colocadas dentro de seringas, que por sua vez sdo
colocadas dentro de envelopes identificados e numerados, como mostra a figura 9,

sendo distribuidas em pontos estratégicos da camara (Possari, 2003).

Figura 9 - Indicadores bioldgicos distribuidos na unidade de carga do produto seleccionado
(Fonte: 3M)
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Apos esterilizagdo, as ampolas sdo quebradas, de modo a misturar o indicador de pH
com o meio de cultura, sendo colocadas em incubadoras préprias (figura 10), a 37°C,
durante 48h. A obtengao dos resultados é rapida e a sua interpretacdo deve ser
efectuada através da observagao da coloracédo apresentada pelo meio de cultura. Se a
coloragao original azul-esverdeada do meio ndo sofrer alteracao, o processo foi eficaz,
ou seja, todos os parametros foram alcangados e o artigo esta esterilizado. Se, ao
contrario, ocorrer uma alteracao da cor original verde do meio de cultura para amarela,
0 processo nao foi eficaz, isto é, ndo houve morte de todos os esporos. Este resultado
significa que os esporos sobreviventes ao processo de esterilizagdo passaram da
forma vegetativa, multiplicaram-se formando excretas acidas que séao detectadas por
meio de um indicador de pH presente no nutriente, mudando de coloracdo (Possari,
2003).

-

LTI

Figura 10 — Estufa para incubagao dos indicadores bioldgicos utilizados no processo de

esterilizagao por 6xido de etileno (Fonte: Catalogo da 3M)

Os testes biolégicos sao recomendaveis em cada carga (Farmacopeia, 2008).

2.5.2.1. Ensaio de esterilidade

Muitos pesquisadores consideram um contra-senso estabelecer prazos de validade
genéricos para os dispositivos médicos, uma vez que os factores contaminantes do
ambiente variam extremamente entre os servigos. Cada servico deve avaliar a

possibilidade dos dispositivos chegarem aos pacientes, secos, sem sujidade e sem
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danos independentemente do invélucro utilizado, para que néo exista a possibilidade
de um dispositivo recontaminado seja utilizado (Possari, 2003). Assim, a contaminacao
esta relacionada a eventos e ndo a tempo. Deste modo, o prazo de validade deve ser
determinado por cada servico, levando em consideragao a qualidade da embalagem,
condicdes de armazenamento, transporte e principalmente as praticas de manuseio
para produtos estéreis (Possari, 2003).

Definir um prazo de validade para a esterilizagao de um dispositivo médico é sempre
empirico, pois, na pratica, é impossivel determinar exactamente o momento em que o
artigo deixa de estar estéril e passa a estar contaminado. Por esse motivo, mesmo que
uma empresa tenha realizado estudos controlados para estabelecer o tempo de
armazenamento de artigos estéreis, existem factores que devem ser levados em
consideragdo, nomeadamente: manusear delicadamente os dispositivos médicos, ndo
utilizar os dispositivos médicos sob suspeita de abertura do invélucro, ndo utilizar os
dispositivos médicos humidos ou que paregam estar humedecidos, nao utilizar
dispositivos médicos cuja embalagem apresente sujidade, ndo misturar dispositivos
meédicos estéreis com nao estéreis, devolver todos os dispositivos médicos que nao

estejam identificados ou bem identificados (Possari, 2003).

A esterilidade é a auséncia de microrganismos vivos. A realizagdo de ensaios nao é
suficiente para garantir a esterilidade de um produto e a garantia da esterilidade passa
igualmente pela aplicagéo de processos de produgdo convenientemente validados. E
essencial estudar o efeito do método de esterilizacdo escolhido sobre o produto
(incluindo a embalagem final) do ponto de vista da eficacia e da manutencéo da sua
integridade e validar esse método antes de o colocar em pratica. A escolha da
embalagem deve ser compativel com o método de esterilizagdo que se pretende
utilizar (Mendes et al., 2007). A utilizagdo escrupulosa de um processo validado é
condicao a respeitar, sob pena de obter um produto nao estéril ou deteriorado. Sempre
que ocorram alteragdes no processo de esterilizagdo deve ser efectuada nova
validacdo. E 6bvio que as normas de boas praticas de fabrico terdo de ser respeitadas,
principalmente no que diz respeito a utlizagdo de pessoal qualificado e
convenientemente treinado, utilizacdo de locais adequados, utilizacdo de equipamento
de producdo adequado, concebido para ser facilmente limpo e esterilizado, respeito
pelas precaugdes necessarias para reduzir o risco de contaminagdo microbiana
(biocarga) antes da esterilizacdo, utilizagdo de métodos validados em todas as etapas
criticas da producao, vigilancia do ambiente e controlos durante a producao (Possari,
2003).

21



As precaugdes a tomar para limitar a carga microbiana antes da esterilizagdo incluem
a utilizagdo de compostos que apresentam um nivel suficientemente baixo de
contaminagao microbiana (Farmacopeia, 2005).

O ensaio de esterilidade aplica-se a todas as substancias, produtos, equipamentos,
dispositivos médicos que, segundo a Farmacopeia sao estéreis. Todavia, um resultado
favoravel significa que nenhum microrganismo contaminante foi detectado na amostra
examinada nas condig¢des de ensaio (Farmacopeia, 2005).

O teste de esterilidade é uma forma de garantir a eficacia do processo de esterilizacao.
Mesmo que o resultado do teste bioldgico tenha sido negativo, é importante pesquisar
se os dispositivos médicos estao estéreis, retirando um numero significativo de

amostras por lote para confirmar a esterilidade dos artigos. O valor de amostras por

ﬂﬂ

sendo n o numero de artigos do lote nos casos de distribuigdo continua (Farmacopeia,
2005).

Sao dois os tipos de teste de esterilidade: inoculagdo directa e inoculagio indirecta
(Ferraz, 1988).

A inoculacao directa consiste na transferéncia da amostra directamente para o meio

lote é dado na relacao

de cultura apropriado, sendo o conjunto incubado por um periodo de tempo e sob
temperatura condizente apés constatacado da actividade nao-bacteriostatica do produto
(Possari, 2003).

A inoculacdo indirecta (filtragcdo através de membrana) consiste numa técnica de
filtracdo através de membrana. E utilizada sempre que a natureza do produto o
permita, nomeadamente em preparacdes aquosas filtraveis, alcodlicas ou oleosas,
preparagcbes soluveis em solventes aquosos ou oleosos ou misciveis com esses
solventes desde que nao exercam efeito antimicrobiano nas condicbées do ensaio
(Farmacopeia, 2005).

A técnica consiste na remocao da carga contaminante da amostra, sendo
seguidamente filtrada em membrana de acetato com porosidade definida (0,22 ym ou
0,45 um). Ap¢s filtragdo, a membrana ¢é transferida para a placa com o meio de cultura
apropriado. O meio de cultura utilizado é o agar tripticolato de soja para bactérias
aerdbias e psicrofilicas e fungos, e o meio tioglicolato (meio de Brewer modificado)
para bactérias anaerdbicas. E uma técnica susceptivel & contaminac&o, exigindo maior
numero de controlos, inclusive da integridade da membrana utilizada para filtracao e

retencao dos microrganismos (Ferraz, 1988).
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Durante e no fim do periodo de incubagao, devem-se examinar os meios que possam
revelar macroscopicamente proliferacdo microbiana. Se a amostra indicar turvacao do
meio que torne dificil a detecg¢do visual dum eventual crescimento microbiano apés a
incubacao por 14 dias, deve transferir-se volumes apropriados do meio (no minimo de
1 mL cada um) para novos recipientes contendo o mesmo meio fresco e incubar
durante 4 dias, pelo menos o0 meio inicial e os meios transferidos (Farmacopeia, 2005).
Se nao houver qualquer manifestacdo de crescimento microbiano, o produto satisfaz o
ensaio. Se for observado crescimento microbiano, o produto ndo satisfaz o ensaio, a
nao ser que se demonstre nitidamente que tal ensaio ndo € valido por motivos
independentes do produto. O ensaio s6 pode ser considerado ndo valido se pelo
menos uma das seguintes condicdes for observada:

a) Os resultados do controlo microbioldgico dos equipamentos utilizados nos ensaios
de esterilidade apresentarem uma anomalia;

b) O exame do método experimental utilizado para efectuar o ensaio em questao
apresentar uma anomalia;

c) Os padrbes negativos apresentarem crescimento microbiano;

d) A identificacdo dos microrganismos isolados no final do ensaio demonstrar que o
crescimento de esta(s) espécie(s) € sem qualquer duvida imputavel aos materiais e/ou
as técnicas usadas para a realizagédo do ensaio de esterilidade (Farmacopeia, 2005).
Se o0 ensaio é considerado nao valido, é repetido sobre 0 mesmo nimero de unidades
que o ensaio inicial. Se nao forem observados sinais de crescimento microbiano
aquando da repeticdo do ensaio, a amostra satisfaz o ensaio. Se for observado
crescimento microbiano aquando a repeticdo do ensaio, a amostra nido satisfaz o

ensaio (Farmacopeia, 2005).

2.5.3. Controlo de manipuladores

Varios investigadores fizeram ja referéncia aos danos bioldgicos provocados pela
exposicdo ao oxido de etileno, dando especial énfase aos seus potenciais efeitos
carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos e neurotoxicos (Madeleine et al., 2003),
(Rusyn et al., 2005). Por esse motivo deve-se proibir que menores, gestantes ou
mulheres com idade fértil, excepto se comprovadamente estéreis, exercam actividades
nas salas de esterilizagdo, na sala de arejamento e na zona de armazenamento das
botijas do 6xido de etileno, bem como na area de esterilizagcdo (Possari, 2003).

Foram efectuados varios estudos em laboratério com ratos, os quais foram expostos

ao oxido de etileno a 100 ppm; apds um dia de exposicéo os ratos foram sacrificados e
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apresentavam algumas alteragdes no figado e cérebro (Rusyn et al., 2005; Nivard et
al., 2003).

Actualmente a toxicidade do 6xido de etileno esta devidamente identificada, pelo que
podem ser reduzidos os riscos associados. A toxicidade pode ocorrer pela inalacido ou
por contacto directo com a pele e olhos, aparecendo sintomas agudos. Estes sintomas
desaparecem com a respiragao de ar puro e lavagem dos olhos e pele com uma
quantidade abundante de &agua corrente, procedimentos semelhantes a diversos
produtos toxicos (Mendes et al., 2007).

Os exames médicos sao obrigatérios na admissao dos funcionarios para a central de
esterilizacdo, devendo estes ser repetidos a cada seis meses (Possari, 2003). Assim
devem ser efectuados os seguintes exames médicos: hemograma completo com
contagem de plaquetas, urina do tipo |, perfil bioquimico (transaminase, desidrogenase
lactica, espirometria para controlo de saude) e como exame adicional, a obtencao de
um raio X aos pulmdes, devendo este ser efectuado a cada 5 anos, de modo a
assegurar que os pulmdes nao sofram danos provocados pela exposicdo ao 6xido de
etileno. O funcionario deve ser informado de todos os riscos relacionados com a
manipulagao do 6xido de etileno (Possari, 2003).

O capitulo VI da Portaria 482/1999, do Ministério da Saude e do Ministério do Trabalho,
estabelece as condi¢des minimas de saude e seguranga, expondo aos empregados e
empregadores a maneira adequada de usar o gas protegendo os utilizadores. Entre
elas, estdo contempladas questdes relacionadas com a utilizagdo das instalacées,
obrigatoriedade de fornecimento (ao empregador) de equipamentos de proteccao
individual (EPI), assim como esclarecimento sobre os equipamentos de protecgao
colectiva (EPC).

Os equipamentos de protecgao individual (EPI) que devem ser fornecidos aos
funcionarios sao: luvas, botas, macacao em PVC (cloreto de polivinilo), mascara facial
alimentada a ar comprimido filtrado durante as actividades de risco, como o
carregamento e descarregamento da camara e troca das botijas de 6xido de etileno.
Este equipamento tem de facilitar a movimentagao dentro das areas de risco. E ainda
imprescindivel que o EPI seja impermeavel ao 6xido de etileno (Possari, 2003).

Os equipamentos de protecgao colectiva (EPC) sdo compostos por extintores,
hidratantes com saida de agua na mangueira em forma de chuveiro para atingir uma
area maior, facilitando assim a eliminagdo do 6xido de etileno pela reacgdo com a
agua e consequente formacao de etilenoglicol. O chuveiro de emergéncia e os lava-
olhos devem estar localizados em lugar de facil acesso e visualizagdo, fora das

instalacbes sanitarias, préximo da zona de armazenamento das botijas de 6xido de
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etileno, assim como em outras zonas onde possam ocorrer acidentes com o 6xido de
etileno (Possari, 2003).

Existem Directivas como a Occupational Health and Safety Assessment Specification

(OSHA), NP EN 14001, sobre a exposi¢do dos funcionarios ao 6xido de etileno. Neste
sentido a OSHA estabeleceu trés niveis de exposicao diferentes entre si. O primeiro
nivel designa-se por um limite de exposi¢ao permitido (PEL) no trabalho de 1 ppm de
Oxido de etileno como média ponderada num periodo de 8 horas. Significa que um
colaborador ndo deve estar mais de 8 horas exposto ao Oxido de etileno numa
concentracao de 1 ppm. O segundo nivel designa-se por um nivel de ac¢ao (AL) e
refere-se a um limite inferior de 0,5 ppm, como média ponderada num periodo de 8
horas, que € usado para a determinagéo da necessidade de um controlo adicional. Em
1988, a OSHA estabeleceu um terceiro limite de exposicdo designado por limite de
exposicdo por periodos curtos — 15 minutos (EL) de 5 partes por milhdo (ppm).
Significa que, um colaborador pode estar exposto a uma concentracao de 5 ppm de
oxido de etileno, apenas por periodos de curtos — 15 minutos. Este limite de exposicéo
por curtos periodos esta relacionado com as praticas de trabalho. Estas praticas estao
relacionadas com a descarga do esterilizador, a transferéncia da carga para o arejador,
a extraccdo do indicador biolégico, descarga do arejador e a manipulagdo dos
dispositivos durante o tempo de arejamento (Possari, 2003).

Para se determinar os niveis de PEL e AL, podem ser colocados monitorizadores
pessoais nos manipuladores durante um periodo de 8 horas de trabalho.

O controlo necessario ao processo de esterilizacdo por 6xido de etileno deve estar
referido em protocolo de modo a serem cumpridas as normas da OHSA. Este controlo
passa pelo sindbnimo do proprio equipamento, da instalagdo e organizagado da central
de esterilizacao e das praticas de trabalho como sejam a transferéncia/manipulacéo da

carga e o arejamento no esterilizador (Possari, 2003).

2.5.4. Controlo ambiental
O oxido de etileno eliminado durante o processo de esterilizacdo deve ser tratado em

caixa de borbulhamento antes de ser libertado na atmosfera ou no esgoto (Possari,
2003).
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A caixa de borbulhamento, também conhecida como scubber, é construida com
material resistente a solugdo acida, geralmente em ago inoxidavel Al 316 ou
polipropileno combinado com fibras de vidro.

O tratamento consiste em fazer reagir o 6xido de etileno com a agua, formando
etilenoglicol. Embora o 6xido de etileno seja absorvido imediatamente pela agua, a
reacgao para formar o etilenoglicol € muito lenta. Essa reac¢do pode ser acelerada
pela adicao de acido sulfurico (Possari, 2003).

Para reduzir a concentracdo de oxido de etileno, nas cAmaras de esterilizagado pode
utilizar-se um sistema de lavagem em coluna de enchimento, utilizando-se para tal
uma coluna de enchimento com agua e acido sulfurico em sistema de recirculagdo. A
reacgdo demora varios minutos em concentragao acida (pH entre 2 e 3). A solugao
desce pela coluna assim que o sistema de recirculagao € accionado. O processo de
lavagem ocorre em duas fases, primeiro o 6xido de etileno é absorvido pela solugcao
acida e, posteriormente ocorre uma reaccdo onde se forma o etilenoglicol. A reaccao
torna-se extremamente lenta quando a concentragdo do etilenoglicol atinge 12 %
(Possari, 2003). Quando a solugdo atinge essa concentragdo deve ser trocada. E
importante referir-se que para cada mole de etilenoglicol formado, um mole de agua é
consumido, permanecendo assim constante o numero original de moles (Possari,
2003).

Antes de libertar a solugdo saturada contendo praticamente etilenoglicol na rede de
esgoto, ela deve ser neutralizada, utilizando-se para tal soda caustica.

O ponto de langamento de residuos de 6xido de etileno para a atmosfera, oriundo da
area de lavagem de gases, deve estar localizado em area de acesso restrito ao
profissional autorizado, cujos limites de exposicées ndao devem exceder 1 ppm de

contaminacao no ar para um dia normal de oito horas de trabalho (Possari, 2003).

2.5.5. Controlo residual do 6xido de etileno nos dispositivos médicos e no

ambiente

A cromatografia gasosa € o método indicado para o controlo do 6xido de etileno e dos
seus derivados (Possari, 2003). Os equipamentos utilizados devem permitir a leitura
de concentragbes que podem variar de 1 a 1000 ppm. Estes cromatografos devem
permitir a identificagdo de vazamentos através de um monitor continuo ou detector
continuo de gas. Esta técnica de controlo consiste na suc¢do de ar através de

equipamentos manuais ou de diversos sensores instalados em pontos estratégicos de
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todo o processo. O ar aspirado é transportado para o aparelho que possui um sistema

de descodificacao, indicando o valor em ppm (Possari, 2003).

2.5.5.1. Método através de leitura directa

O ar da zona de esterilizagao deve ser continuamente analisado, utilizando-se para tal
uma bomba de vacuo. Esta deve existir nos seguintes locais: zona de armazenamento
dos cilindros com as misturas esterilizantes, linhas de alimentacdo, area de
esterilizacdo e portas do autoclave, sala de apoio, corredores e sala de controlo. A
amostragem de ar é efectuada através de uma valvula de injeccdo de gases, sendo
definido um volume fixo a introduzir no cromatoégrafo, sendo calculada a concentracao
de o6xido de etileno no local da recolha da amostra. A concentragao calculada é
imediatamente comparada com valores previamente programados no integrador do
cromatografo. Quando a concentracdo atinge os limites programados, é enviado um

sinal de alarme para o ponto de amostragem e para a sala de controlo (Longhi, 1994).

2.5.5.2. Método através de sensores ultra-selectivos

Neste método sio instalados sensores em todas as areas, nomeadamente: zona de
esterilizagdo, manutencido de autoclaves, arejamento, armazenamento dos cilindros e
arejamento ambiental. Esses sensores estdo ligados a uma central, localizada na area
do comando, com alarme visual e auditivo e impressao da quantidade e local. Quando
a concentragao de gas estiver acima de 1 ppm, é emitido um alarme em todas as
areas (Longhi, 1994).

2.5.5.3. Controlo do o6xido de etileno residual nos dispositivos médicos

O método utilizado para verificacdo do 6xido de etileno nos dispositivos médicos apos
esterilizacado é a cromatografia gasosa. (Farmacopeia, 2005).

A analise residual consiste na extracgdo da amostra misturada com solvente (agua,
alcool ou outro). Apds injeccao de 5 pL da solugdo no cromatoégrafo, o OE é
identificado pela comparacao das distancias de retengao com padrées submetidos nas

mesmas condicdes cromatograficas de analise e a quantificacdo por comparagao com
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a area sob os picos do cromatograma (Longhi, 1994). Todos os limites sdo dados em

Mg de OE por grama de artigo (Possari, 2003).

2.6. Indicadores de contaminagdo microbiolégica por marcadores

bioquimicos

Os ensaios enzimaticos sido, normalmente utilizados para a determinacdo da
actividade metabdlica (Warscheid et al, 1990). Na bibliografia sdo referidos ensaios de
actividade de desidrogenases como indicadores de presenga e/ou actividade dos
microrganismos nos ecossistemas que colonizam (Pankhurst et al, 2007).

Estes ensaios enzimaticos sdo procedimentos laboratoriais que medem a velocidade
das reacgbes enzimaticas. Uma vez que as enzimas nao sdo consumidas pelas
reacgbes que catalizam, nos ensaios seguem-se habitualmente mudangas na
concentragao de substratos ou produtos para medir a taxa da reaccéo.

A actividade enzimatica da desidrogenase tem sido utilizada como indicadores de
presenca de células vivas, nomeadamente em estudos efectuados em solos e em
monumentos (Pankhurst et al., 1997; Kandler et al., 1999; Aira et al., 1997).

De facto, as desidrogenases (EC 1.2.1.2) sdo enzimas do grupo das oxidorredutases,
enzimas envolvidas nas vias metabdlicas centrais das células microbianas (Lianes,
2008). Por isso, podem ser utilizadas como marcadores bioquimicos pois permitem a
deteccao de células viaveis (Lianes, 2008). Estes enzimas estao relacionados com a
oxidagdo de substancias organicas em condi¢gdes aerdbias e com a sintese de ATP
através da fosforilagdo oxidativa (Caravelli et al., 2004).

Para a determinacéo da actividade de desidrogenase utilizam-se normalmente sais de
tetrazoélio como substrato (Camina et al., 1998). A redugao de sais de tetrazélio tornou-
se uma das ferramentas utilizadas como um indicador da actividade da desidrogenase
(Mosher et al., 2003; Caravelli et al., 2004). O Cloreto 2-(p-iodofenil)-3-(p-nitrofenil)-5-
feniltetrazolio (INT) & dos sais mais utilizados, uma vez que proporciona uma boa
estimativa da actividade da desidrogenase, devido ao facto do INT possuir uma grande
afinidade electrénica. O INT compete melhor que o oxigénio pelos electrbes livres,
logo ndo é necessario realizar as determinacdes em condigdes anaerdbias (Camina et
al., 1998).

Na presenca do enzima desidrogenase ocorre uma remog¢ao do hidrogénio do INT
formando-se o tetrazolio. Este vai inserir-se entre a ubiquinona e o citocromo b na

cadeia transportadora de electrdes, e compete com NAD" ou NADP" pelos electrdes.
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Quando o INT aceita os electrdbes é reduzido a um formazdo Cloreto de
iodonitrotetrazolio (INTF) (figura 11) de coloragdo vermelha e assim a concentragcéo

de formazéo formado pode ser medido espectrofotometricamente a um comprimento
de onda de 490 nm. (Tayler et al., 2002).
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Figura 11 - Reaccao enzimatica entre o INT e a desidrogenase (adaptado deTaylor et al.,
2002).

Esta actividade serve como um indicador dos sistemas redox microbiolégicos e pode
ser considerado uma boa medida da actividade oxidativa microbiana (Camifa et al.,

1998).

A actividade da desidrogenase utilizando o INT como substrato depende do tipo de

amostra, do pH, do O, e da temperatura (Gong,1996).

A determinacdo da carga microbiana pelo método enzimatico usando a desidrogenase
tem também a vantagem de ser mais rapido que a avaliacdo da contaminagao
microbiana por incubagao das amostras em meios de cultura.

3. Legislagao

A esterilizacdo de dispositivos obedece a diversos requisitos legais, quer portugueses

quer europeus.
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Esta legislacdo abrange legislagao tdo diversa como a que se refere:
+ a sistemas de esterilizagao: EN 1422 — Esterilizadores de 6xido de etileno, NP EN
550:1994 - Esterilizacdo dos dispositivos médicos — Validacdo e controlo de
rotina do 6xido de etileno, EN 556 — Esterilizacdo de Dispositivos médicos
rotulados “estéril”;
¢ a indicadores: ISO/DIS 14538 — Avaliagdo Bioldgica de dispositivos médicos.
Estabelecimento de limites para esterilizacdo usando uma avaliacdo de
riscos, EN ISO 14161 — Indicadores biologicos para esterilizagao de produtos
de saude — Guia para a selecgao, uso e interpretagao dos resultados, EN ISO
15882 — Indicadores quimicos para esterilizagcdo de produtos de saude, EN
ISO 11138 — Indicadores Biologicos, EN ISO 10993 — Avaliagédo Bioldgica de
Dispositivos médicos,

¢ ao sistema de producao: EN ISO 11607 — Embalagem de dispositivos médicos
sujeitos a esterilizacdo, EN ISO 11607 -1 — Empacotamento, EN ISO 868-2-
3-4-5-6-7-8-9 — Material de embalagem em sistemas de dispositivos
destinados a serem utilizados, EN ISO 11607-2 — Validagdo do processo de
selagem,

ou outra, como EN ISO 13485:2004 — Sistemas da Gestdo da Qualidade - Requisitos

para fins regulamentares, EN 980:2008 — Simbolos graficos para o uso na
rotulagem dos dispositivos médicos, EN ISO 14971 — Aplicagdo da gestédo de
risco aos dispositivos médicos ou EN 1041 — Informacéo a ser cedida pelo

fabricante com os dispositivos médicos.

4. Instalacao de uma central de esterilizagao

Um planeamento adequado de um centro de esterilizacdo por 6xido de etileno pode
reduzir sensivelmente a exposicdo dos operadores a esse gas, caso ocorra alguma
fuga. Ventilagdo adequada, areas bem definidas, controlo ambiental e procedimentos
de seguranga podem definir os valores de uma possivel exposicao do operador. A
area de esterilizacdo deve possuir cinco areas bem definidas:

& Ambiente de acesso restrito, onde sio instalados os pontos de controlo e
monitorizacao do processo de esterilizagao.

# Ambiente onde se localiza a camara de esterilizagdo. O projecto deve ser

compativel com o risco de explosao, pois o0 6xido de etileno é inflamavel.
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# Sala onde existem condigdes mecénicas ou naturais que permitem a circulagao de
ar nos dispositivos médicos, visando a eliminagao total dos residuos do gas.

& Area destinada apenas ao armazenamento dos recipientes do agente esterilizante.
Deve ser bem arejada, isolada de modo a estar protegida das oscilagdes da

temperatura e proxima da area de esterilizagdo (Possari, 2003).

A esterilizagao por 6xido de etileno tornou-se num método seguro a eficaz, fornecendo
recursos para a esterilizagdo de um vasto leque de dispositivos médicos, os quais
seriam danificados por esterilizagdo através do calor seco ou vapor saturado sob
pressdo (Possari, 2003). O processo por OE é complexo e requer monitorizagao
constante de modo a garantir a qualidade dos dispositivos médicos. O objectivo da
validacao da esterilizagdo por OE é torna-la legitima através de registos de tudo o que
a envolve, desde condi¢cbes do ambiente, do equipamento, da carga microbiana, tudo
o que estiver envolvido no processo de esterilizagdo (Possari, 2003).
A validacdo do processo de esterilizacdo inclui a qualificacdo de processos fisicos e
microbioldgicos, sendo estes descritos em detalhe na norma ISO 11135 e na norma
europeia EN 550 (Mendes et al., 2007). No entanto nenhuma destas normas inclui
critérios de selecgao do processo de esterilizagcao a escolher (Mendes et al., 2007). A
variabilidade geométrica dos dispositivos médicos e as caracteristicas da embalagem
sao também factores que devem ser considerados num processo de validagao
(Mendes et al., 2007).
A qualificagao fisica do processo consiste na verificagdo da reprodutibilidade do ciclo e
verificagao do impacto que este possui nos dispositivos médicos, assim como verificar
a funcionalidade da embalagem (Mendes et al., 2007). A qualificagdo microbiolégica
do processo consiste na avaliacido da capacidade letal do processo de esterilizacao
(Mendes et al., 2007).
A qualificagdo do projecto consiste na primeira etapa do processo de esterilizaco,
sendo o objectivo principal verificar se as instalagdes cumprem todos os requisitos,
nomeadamente no que se refere a sistema de ar comprimido, agua, energia eléctrica,
espaco para o quarto de esterilizagdo e resisténcia do piso. E também importante
considerar os seguintes requisitos:

= Ventilagdo — a area de instalacdo deve ser ventilada, sendo necessaria uma

troca de ar de 25 renovacgdes de ar/hora.
» Agua — a operacdo da bomba de vacuo requer agua com pressdo adequada
para o seu funcionamento. A saida de agua deve ser feita por um sistema de

sifao de modo a evitar o retorno de agua para o equipamento (Possari, 2003).
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A qualificacdo da instalacdo constitui a segunda fase do processo de validagéo, na
qual o destaque da-se a montagem da instalagdo, ou seja, se ela foi realizada de
acordo com o projecto ja qualificado. Entre os principais testes realizados nesta fase
estdo a estanquecidade dos chuveiros e tubagens hidraulicas e o controlo da corrente
da rede eléctrica e das renovacbes de ar. Deve-se verificar também a caixa de
borbulhamento, zona de armazenamento dos tanques de 6xido de etileno, rede de
vapor, sistema de suporte. Quanto ao equipamento, a qualificagdo da instalacao
consiste em verificar se ele esta apto para utilizagdo por meio de testes eléctricos,

electrénicos e mecanicos (Possari, 2003).

Na qualificacdo da operagao, o objectivo é verificar se os parametros do processo de
esterilizacdo estdo a ser respeitados pelo equipamento. Os parametros fisicos
investigam a integridade da camara da autoclave, ou seja, a capacidade fisica da
maquina para evacuar o ar da camara e da carga, a capacidade de manter a
temperatura necessaria uniformemente em toda a carga com a adicdo do OE, a
pressao, a concentracao, a distribuicdo e a penetragdo do OE e, por fim, a humidade
relativa. Os testes de desempenho do equipamento envolvem a observacao de todos

estes parametros durante o processo de esterilizagao (Possari, 2003).

A qualificagdo do desempenho é realizada por meio de sucessivas esterilizagdes, as
quais se submete um mesmo numero de dispositivos médicos e 0 mesmo numero de
microrganismos conhecidos aos parametros (tempo, temperatura, concentracéo do
gas, humidade relativa) especificados pelo fabricante. O objectivo, também aqui,

consiste em verificar a eficacia do processo de esterilizagédo (Possari, 2003).

Para a qualificagcdo microbioldgica existem trés tipos de abordagem que s&o, por
ordem decrescente de utilizagdo: método de overkill, método biolégico combinado
indicador/bioburden e método bioburden (Mendes et al., 2007).

A abordagem overkill utiliza dados do indicador biolégico para avaliar a taxa
microbiolégica de um determinado processo. A definicdo do processo com base na
combinacdo entre o indicador e/ou método de bioburden define as medidas
necessarias para atingir a esterilidade do processo (Mendes et al., 2007).

O método bioburden & um processo definido com base na inactivagdo da populagao
microbiana no seu estado natural. O método overkill é aplicavel ao longo da
combinacdo (10° micorganismos de Bacillus subtilis, reclassificado em 2001 por Fritze
e Rudiger como B. atrophaeus) (Mendes et al., 2007) e a resisténcia do indicador,

expresso em valor D que excede a biocarga do produto. O processo de esterilizagado

32



definido com base nesta abordagem €& muitas vezes conservador, porque o0s
parametros do ciclo de esterilizagdo necessarios para esterilizar a biocarga sao
superiores a necessidade. A determinacido do ciclo de letalidade consiste na
determinagéo do tempo minimo de exposigdo em que existe sobrevivéncia (Mendes et
al., 2007).
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Capitulo I

Problematica e Objectivos



ll. Problematica e objectivos

1. Problematica

Os dispositivos médicos sdo importantes instrumentos de saude, que englobam um
vasto conjunto de produtos. Sdo destinados, na pratica médica, a terem diversos usos,
incluindo fins comuns aos dos medicamentos, tais como prevenir, diagnosticar ou

tratar uma doenca humana (www.infarmed.pt, 2010).

Dependendo do seu uso e do estado de esterilizagcao, os dispositivos médicos podem
constituir um foco de contaminacdo para o paciente e um factor de morbilidade

acrescido se nao estiverem devidamente esterilizados (www.sterigenics.com, 2010).

Assim, € de vital importancia que quaisquer processos de esterilizacdo a que sejam
sujeitos sejam compativeis com os materiais de que sao fabricados, a sua embalagem
e a carga contaminante que possuem. Diversas propriedades do 6xido de etileno,
incluindo a sua utilizacdo em materiais termossensiveis e a sua elevada penetragao
em dispositivos médicos embalados, fazem deste composto um dos melhores agentes
de esterilizagdo para dispositivos médicos, com uma capacidade letal elevada, até 10°

células (www.sterigenics.com, 2010).

Para um bom desempenho do processo de esterilizacdo devem ser controladas todas
as fases inerentes ao processo de fabrico dos dispositivos médicos, nomeadamente, a
qualidade do ar das salas de fabrico, as superficies, os manipuladores, a matéria-
prima e o produto semi-acabado. Estas fases de producdo tém influéncia na carga
contaminante dos dispositivos médicos, a qual determinara as variaveis associadas ao
processo de esterilizagdo como o tempo de esterilizagdo, a temperatura, a pressao e a
humidade.

Assim, os conhecimentos das cargas contaminantes dos diversos dispositivos, a sua
relacdo com as diversas fases de fabrico e armazenamento, sdo essenciais na
implementacdo de um sistema de esterilizacdo. Também, escolhido o agente de
esterilizacao, importa saber se este apresenta a capacidade letal enunciada quando
utilizado nos dispositivos médicos e embalagens, especificos da empresa que se

propde implementar este sistema de esterilizacao.
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2. Objectivos

O presente trabalho de investigagdo tem como principal objectivo o estudo dos
factores que condicionam a esterilizacdo de dispositivos médicos, utilizando como
agente esterilizante o 6xido de etileno.

Deste modo pretende-se:

» Conhecer 0s microrganismos e as cargas microbianas nas varias etapas da
producao, incluindo: manipuladores, superficies, ar, matéria-prima e produto acabado
antes da esterilizaco;

* Avaliar a proliferacdo da carga microbiana durante o tempo de
armazenamento;

» Avaliar a eficacia do o6xido de etileno na esterilizacdo dos diferentes
dispositivos médicos com cargas contaminantes conhecidas, de bactérias e fungos;

+ Avaliar a eficacia da esterilizagao para diferentes niveis de contaminagao;

* Determinar a carga microbiana por intermédio de um método enzimatico;
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Illl — Parte experimental

Para a realizacido deste trabalho foram efectuados dois estudos em paralelo, um dos
quais foi realizado dentro da empresa, cujo objectivo foi a avaliagdo da carga
microbiana existente a nivel de manipuladores, superficies, ar, matéria-prima e
produto acabado e, simultaneamente, foi realizado um estudo em laboratério

utilizando-se microrganismos e niveis de contaminag¢ao conhecidos.

1 — Metodologias utilizadas para determinagao da carga microbiana nas

etapas de produgao

1.1 — Determinacao da carga microbiana no ar

De acordo com o anexo C da EN ISO 14698-1:2003, foram analisadas 21 amostras,
recolhidas em diferentes locais, considerando-se duas situagdes: recolha em fase de
producdo e na auséncia de producao da fabrica.

As amostras foram recolhidas por filtragdo de ar, num volume equivalente a 1m®
sendo este recolhido directamente para as placas com os respectivos meios de cultura:
Plate Count Agar (PCA) para contagem de microrganismos a 30°C e Sabouraud
gentamicina chloramphenicol (SGC2) para contagem de fungos filamentosos e
leveduras. A figura 12 mostra o equipamento de recolha de ar.

Para a contagem de microrganismos a 30°C, as placas foram a incubar a 30°C durante
3 a 7 dias e para contagem de fungos filamentosos e leveduras as placas foram a
incubar a 25°C durante 5 a 7 dias. Apds o tempo de incubagao contaram-se todas as

coldnias existentes nas placas.

Figura 12 — Aparelho para recolha de amostras de ar (fonte: Catalogo da Merck)
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1.2 — Determinagao da carga microbiana em superficies

Foi realizada a recolha de amostras em nove superficies de trabalho, usando a
metodologia definida no anexo C da EN ISO 14698-1:2003.

As amostras foram recolhidas através do contacto directo da gelose com a superficie,
incubando-se a 20-25 °C durante 5 a 7 dias, em meio de cultura SGC2, e a 30-35 °C
durante 3 a 7 dias em meio de cultura PCA.

Apobs o tempo de incubagao foram contadas as coldnias existentes nas placas.

1.3 — Determinag¢ao da carga microbiana em manipuladores

Dada a importancia da contaminagcdo pelos manipuladores, a legislagdo obriga ao
controlo da contaminagao dos manipuladores. De acordo com o anexo D da EN ISO
14698-1:2003, devem ser controlados os seguintes pontos: maos, axila direita, axila
esquerda, touca e botdes da bata, de forma a controlar-se a higiene das méos e
fardamento. Assim, realizou-se a recolha de amostras em 9 manipuladores, sendo as
mesmas recolhidas em diferentes épocas do ano (fase do ano em que as
temperaturas sdo mais quentes e fase do ano em que as temperaturas sido mais
baixas).

Para a recolha das amostras utilizou-se uma zaragatoa, humedecida com agua
peptonada tamponada, passando-se depois com a mesma sobre as superficies a
analisar. As amostras foram inoculadas em PCA e em SGC2, a 30-35 °C para
contagem de microrganismos a 30 °C, e a 20-25 °C para contagem de Escherichia coli
e Staphylococcus sp. Apdés o tempo de incubagdo, contaram-se todas as coldnias

existentes nas placas.

1.4 — Determinagdo da carga microbiana em matéria-prima e produto nao

estéril (produto semi-acabado)

A metodologia utilizada foi definida de acordo com a Farmacopeia Portuguesa, edicao
VIll e a EN ISO 11737-1:2006. Colocou-se a amostra dentro de um saco estérilem 1 L
de agua peptonada tamponada, agitando-se durante 30 minutos. Em seguida filtrou-se
a amostra e colocou-se o filtro em meio PCA, incubando-se a 30-35 °C durante 3 a7
dias. Para a deteccido de fungos filamentosos e leveduras, o filtro foi colocado em
meio SGC2 e incubado a 20-25 °C durante 5 a 7 dias. Apds o periodo de incubagao

foram contadas as colonias das placas que apresentavam o maior nimero de ufc/g.
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2 — Ensaios realizados em condi¢cées controladas

Para se estudar a proliferagao dos microrganismos ao longo do tempo, utilizaram-se
duas estirpes diferentes, uma correspondente a um fungo filamentoso, Trichoderma
reesei e outra correspondente a uma bactéria, Escherichia coli. Prepararam-se
culturas em rampa, sendo estas utilizadas para a contaminacéo dos diversos tipos de
material a estudar: gaze, n&o tecido, plastico e metal. As amostras foram analisadas
apos a contaminagao: tempo zero, apds um dia, uma semana (7 dias), duas semanas
(14 dias) e quatro semanas (28 dias), no que respeita ao numero total de células

viaveis.
2.1 - Avaliagdo da contaminagdo com Trichoderma reesei

2.1.1 — Preparacgao das culturas e contaminagao dos dispositivos médicos

com Trichoderma reesei

Para a realizacdo deste ensaio utilizaram-se dispositivos médicos esterilizados, pois
pretende-se saber se a carga microbiana aumenta ou diminui ao longo do tempo de
armazenamento.

Prepararam-se varias rampas com culturas de Trichoderma reesei, incubando-se a 28
°C durante 5 dias. Apods este periodo para a contaminagido dos dispositivos médicos
preparou-se uma suspensdo de células de Trichoderma reesei colocando-se 2 mL de
soro fisioldgico no tubo de ensaio e com o auxilio de uma ansa removeram-se as
células existentes na superficie do meio de cultura.

A suspensao foi homogeneizada e prepararam-se varias diluicbes de 1/10, até a
diluicdo 107 (a figura 13 esquematiza a metodologia utilizada). Para se conhecer o
numero de células existentes em cada diluicdo, procedeu-se a contagem em

microscopio, sendo utilizada a camara de Newbauer.
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Figura 13 — Esquema da preparagéo das solugbes para contaminagao

Com o auxilio de uma micropipeta, aplicou-se de 1 ml de solugdo em toda a extensao
de cada dispositivo meédico, tendo sido preparadas 3 amostras para cada um dos
tempos a analisar. Apdés contaminacdo, cada tipo de material foi armazenado a

temperatura ambiente.

2.1.2 - Avaliagdo da contaminagcdo dos dispositivos médicos por

Trichoderma reesei
2.1.2.1 — Compressas de gaze e nao tecido

As compressas contaminadas como Trichoderma reesei foram colocadas num tubo de
ensaio e adicionados 3 mL, e agitado durante 1 hora. Apds agitacdo, pipetou-se 0,2
mL de cada uma das amostras para 5 placas de Petri, incorporando-se em Malt extract
agar (MEA), incubando-se a 28°C durante 5 dias (figura 14). Apds incubacao,
procedeu-se a contagem das coldnias que apresentavam coloragdo verde e rebordo
amarelo, sendo os resultados expressos como unidades formadoras de colonias (ufc)

por grama de material.
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Figura 14 — Metodologia utilizada para analise das compressas de gaze e nao tecido

2.1.2.2 — Plastico e Metal

Aos dispositivos em plastico e metal contaminados com Trichoderma reesei foram
adicionados 10 mL de soro fisioldgico a cada um dos frascos, agitando-se durante 1
hora. Apds agitacao pipetaram-se diferentes quantidades de amostra para cada uma
das placas de Petri (figura 15). Para cada uma das amostras preparou-se 5 placas de
Petri, incorporou-se em Malt extract agar (MEA), incubando-se a 28 °C durante 5 dias.
Apos incubacgdo, procedeu-se a contagem das colonias que apresentavam coloragéo
verde e rebordo amarelo, sendo os resultados expressos como unidades formadoras

de colonias (ufc) por grama de material.
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Figura 15 - Metodologia utilizada para avaliagao dos dispositivos médicos em plastico e metal

contaminados com Trichoderma reesei

2.2 - Avaliagao da contaminagcao com Escherichia coli

2.2.1 - Preparacao das culturas e contaminagado dos dispositivos médicos

com Escherichia coli

Para a realizacdo deste ensaio utilizaram-se dispositivos médicos esterilizados.
Prepararam-se varias rampas com culturas puras de Escherichia coli, incubando-se a
37°C durante 24-48 horas. Para a contaminacao dos dispositivos médicos colocaram-
se 2mL de soro fisioldgico dentro do tubo de ensaio. Com o auxilio de uma ansa
removeram-se as células existentes na superficie do meio de cultura,
homogeneizando-se a suspensado. Prepararam-se varias diluicbes de 1/10, até a
diluicdo 107 (a figura 16 esquematiza a metodologia utilizada). Para se conhecer o
numero de células existentes em cada diluigdo, procedeu-se a contagem em

microscopio, sendo utilizada a cAmara de Neubauer.
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Figura 16 — Preparacao das suspensdes de Escherichia coli com diferentes

concentragdes

Com o auxilio de uma micropipeta, aplicou-se de forma homogénea 1 mL de solugao
em cada dispositivo médico. Foram preparadas 3 amostras para cada um dos tempos
a analisar. Apds contaminacdo, os dispositivos foram armazenados a temperatura

ambiente.

2.2.2 — Avaliagao dos dispositivos médicos por Escherichia coli
2.2.2.1 - Compressas de gaze e nao tecido

Adicionou-se 3 mL de soro a cada um dos tubos contendo as compressas, agitando-se
durante 1 hora. Apos agitacédo pipetou-se 0,2 mL de cada uma das amostras para as
placas de Petri. Para cada uma das amostras preparou-se 5 placas de Petri,
incorporou-se em nutriente agar, incubando-se a 37°C durante 24 a 48 horas (figura
17). Apods incubagdo, procedeu-se a contagem das colénias que apresentavam
coloragcao amarela, forma circular e didametro entre 2 a 3 mm (figura 17), sendo os
resultados expressos como unidades formadoras de colénias (ufc) por grama de

material.
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Figura 17 — Metodologia utilizada para avaliacdo dos dispositivos médicos em gaze e nao

tecido contaminados com Escherichia coli

2.2.2.2 - Plastico e Metal

Para os dispositivos médicos em plastico e metal, adicionou-se 10 mL de soro
fisiolégico a cada um dos frascos contendo os dispositivos, agitando-se durante 1 hora.
Apés agitagdo pipetaram-se diferentes quantidades de amostra para cada uma das
placas de Petri. Para cada uma das amostras preparou-se 5 placas de Petri,
incorporou-se em Nutriente agar, incubando-se a 37°C durante 24 a 48 horas. Apds
incubacdo, procedeu-se a contagem das colbénias que apresentavam coloragao
amarela, forma circular e diametro entre 2 a 3 mm, sendo os resultados expressos

como unidades formadoras de coldnias (ufc) por grama de material (figura 18).
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Figura 18 — Metodologia utilizada para avaliagdo dos dispositivos médicos em plastico e metal

contaminados com Escherichia coli

3 — Avaliagao da contaminag¢do microbiana ao longo do tempo

de armazenamento

Para a realizagcdo deste ensaio o produto foi embalado na linha de producido da
empresa, sendo utilizado o mesmo papel e o mesmo filme de embalagem. Os tempos
de armazenamento foram iguais aos dos ensaios realizados em condi¢des controladas.
As embalagens dos dispositivos médicos foram abertas em condigbes assépticas e
foram tratadas de acordo com a metodologia descrita nos pontos 2.1 e 2.2, tendo-se
avaliado a contaminagcdo por bactérias, em meio Nutriente agar, e por fungos

filamentosos e leveduras em MEA.
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4 — Ensaio de esterilidade

Os dispositivos foram contaminados com carga de 10° até 102, de modo a verificar-se
se para niveis de contaminagcdo mais elevados, o 6xido de etileno ainda tem
capacidade de esterilizacdo, uma vez que sao 0s que apresentam uma maior carga
microbiana. O ensaio de esterilidade foi realizado apenas nas compressas de gaze e

nao tecido. A metodologia utilizada foi a mesma descrita nos pontos 2.1 € 2.2.

5 — Ensaios enzimaticos

Os ensaios enzimaticos sdo hoje bastante utilizados na determinacdo da actividade
metabdlica (Warscheid et al. 1990), sendo referidos na bibliografia, como indicadores
da presenca e/ou da actividade dos microrganismos nos ecossistemas que colonizam
(Pankhurst et al. 1997). Neste trabalho utilizou-se a determinacido da actividade da
enzima desidrogenase como indicador de presenga de micorganismos.

A determinagdo da actividade enzimatica de desidrogenases foram efectuadas de
acordo com o método descrito por Camifia (1998), utilizando como substrato o cloreto
de 2-(p-iodofenil)-3-(p-nitrofenil)-5-feniltetrazolio (INT). Na presenca do enzima
desidrogenase ocorre a remo¢ao do hidrogénio do substrato formando-se o sal de
tetrazolio. Este é reduzido formando-se assim o formazao correspondente, ou seja, o
cloreto de iodonitrotetrazolio (INTF) (Taylor et al., 2002). O formazao derivado da
reducdo do INT apresenta coloragdo vermelha e é  detectado
espectrofotometricamente a 490 nm, sendo que a quantidade de produto formado é

proporcional a actividade da desidrogenase (Camifa et al., 1998).

Para determinar a actividade da desidrogenase adicionou-se 750 uL de suspensao
(Trichoderma reesei, com concentracdo 31x10° ufc/g), 0,75cm?® de tamp&o Tris-HCI pH
7,5 (1 M) e 1,0 cm® de INT 0,5% em solugéo aquosas de DMF a 20%. A suspens&o
obtida incubou-se em banho-maria, com agitacao, a 40°C durante 1 hora ao abrigo da
luz. Adicionou-se 4,0 mL da mistura de etanol-DMF (1:1) e 1 mL de H,0, agitando-se,
facilitando assim a homogeneizacao da solugdo. O INTF formado foi quantificado num
espectrofotdmetro de ultravioleta - visivel a um comprimento de onda de 490 nm.

Para a quantificacdo da actividade enzimatica procedeu-se a construgcdo de uma curva
de calibragdo com INTF no intervalo de concentragdes entre 0,5 pg/mL e 40 pg/mL de
INTF.
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As leituras dos padroes e das amostras foram efectuadas em triplicado. A
concentracdo de INTF formado num ensaio de desidrogenase foi calculada por

interpolagcéo da curva de calibracao.

6 — Validacao estatistica dos resultados

Na validacdo estatistica dos resultados da carga microbiana (fungo, bactéria e
armazenamento) utilizou-se o programa SPSS para o Windows, versao 15.
Consideraram-se as médias como variaveis dependentes e os tempos de
armazenamento como variaveis independentes.

As diferengcas encontradas nas médias foram estudadas recorrendo ao teste de
analise de variancia (ANOVA). A homogeneidade das variancias foi confirmada pelo
teste de Levene e a comparagao multipla das médias foi realizada com o teste de

Tukey para um nivel de significancia de 5%.
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Capitulo IV

Resultados e Discussao



4.1. Carga microbiana existente no ar

A embalagem dos dispositivos médicos realiza-se em salas apropriadas, designadas
por salas classificadas ou salas limpas, com controlo de temperatura, pressao de ar e
humidade. Segundo a norma EN ISO 14698:2003, é necessario efectuar-se um
controlo de qualidade ao ar, uma vez que podem ocorrer dois tipos de contaminacao:
contaminagdo externa, através do sistema de ar condicionado e portas, e
contaminagéo interna, provocada pelos manipuladores, pelo desgaste de superficies e
equipamentos e pelo processo de fabrico em geral.

Para analisar a carga microbiana existente no ar, foram efectuadas recolhas de ar em
diferentes locais de producgao, considerando que existem 4 zonas afectas a producgao:
antecamara 1 (zona de preparagdo de matéria-prima onde se retira a primeira
embalagem); antecAmara 2 (zona de preparagdo de matéria-prima onde se retira a
segunda embalagem); antecAmara 3 (entrada e saida de manipuladores) e sala

classificada (zona de embalagem dos dispositivos médicos), (figura 19).

Sala classificada

Antecamara 3 Antecamara2 Antecamara 1

Figura 19 - Zonas afectas a area de producgéo

As amostras foram recolhidas em locais diferentes, considerando-se duas situagdes
diferentes: recolha em fase de produgédo e em auséncia de producao. Nestas amostras
foi avaliada a contaminagdo por microrganismos a 30°C e por fungos, de acordo com a
legislagdo aplicavel a areas de produgdo de dispositivos médicos. A tabela 3
apresenta os resultados da carga microbiana existente no ar durante estes periodos,
no que respeita a microrganismos a 30°C (ufc/m®) e a fungos (fungos filamentosos e

fungos unicelulares) (ufc/m?®).
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Tabela 3 - Carga microbiana existente no ar em periodos de produgéo e em auséncia de

producéao

Carga microbiana existente no ar

Durante a producao Auséncia de produgdo
Fungos Fungos
Locais de
h Microrganismos | Filamentosos e |Microrganismos| Filamentosos e
recolha
a 30 °C (ufc/m®) leveduras a 30 °C (ufc/m®) leveduras
(ufc/m?) (ufc/m?)
329 101 100 36
Antecamara 1 329 372 46 12
224 329 8 2
40 60 20 34
Antecamara 3 0 0 88 8
0 22 6
183 60 3 1
224 121 5 1
Antecamara 2
203 183 8 1
245 80 5 1
60 40 4 1
0 20 3 1
1 1
0 1 1
0 2 1
Sala
20 3 1
classificada
20 20 1 1
20 0 1 1
0 0 1 1
142 0 1 1
0 0 1 1
Média 97,10 66,00 15,43 5,38
Desvio
~ 118,35 107,12 28,26 10,26
padrao

O nivel de carga microbiana foi mais elevado durante o periodo de fabrico como
mostra a figura 20. Para microrganismos a 30 °C, durante a produgéo, obteve-se uma
média de 97,10 ufc/m®, enquanto que na auséncia de producdo obteve-se apenas
15,43 ufc/m®. Comparando-se os valores individuais das salas, verifica-se que a sala

mais contaminada é a antecdmara 1, seguida da antecamara 2, tal como esperado,
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uma vez que estas salas sdo, em fase de producido, as salas de abertura das
embalagens que contém a matéria-prima. Quanto maior o fluxo de produgéo, maior
sera o volume de cartbes a passar por estas salas, influenciando assim o nivel de

contaminacao microbiana.

250 00 q

200 00

150 00

ufcind

100,00

50 00

000 _L|—T—\

Com produgdo  Auséncia de produgdo

& Micorganis maes a 30°C (uivm3) @ Bolores e leveduras (uizn3)

Figura 20 — Valores médios de contaminag&do microbiana do ar em periodos de producao e em

auséncia de produgao

Para os fungos (fungos filamentosos e leveduras), durante a producédo foi obtido um
valor de média de 66,0 ufc/m®, enquanto que num periodo sem produgdo este valor
baixou para 5,38 ufc/m®. Comparando-se os valores individuais para cada sala,
verificou-se que a antecamara 1 foi a que apresentou valores mais elevados, seguida
da antecamara 2.

A carga microbiana existente no ar relativa a fungos é menor que a correspondente
carga relativa aos microrganismos a 30 °C, seja em fase de producdo ou na sua
auséncia.

A antecAmara 3 foi a que apresentou valores de contaminagcdo mais elevados na
auséncia de producdo, quer para microrganismos a 30 °C, quer para fungos
filamentosos e leveduras.

Nos valores obtidos existe uma diferengca muito grande entre os valores da carga
microbiana, com valores de desvios padrées muito grandes, o0 que demonstra uma
heterogeneidade entre a contaminagdo microbiana do ar nas diversas salas afectas a
producao. Esta variagcdo dos resultados pode estar relacionada com a diferenca que

existe entre as salas e com o tipo de manipulagao associado a cada sala.
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4.2. Carga microbiana existente nas superficies

Para se avaliar as condigbes higiénicas da zona de produgdo, foram retiradas
amostras aleatdrias em nove superficies diferentes. Nesta analise, foram avaliadas as
cargas microbianas em microrganismos a 30°C, fungos filamentosos e leveduras, de
acordo com o exigido pela legislagao (www.infarmed.pt). A tabela 4 mostra os valores
obtidos. Estes resultados mostram uma carga microbiana baixa e generalizada para os
microrganismos a 30°C, enquanto a contaminagdo por fungos é restrita a apenas
algumas superficies, mais irregulares, como é o caso das superficies 5 e 6, que
correspondem a manipulos das portas. As restantes superficies, lisas (superficies das
maquinas e paredes) apresentam valores muito baixos, uma vez que sao superficies
de facil higienizacao.

No fabrico e embalagem de dispositivos médicos é importante o controlo
microbiolégico de superficies, de modo a garantir que o produto ndo é contaminado.
Os resultados obtidos (figura 21) mostram uma carga microbiana baixa que indica que

existe uma rotina de limpeza e que esta é eficaz.

Tabela 4 - Carga microbiana existente nas superficies

Superficies
Fungos
N° da Microrganismos | _ Leveduras
o ,, | Filamentosos )
amostra a 30°C (ufc/dm?) ) (ufc/dm®)
(ufc/dm®)
Superficie 1 3 0 0
Superficie 2 0 0 0
Superficie 3 1 1 0
Superficie 4 2 0 0
Superficie 5 1 10 10
Superficie 6 1 10 10
Superficie 7 1 0 0
Superficie 8 1 0 0
Superficie 9 0 0 0
Média 1,11 2,33 2,22
Desvio
0,93 4,36 4,41
Padrao
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Figura 21 — Valores médios de contaminag&o microbiana em superficies

4.3. Contaminagédo existente nos manipuladores

Os dispositivos médicos podem ser utilizados na sua vertente estéril, quer na sua
vertente nao estéril. Durante o processo de fabrico e embalagem, sao varios os
factores que devem ser controlados de forma a reduzirem os riscos de contaminacgéo.
Uma deficiente higienizagao por parte dos manipuladores pode constituir um risco, ou
seja, pode ocasionar uma contaminagao nos dispositivos médicos, colocando em risco
a saude e bem-estar de um doente. Os manipuladores sédo considerados um dos
principais focos de contaminagdo, mesmo os manipuladores sadios podem ser
portadores de bactérias que podem contaminar os dispositivos médicos, atraves da
boca, nariz, garganta e tracto intestinal. As maos podem conter varios microrganismos
importantes como a Escherichia coli, que indica contaminagao fecal, Staphylococcus
aureus, que indica a presencga de material nasal, e microrganismos a 30 °C, que fazem
parte da microflora natural da pele mas que também podem indicar uma ma
higienizacdo das maos obrigando assim o manipuladores a desinfectar mais vezes as
maos, sobretudo na estagdo mais quente do ano.

A legislacdo (EN ISO 14698-1, 2) obriga a avaliagdo da carga microbiana dos
manipuladores, especificando a andlise da carga microbiana em microrganismos a
30°C e Escherichia. coli e Staphylococcus sp, em diversas partes do manipulador:
botdes, axilas direita e esquerda, touca, botdes e maos.

Para efectuar esta avaliagdo, foram retiradas amostras aos nove manipuladores, tendo
seis amostras sido recolhidas no pico da estacdo fria (Inverno) e trés no pico da

estacao quente do ano (Verao). Os valores obtidos estdo apresentados na tabela 5.
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Os valores obtidos mostram que os microrganismos a 30 °C encontram-se em maior

quantidade na estagédo quente, sendo o valor maximo de 1500 ufc/manipulador (figura

22). Na estagéo fria observa-se um valor de 2200 ufc/manipulador, mas os demais

valores nao ultrapassam 460 ufc/manipulador.

De realcar que nao se observou qualquer contaminacdo por Escherichia coli e

Staphylococcus sp.

Tabela 5 — Carga microbiana existente nos manipuladores em diferentes condicées ambientais

Axila direira pyxila esquerda

Berdo Olnverno

Carga microbiana nos manipuladores
Microrganismos a 30°C E. coli / Staphylococcus sp
Amos. Axila Axila Axila Axila
Botdes Touca | Maos | Botdes Touca | Maos
direita | esquerda direita | esquerda
1 10 10 2 400 2200 0 0 0 0 0
2 5 460 100 400 440 0 0 0 0 0
3 1 3 1 360 270 0 0 0 0 0 o
S
4 5 2 1 7 | 100 0 0 0 0 E
5 4 31 52 160 350 0 0 0 0 0 B
6 1 9 150 14 6 0 0 0 0 0
7 1500 1500 15 165 5 0 0 0 0 0
o
8 0 350 1500 260 1500 0 0 0 0 0 'g
9 1500 40 1500 1500 | 240 0 0 0 0 0o
Média | 336,2 | 267,2 369,0 362,9 | 567,9 0 0 0 0 0
Desvio
659,8 | 493,0 643,2 452,1 | 761,9 0 0 0 0 0
Padréo
2000
1800 7
1800
G 1400
E 1200
2 1000
ey
g e
4":{| -
Zﬂ -
[I A T T T T
E‘D‘tEE'S TD‘U':E

Figura 22 — Valores médios de ufc/ manipulador de microrganismos a 30 °C

Comparando os diversos pontos de recolha das amostras, as maos foram as que

apresentaram valores mais elevados, com uma média de 567,9 ufc/manipulador. Os
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botbes da bata apresentaram uma média de 336,2 ufc/manipulador e a touca 362,9
ufc/manipulador. Comparando as axilas, a axila esquerda foi a que apresentou valores
mais elevados, com uma média de 369,0 ufc/manipulador para 267,2 ufc/manipulador
da axila direita.

Analisando-se os valores individualmente, comparando os valores obtidos no Verao e
Invernos (figura 22), verifica-se que os valores sdo mais elevados na estagdo mais
quente em todos os pontos de recolha, enquanto que na estagao mais fria esses
valores baixaram, principalmente nos botdes, axilas e touca.

Também nestes valores, os desvios padrdo sdo muito elevados, uma vez que se
tratam de valores obtidos em diferentes condigcbes meteorolégicas e em diferentes

manipuladores, com habitos de higiene diferentes.

4.4. Carga microbiana existente na matéria-prima

A matéria-prima utilizada ndo é estéril e, dependendo do tipo de microrganismos
presentes, pode causar infecgdo no paciente. A presenca de microrganismos
(bactérias e fungos) é permitida por lei (EN ISO 11737-1) desde que dentro de limites
especificados.

A qualidade da matéria-prima influencia a qualidade do produto final. Um dispositivo
médico que seja originario de matéria-prima com um nivel de carga microbiana muito
elevado pode por em causa toda uma carga de esterilizagdo. Por isso, é importante
controlar-se a carga microbiana da matéria-prima. Os microrganismos, de maneira
geral, exigem condigbes favoraveis ao seu crescimento, o que torna algumas
matérias-primas mais susceptiveis que outras ao desenvolvimento microbiano. Para
se ter a nogdo do nivel de contaminagdo dos diversos materiais dos dispositivos
meédicos, foram analisados quatro tipos de matéria-prima: gaze, nao tecido, material

em plastico e material em metal (figura 23).

Figura 23 — Matéria-prima analisada
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Relativamente a microrganismos a 30 °C, a gaze foi o material que apresentou mais
unidades formadoras de col6nia por grama de material, seguida do material em nao
tecido (tabela 6). O material em metal apresenta valores mais elevados
comparativamente com o material em plastico (tabela 6).

Das 5 amostras analisadas para cada um dos diferentes produtos verificou-se que as
compressas de gaze, para microrganismos a 30 °C, apresentaram a maior carga
microbiana, com uma média de 14,2 ufc/g, contrariamente ao material em plastico em

que se obteve apenas 4,2 ufc/g.

Tabela 6 — Contaminagéo microbiana existente na matéria-prima de gaze e nao tecido

Material de gaze Material em néao tecido
Microrga- Fungos Microrga- Fungos
Leveduras
N° de nismos a 05 °C filamentosos | nismos a | Leveduras a | filamentosos
a
amostra 30°C (ufclg) a25°C 30°C 25 °C (ufc/g) a25°C
ufc
(ufcl/g) g (ufcl/g) (ufcl/g) (ufcl/g)
1 10 1 1 10 1 1
2 20 1 1 10 1 1
3 15 1 1 10 1 1
4 12 1 1 10 1 1
5 14 1 1 15 1 1
Média 14,2 1 1 11 1 1
Desvio
B 3,77 0,00 0,00 2,24 0,00 0,00
Padréao

Os fungos filamentosos e as leveduras apresentaram apenas o valor maximo de 1
ufc/g de material, valor muito mais baixo que os valores da carga microbiana em
microrganismos a 30 °C (tabela 6 e 7). Para fungos filamentosos e leveduras, os
valores obtidos foram homogéneos tendo-se obtido uma média de 1 ufc/g, excepto no

metal em que nao houve crescimento de fungos filamentosos (figura 24).
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Tabela 7 — Contaminagéo microbiana existente na matéria-prima de plastico e metal

Material em plastico Material em metal
Microrga- Fungos Microrga- Fungos
Leveduras Leveduras
N° de | nismos a o filamentosos | nismos a o filamentosos
. a25°C . 0 a25°C 0
amostra 30°C a25°C 30°C a25°C
(ufcl/qg) (ufcl/g)
(ufc/g) (ufcl/g) (ufc/g) (ufc/g)
1 1 1 1 0 0 0
2 1 1 1 22 0 0
3 1 1 1 7 1 0
4 1 1 1 5 0 0
5 17 1 1 1 0 0
Média 4,2 1 1 7 0,2 0
Desvio
7,16 0,00 0,00 8,86 0,45 0,00
Padrao
20 4
18
16
1% 4
12 T

i B T—

Gaze Naotecido Pléastico Metal

‘ @ Microrganismosa30°C (ufc/g) O Levedurasa25°C(ufc/g) @ Fungosfilamentosos30°C (ufc/g) ‘

Figura 24 — Valores médios de contaminag&o microbiana na matéria-prima nos diferentes

materiais

4.5. Carga microbiana existente no produto nao estéril (produto semi-
acabado)

Os dispositivos médicos podem ser embalados em molde rigido ou flexivel, podendo
ser mais ou menos manipulados. A figura 25 mostra um kit (conjunto de produtos
embalados) mais manipulado, enquanto que a figura 26 mostra um kit menos
manipulado.
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Figura 25 —Kit mais manipulado (imagens recolhidas na Medirm)

Figura 26 — Kit rigido (imagens recolhidas na Medirm)

Os kits mais manipulados pertencem ao grupo dos kits dobrados em envelope; estes
kits podem conter bolas de gaze, compressas de gaze, pingas em plastico, um
tabuleiro onde é colocado todo o material e, por fim, um campo que envolve todos os
produtos.

Os kits rigidos sdao menos manipulados uma vez que os produtos sdo colocados
directamente na linha de produgdo. Um kit rigido pode conter os mesmos
componentes que um kit flexivel, a diferenca € que este nao possui um campo
envolvente; neste tipo de kits o campo esta dobrado, conforme mostra a figura 27.
Nestes dispositivos, foram analisados microrganismos a 30 °C, e fungos, conforme
determina a legislagéo em vigor (EN ISO 11737-1).

Os dispositivos médicos mais manipulados apresentaram valores de contaminacao
mais elevados em ambos os pardmetros, microrganismos a 30 °C, fungos
filamentosos e leveduras (tabela 9), contrariamente ao produto menos manipulado
(tabela 8).
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Tabela 8 — Contaminag&o microbiana existente nos produtos menos manipulados

Produto menos manipulado
Microrganismos | .. Fungos
N.° de 230 °C filamentosos e
amostra (ufclembalagem) leveduras
(ufc/embalagem)

1 4 0

2 8 1

3 0 0

4 1 0

5 4 3

6 7 4

7 2 1

8 3 0

9 3 0

10 2 0

11 2 1

12 3 2

13 34 5

14 17 1

15 1 1

16 3 0

17 1 1

18 3 1
Média 5,44 1,17
Desvio 18,75 14
padrao

Tabela 9 — Contaminagao microbiana existente nos produtos mais manipulados

Produto mais manipulado
Micorganismos . Fungos
N.° de 2 30 °C filamentosos e
amostra (ufclembalagem) leveduras
(ufc/lembalagem)

1 5 3

2 7 0

3 5 18

4 13 7

5 29 0

6 80 80

7 11 1

8 0 3
Média 18,75 14,00
Desvio 26,23 27,32
padrao

Para os produtos mais manipulados obteve-se uma média de 18,75 ufc/embalagem,

enquanto que em produtos menos manipulados foi obtida uma média de 5,44

ufc/embalagem, no que se refere a microrganismos a 30 °C (figura 27).
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Figura 27 — Valores médios de contaminagao de produto semi-acabado

Também nestes valores, os desvios padrdo sdo muito elevados, uma vez que se
tratam de valores obtidos em diferentes produtos, uns mais manipulados que outros. O
manipulador pode influenciar o nivel de contaminagcdo e altera os resultados, a
contaminacao das superficie e a qualidade do ar no momento da embalagem néo é

linear, provocando também alteragcdes nos niveis de contaminacéo.

4.6. Proliferagao de Trichoderma reesei ao longo do armazenamento

Segundo a norma EN ISO 11737-1:2006, os dispositivos médicos devem ser
controlados os parametros: microrganismos viaveis totais a 30 °C, fungos filamentosos
e leveduras. Dos valores obtidos na matéria-prima e produto semi-acabado, estes
valores foram muito baixos.

O Trichoderma reesei foi utilizado como exemplo de um fungo filamentoso (figura 28),
para verificar o seu crescimento ao longo do tempo de armazenamento, em condi¢bes
controladas, apdés contaminacdo de dispositivos médicos esterilizados. Para a
contaminacgao dos dispositivos médicos, utilizou-se uma concentragao de 1500 ufc/g

de material.

Figura 28 — Colonias de Trichoderma reesei
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A tabela 10 apresenta os valores médios de carga microbiana (ufc/g de material)

obtidos ao longo do tempo de armazenamento.

Tabela 10 — Valores médios de Trichoderma reesei em ufc/g de material

ufc/g de material*

Tempo Apbs 1 Apbs 7 Apés 14 Apés 28

zero dia dias dias dias
Gaze 89+16,2 |10,3+3,9| 39+20 0,7+0,9 1,2+24
27,7 +
Nao tecido 39+3,8 6,9+4,1 48+41 23+15

12,1
Plastico 1,2+1,0 34+21 27+272 1,9+1,3 1,5+1,2
Metal 0,1+0,2 0,2+04 0,0£0,0 0,0£0,0 0,9+0,9

*n= 15 amostras

Estes resultados mostram que, de um modo geral, existe uma maior carga microbiana

nos materiais gaze e néo tecido, relativamente ao plastico e ao metal (figura 29).
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Figura 29 — Valores médios da proliferacao de Trichoderma reesei, em ufc/g de material (15

réplicas)

Observa-se também uma tendéncia de aumento da carga microbiana entre o tempo

zero e 1 dia, seguido de uma diminuicdo progressiva (tabela 10). Estes resultados

podem ser observados graficamente nas figuras seguintes

No caso dos dispositivos em gaze, o aumento entre o tempo zero e 1 dia nao é

significativo, mas a diminuicdo da carga microbiana nos periodos seguintes (figura 30)

¢é estatisticamente significativo.
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Figura 30 — Valores médios de crescimento de Trichoderma reesei na gaze (letras diferentes
correspondem a diferencas de médias significativamente diferentes entre as amostras para
p<0,05).

Nos dispositivos em ndo tecido, observa-se um aumento entre o tempo zero e 1 dia
mas uma diminuicado similar para o tempo de armazenamento seguinte (figura 31). De
todos os dispositivos, o material em nao tecido foi o que proporcionou um maior

desenvolvimento do fungo.
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Figura 31 — Valores médios de crescimento de Trichoderma reesei em néo tecido (letras

diferentes correspondem a diferengas de médias significativamente diferentes entre as

amostras para p < 0,05).

Os dispositivos médicos em plastico apresentam valores de contaminacdo de
Trichoderma reesei inferiores aos do nao tecido mas um padrao similar de
contaminagédo, com um aumento do tempo zero para um dia seguido da diminuicdo

nos periodos seguintes (figura 32).
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Figura 32 — Valores médicos de crescimento de Trichoderma reesei no plastico (letras
diferentes correspondem a diferencas de médias significativamente diferentes entre as

amostras para p < 0,05).

Nos dispositivos em metal, apresentaram sempre uma carga microbiana em
Trichoderma reesei muito pequena ao longo de todo o periodo de armazenamento
(figura 33).
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Figura 33 — Valores médios de crescimento de Trichoderma reesei no metal (letras diferentes
correspondem a diferengas de médias significativamente diferentes entre as amostras para
p < 0,05).

4.7. Proliferagdo da Escherichia coli ao longo do armazenamento
As bactérias da espécie Escherichia coli sdo as predominantes na flora microbiana do

colon humano e pertencem a familia das enterobactérias. A Escherichia coli pode

aparecer nos dispositivos médicos devido a uma ma higienizagdo dos manipuladores,
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sendo este o motivo pelo qual escolhemos este microrganismo. O objectivo é verificar
se, numa eventual contaminagdo por parte dos manipuladores, qual o
desenvolvimento da carga microbiana da Escherichia coli. Para a contaminagdo dos
dispositivos médicos, utilizou-se uma concentragdo de 1500 ufc/g de material. A tabela
11 apresenta o numero de ufc/g de material de Escherichia coli ao longo do tempo de
armazenamento. Estes valores estao apresentados graficamente na figura 34.

De acordo com os valores obtidos, a proliferacdo da Escherichia coli foi mais elevada
nos dispositivos de gaze e nao tecido (figura 34); nos dispositivos plastico observou-
se apenas 1 ufc/g de material ao fim de 7 e 28 dias, enquanto no metal ndo se

observou qualquer carga microbiana.

Tabela 11 — Valores médios de Escherichia coli em ufc/g de material

*ufc/g de material
Tempo zero | Apods 1dia | Apds 7 dias | Apos 14 dias | Apos 28 dias
Gaze 05+1,8 0,1+0,5 0,5+1,2 3,5+3,1 1,1+15
Nao
1,5+3,8 51+5,0 2,0+3,9 0,0+£0,0 6,0+1,7
tecido
Plastico 0,0+£0,0 0,0+0,0 1,0+0,9 0,0+£0,0 0,1+0,4
Metal 0,0+£0,0 0,0+0,0 0,0+£0,0 0,0+£0,0 0,0+0,0

* n= 15 amostras
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Figura 34 — Valores médios da proliferacdo de Escherichia coli, em ufc/g de material

No material de gaze, a fase de maior crescimento da carga microbiana verificou-se
apos 14 dias de armazenamento, enquanto que nos dispositivos em néo tecido, a fase
exponencial verificou-se apds 1 dia de armazenamento. A adaptagdo da Escherichia

coli foi mais rapida nos dispositivos em nao tecido.
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Nos dispositivos de gaze verificou-se um aumento da carga microbiana ao fim de 14

dias de armazenamento, seguido de decréscimo no periodo seguinte (Figura 35).
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Figura 35 - Valores médios de crescimento de Escherichia coli em gaze (letras diferentes
correspondem a diferengas de médias significativamente diferentes entre as amostras para
p < 0,05).

Nos dispositivos em né&o tecido observa-se um crescimento da carga microbiana apos
1 dia de armazenamento, diminuindo nos periodos seguintes. Este padrdao de
crescimento é similar ao observado para o fungo Trichoderma reesei (figura 36).

Nos dispositivos em metal ndo se verificou crescimento ao longo dos 28 dias de
armazenamento e nos dispositivos em plastico foi detectado crescimento apds 7 dias
de armazenamento (figura 37), seguida de diminuicdo da carga microbiana nos

periodos seguintes.
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Figura 36 - Valores médios de crescimento de Escherichia coli em néao tecido (letras diferentes

correspondem a diferencas de médias entre as amostras para p < 0,05).
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Figura 37 - Valores médios de crescimento de Escherichia coli em plastico (letras diferentes

correspondem a diferencas de médias entre as amostras para p < 0,05).

4.8 - Evolugéao da carga microbiana ao longo do armazenamento

Os dispositivos médicos foram embalados na zona de produgdo da Medirm, sendo

utilizado filme e papel adequados a esterilizacdo dos dispositivos médicos. Apods

embalagem dos dispositivos médicos, estes ficaram em armazém, conforme a

metodologia utilizada na proliferagéo do Trichoderma reesei e da Eschericia coli. Neste

ensaio os dispositivos médicos nao estido esterilizados. A tabela 12 mostra os valores

medios da contaminagdo microbiana existente nos dispositivos médicos.

Tabela 12 — Valores médios de carga microbiana ao longo do armazenamento

ufc/g de material*
Tempo zero | Apés 1 dia | Apds 7 dias | Apés 14 dias | Apds 28 dias
Gaze 57+4,4 55+5,2 8,5+ 3,6 24+19 1,2+1,0
teh::?:o 6,1+5,1 45+54 6,1+5,2 1,6+17 0,3+0,7
Plastico 0,3+0,5 0,4+0,6 9,3+5,9 0,3+0,5 0,0£0,0
Metal 0,0+0,0 0,4+0,5 1,5+0,6 0,0+0,0 0,0+0,0

* n= 15 amostras

Ao longo do tempo de armazenamento verificou-se um declinio no crescimento da

carga microbiana, o que pode significar que em condigcbes de armazenamento tende a

reduzir (figura 38).
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Figura 38 — Valores médios de contaminacg&o ao longo do armazenamento

Para o material de gaze, verificou-se um aumento do crescimento até ao sétimo dia de

armazenamento, entrando em fase de declinio apos 14 dias de armazenamento (figura 39).
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Figura 39 — Valores médios de crescimento microbiano ao longo do armazenamento em gaze
(letras diferentes correspondem a diferengas de médias significativamente diferentes entre as

amostras para p < 0,05

Para compressas em nao tecido também se verificou um declinio no crescimento

microbiano apds 14 dias de armazenamento (figura 40).
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Figura 40 — Valores médios de crescimento microbiano ao longo do armazenamento em gaze

(letras diferentes correspondem a diferengas de médias significativamente diferentes entre as

amostras para p < 0,05

Nos dispositivos em metal e em plastico, s6 foi detectado crescimento microbiano

apo6s 14 dias de armazenamento, como se verifica na tabela 12.

4.9 — Carga microbiana apos esterilizagdo com 6xido de etileno

De acordo com a bibliografia, o 6xido de etileno tem uma capacidade letal (SAL) até

10° ufc (Mendes et al., 2007). O estudo da capacidade biocida do 6xido de etileno

realizou-se apenas nos dispositivos de gaze e nao tecido, uma vez que foram estes

que apresentaram melhores condicbes a proliferacdo do Trichoderma reesei e

Escherichia coli. Os dispositivos médicos contaminados foram esterilizados com 6xido

de etileno, numa cadmara de 250 litros.

A tabela 13 mostra os valores obtidos apés a esterilizacao.

Tabela 13 — Valores médios de Trichoderma reesei apos esterilizagao por 6xido de etileno

Trichoderma reesei (ufc/g) | Escherichia coli (ufc/g)
ufc/g Gaze N&o tecido Gaze N&o tecido
10° 0 0 0 0
10* 0 0 0 0
10° 0 0 0 0
10° 0 0 0 0
10’ 0,8 3,4 0 3,5
10° 3,1 4,3 0 7.9
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Dos resultados obtidos verificou-se que o Oxido de etileno é eficaz até um nivel de
contaminagdo de 10’, uma vez que foi detectado crescimento a partir deste nivel de

contaminagéo (tabela 13). Para o fungo, o material em nao tecido foi 0 que apresentou

valores mais elevados de contaminagao (figura 41).
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Figura 41 — Valores médios de Trichoderma reesei apés esterilizagao

O 6xido de etileno teve um maior efeito biocida na Escherichia coli, pois observou-se
uma menor carga microbiana, comparativamente com o fungo, e nao se observou a

presenga de Escherichia coli na gaze, mesmo no material contaminado com carga

microbiana de 108 (figura 42).
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Figura 42 — Valores médios de Eschericia coli ap6s esterilizagao
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4.10 - Avaliagdo da contaminagcdo microbiana utilizando o método

enzimatico da desidrogenase

Para o ensaio enzimatico foi utilizado o Trichoderma reesei, a uma concentragcao de
31x10” ufc/g de material. A actividade enzimatica sé foi detectada a partir de 31x10’
ufc/g (E7) (tabela 14).

Tabela 14 — Actividade enzimatica da desidrogenase

[Trichoderma reesei] Actividade

ufclg enzimatica
E2 31x10° 0,017
E3 31x10° 0,020
E4 31x10* 0,023
E5 31x10° 0,024
E6 31x10° 0,025
E7 31x10” 0,041
ES 31x10° 0,161

Este método apresenta sensibilidade para valores de carga microbiana superiores a

10" com valores de absorvéncia superiores a 0,041 (Figura 43).
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Figura 43 — Actividade enzimatica da desidrogenase

Com este tipo de marcadores bioquimicos é possivel quantificar um nivel de
contaminagdo mesmo em valores inferiores a 10°. Estes ensaios enzimaticos
mostram ser um método alternativo aos métodos microbiologicos, pois obtém-

se resultados num menor periodo de tempo.
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Capitulo V

Conclusoées



Um processo de esterilizacdo eficaz ndo depende apenas do tempo de exposicédo ao
agente esterilizante, sendo necessaria a sua validagcdo, a qual envolve diversos
parametros, nomeadamente o conhecimento da carga microbiana a que os
dispositivos médicos estdo sujeitos, incluindo a carga microbiana de manipuladores,
superficies, ar, e da carga microbiana da matéria-prima, produto acabado e semi-
acabado.

Do estudo efectuado, conclui-se que a carga microbiana existente no ar apresenta-se
mais elevada durante os periodos de producgéo, sendo heterogénea a sua distribuicdo
nas varias salas que compdem a area de producdo pois existe entrada e saida de
pessoas e entrada de matéria-prima.

Também, nas diversas superficies da area de produgdo a contaminacao por fungos é
heterogénea, observando-se uma maior contaminacdo em superficies de maior
utilizacdo ou irregulares, como os puxadores das portas. As superficies lisas
apresentam uma carga microbiana baixa, indicativa de processos de limpeza de rotina
eficazes.

Os resultados obtidos permitem identificar que a carga microbiana dos manipuladores
aumenta nos periodos de mais quentes. Tal resultado permite estabelecer medidas
mais rigorosas de higiene e uma maior frequéncia da limpeza e higienizagdo dos
manipuladores de modo a reduzir o risco de contaminagao por parte destes. Ao nivel
dos manipuladores ainda é possivel concluir que a touca e as maos sao os elementos
com maior carga microbiana, mesmo no periodo de Inverno, pelo que se deve
proceder a substituicdo das toucas e a lavagem e desinfec¢do as maos com uma
maior frequéncia.

Estes resultados mostram também que n&o ha contaminagdo com Escherichia coli
elou Staphylococcus sp., pelo que os habitos de higiene sdo adequados a
manipulacéo dos dispositivos médicos.

Quanto a matéria-prima, entre os dispositivos médicos analisados, a gaze apresentou
0 maior valor de contaminagdo, mostrando mais susceptibilidade ao desenvolvimento
de microrganismos, a qual aumenta nos primeiros periodos de armazenamento
estudados (tempo zero, 1, 7, 14 e 28 dias).

Os dispositivos em ndo tecido mostraram possuir uma menor carga microbiana que a
gaze mas ocorre o desenvolvimento de microrganismos ao longo do tempo de
armazenamento, apresentando cargas contaminantes superiores a gaze para periodos

de armazenamento mais longos.
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Os materiais em plastico e metal apresentam geralmente uma menor carga microbiana
com um desenvolvimento ao longo do tempo de armazenamento muito baixo ou nulo.
O metal foi o material que apresentou, de um modo geral, valores mais baixos de
carga microbiana.

Os diversos factores relativos a producdo e a matéria-prima avaliados estdo dentro
dos intervalos definidos na legislagéo actual.

A realizacdo de um ensaio de esterilizacdo por 6xido de etileno de dispositivos
médicos embalados permitiu verificar que, para os materiais e dispositivos especificos
contaminados, o 6xido de etileno tem uma capacidade letal de 108 ufc, confirmando os
valores apresentados na bibliografia para outros dispositivos médicos.

A avaliagcdo da possibilidade de utilizagdo de um método enzimatico para conhecer a
carga microbiana, permitiu verificar que o método avaliado apresenta sensibilidade
para valores de contaminacdo na ordem de 10° a 10" ufc, no limite superior ao da
carga microbiana esterilizavel pelo 6xido de etileno em condigdes normais. A utilizagao
deste método enzimatico para determinar, mesmo que grosseiramente, a carga
microbiana dos dispositivos médicos permitira, no entanto, conhecer rapidamente
quando a carga microbiana € tao elevada que obrigue a alteragdo das condicbes de
esterilizacdo (tempo, temperatura, pressdo e humidade) e usa-lo em avaliagbes de
rotina da carga microbiana dos dispositivos médicos a esterilizar, podendo tornar-se

muito util na libertagao do produto para esterilizacao.
Os resultados e as conclusdes obtidos permitem formar um embrido de conhecimento

necessario para a implementagdo de uma unidade de esterilizacao de dispositivos

médicos na empresa.
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Anexos




ANEXO 1 — Tratamento estatistico dos resultados da contaminacao pelo Trichoderma

reesei
ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Gaze Between Groups 1038,154 4 259,538 4,765 ,002
Within Groups 3485,759 64 54,465
Total 4523,913 68
ndotecido Between Groups | 5392,744 4 1348,186 36,290 ,000
Within Groups 2229,040 60 37,151
Total 7621,785 64
Plastico Between Groups 44,975 4 11,244 3,972 ,006
Within Groups 175,503 62 2,831
Total 220,478 66
Metal Between Groups 7,493 4 1,873 9,906 ,000
Within Groups 13,048 69 ,189
Total 20,541 73
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Multiple Comparisons

Tukey HSD
Mean
Difference 95% Confidence Interval
Dependent Variable (1) Tempo  (J) Tempo (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
Gaze ,00 1,00 -1,27692 2,79654 ,991 -9,1270 6,5731
7,00 4,72308 2,79654 ,448 -3,1270 12,5731
14,00 8,12308* | 2,79654 ,039 ,2730 15,9731
28,00 7,74126 3,02340 ,090 -, 7456 16,2282
1,00 ,00 1,27692 2,79654 ,991 -6,5731 9,1270
7,00 6,00000 2,69481 ,183 -1,5645 13,5645
14,00 9,40000* | 2,69481 ,008 1,8355 16,9645
28,00 9,01818* | 2,92957 ,025 ,7947 17,2417
7,00 ,00 -4,72308 2,79654 ,448 -12,5731 3,1270
1,00 -6,00000 2,69481 ,183 -13,5645 1,5645
14,00 3,40000 2,69481 ;715 -4,1645 10,9645
28,00 3,01818 2,92957 ,840 -5,2053 11,2417
14,00 ,00 -8,12308* |  2,79654 ,039 -15,9731 -,2730
1,00 -9,40000* | 2,69481 ,008 -16,9645 -1,8355
7,00 -3,40000 2,69481 ;715 -10,9645 4,1645
28,00 -,38182 2,92957 1,000 -8,6053 7,8417
28,00 ,00 -7,74126 3,02340 ,090 -16,2282 ,7456
1,00 -9,01818* |  2,92957 ,025 -17,2417 -, 7947
7,00 -3,01818 2,92957 ,840 -11,2417 5,2053
14,00 ,38182 2,92957 1,000 -7,8417 8,6053
naotecido ,00 1,00 -23,75000% | 2,48833 ,000 -30,7483 -16,7517
7,00 -3,01667 2,36064 ,706 -9,6559 3,6225
14,00 -,91667 2,48833 ,996 -7,9150 6,0817
28,00 1,63095 2,39781 ,960 -5,1128 8,3747
1,00 ,00 23,75000* | 2,48833 ,000 16,7517 30,7483
7,00 20,73333*| 2,36064 ,000 14,0941 27,3725
14,00 22,83333*| 2,48833 ,000 15,8350 29,8317
28,00 25,38095* | 2,39781 ,000 18,6372 32,1247
7,00 ,00 3,01667 2,36064 ,706 -3,6225 9,6559
1,00 -20,73333* | 2,36064 ,000 -27,3725 -14,0941
14,00 2,10000 2,36064 ,900 -4,5392 8,7392
28,00 4,64762 2,26502 ,255 -1,7227 11,0179
14,00 ,00 ,91667 2,48833 ,996 -6,0817 7,9150
1,00 -22,83333* | 2,48833 ,000 -29,8317 -15,8350
7,00 -2,10000 2,36064 ,900 -8,7392 4,5392
28,00 2,54762 2,39781 ,825 -4,1961 9,2914
28,00 ,00 -1,63095 2,39781 ,960 -8,3747 51128
1,00 -25,38095* | 2,39781 ,000 -32,1247 -18,6372
7,00 -4,64762 2,26502 ,255 -11,0179 1,7227
14,00 -2,54762 2,39781 ,825 -9,2914 4,1961
Plastico ,00 1,00 -2,13333* ,61435 ,008 -3,8595 -,4072
7,00 -1,40000 ,61435 ,166 -3,1261 ,3261
14,00 -,64242 ,66787 ,871 -2,5189 1,2341
28,00 -,18788 ,66787 ,999 -2,0644 1,6886
1,00 ,00 2,13333* ,61435 ,008 ,4072 3,8595
7,00 ,73333 ,61435 ,755 -,9928 2,4595
14,00 1,49091 ,66787 ,182 -,3856 3,3674
28,00 1,94545* 66787 ,038 ,0690 3,8219
7,00 ,00 1,40000 ,61435 ,166 -,3261 3,1261
1,00 -,73333 ,61435 ,755 -2,4595 ,9928
14,00 ,75758 ,66787 ,788 -1,1189 2,6341
28,00 1,21212 ,66787 ,374 -,6644 3,0886
14,00 ,00 ,64242 ,66787 ,871 -1,2341 2,5189
1,00 -1,49091 ,66787 ,182 -3,3674 ,3856
7,00 -,75758 ,66787 ,788 -2,6341 1,1189
28,00 ,45455 71741 ,969 -1,5611 2,4702
28,00 ,00 ,18788 ,66787 ,999 -1,6886 2,0644
1,00 -1,94545* ,66787 ,038 -3,8219 -,0690
7,00 -1,21212 ,66787 ,374 -3,0886 ,6644
14,00 -,45455 71741 ,969 -2,4702 1,5611
Metal ,00 1,00 -,13333 15879 917 -,5781 3115
7,00 ,06667 ,15879 ,993 -,3781 5115
14,00 ,06667 ,15879 ,993 -,3781 ,5115
28,00 -,79048* ,16160 ,000 -1,2431 -,3378
1,00 ,00 ,13333 ,15879 917 -3115 6781
7,00 ,20000 ,15879 ;717 -,2448 ,6448
14,00 ,20000 ,15879 717 -,2448 ,6448
28,00 -,65714* ,16160 ,001 -1,1098 -,2045
7,00 ,00 -,06667 ,15879 ,993 -5115 ,3781
1,00 -,20000 ,15879 717 -,6448 ,2448
14,00 ,00000 ,15879 1,000 -,4448 ,4448
28,00 -,85714* ,16160 ,000 -1,3098 -,4045
14,00 ,00 -,06667 ,15879 ,993 -5115 ,3781
1,00 -,20000 15879 717 -,6448 ,2448
7,00 ,00000 ,15879 1,000 -,4448 4448
28,00 -,85714* ,16160 ,000 -1,3098 -,4045
28,00 ,00 ,79048* ,16160 ,000 ,3378 1,2431
1,00 ,65714* ,16160 ,001 ,2045 1,1098
7,00 ,85714* ,16160 ,000 ,4045 1,3098
14,00 ,85714* ,16160 ,000 ,4045 1,3098

*. The mean difference is significant at the .05 level.
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ANEXO 2 — Tratamento estatistico dos resultados da contaminacéo pelo Escherichia

coli
ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
GazeB Between Groups 111,920 4 27,980 6,748 ,000
Within Groups 290,267 70 4,147
Total 402,187 74
NtecidoB  Between Groups 187,266 4 46,817 4,294 ,004
Within Groups 697,719 64 10,902
Total 884,986 68
MetalB Between Groups ,000 4 ,000
Within Groups ,000 70 ,000
Total ,000 74
PlasicoB  Between Groups 11,413 4 2,853 14,544 ,000
Within Groups 13,733 70 ,196
Total 25,147 74
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Multiple Comparisons

Tukey HSD
Mean
Difference 95% Confidence Interval
Dependent Variable (1) Tempo  (J) Tempo (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
GazeB ,00 1,00 ,33333 ,74356 ,991 -1,7488 2,4154
7,00 -,06667 ,74356 1,000 -2,1488 2,0154
14,00 -3,00000* ,74356 ,001 -5,0821 -,9179
28,00 -1,20000 ,74356 494 -3,2821 ,8821
1,00 ,00 -,33333 ,74356 ,991 -2,4154 1,7488
7,00 -,40000 ,74356 ,983 -2,4821 1,6821
14,00 -3,33333* ,74356 ,000 -5,4154 -1,2512
28,00 -1,53333 ,74356 ,248 -3,6154 ,5488
7,00 ,00 ,06667 ,74356 1,000 -2,0154 2,1488
1,00 ,40000 ,74356 ,983 -1,6821 2,4821
14,00 -2,93333* ,74356 ,002 -5,0154 -,8512
28,00 -1,13333 ,74356 ,551 -3,2154 ,9488
14,00 ,00 3,00000* ,74356 ,001 ,9179 5,0821
1,00 3,33333* ,74356 ,000 1,2512 5,4154
7,00 2,93333* ,74356 ,002 ,8512 5,0154
28,00 1,80000 ,74356 122 -,2821 3,8821
28,00 ,00 1,20000 ,74356 ,494 -,8821 3,2821
1,00 1,53333 ,74356 ,248 -,5488 3,6154
7,00 1,13333 ,74356 ,551 -,9488 3,2154
14,00 -1,80000 ,74356 122 -3,8821 ,2821
NtecidoB ,00 1,00 -3,62424 1,31068 ,055 -7,3034 ,0549
7,00 -,53333 1,20565 ,992 -3,9177 2,8510
14,00 1,46667 1,20565 ,742 -1,9177 4,8510
28,00 ,85128 1,25116 ,960 -2,6608 4,3634
1,00 ,00 3,62424 1,31068 ,055 -,0549 7,3034
7,00 3,09091 1,31068 ,140 -,5882 6,7701
14,00 5,09091*| 1,31068 ,002 1,4118 8,7701
28,00 4,47552* | 1,35266 ,013 ,6785 8,2725
7,00 ,00 ,53333 1,20565 ,992 -2,8510 3,9177
1,00 -3,09091 1,31068 ,140 -6,7701 ,5882
14,00 2,00000 1,20565 ,466 -1,3843 5,3843
28,00 1,38462 1,25116 ,802 -2,1275 4,8967
14,00 ,00 -1,46667 1,20565 ,742 -4,8510 1,9177
1,00 -5,09091*| 1,31068 ,002 -8,7701 -1,4118
7,00 -2,00000 1,20565 ,466 -5,3843 1,3843
28,00 -,61538 1,25116 ,988 -4,1275 2,8967
28,00 ,00 -,85128 1,25116 ,960 -4,3634 2,6608
1,00 -4,47552* | 1,35266 ,013 -8,2725 -,6785
7,00 -1,38462 1,25116 ,802 -4,8967 2,1275
14,00 ,61538 1,25116 ,988 -2,8967 4,1275
PlasicoB ,00 1,00 ,00000 ,16174 1,000 -,4529 ,4529
7,00 -1,00000* ,16174 ,000 -1,4529 -,5471
14,00 ,00000 ,16174 1,000 -,4529 ,4529
28,00 -,13333 ,16174 ,922 -,5862 ,3196
1,00 ,00 ,00000 ,16174 1,000 -,4529 ,4529
7,00 -1,00000* ,16174 ,000 -1,4529 -,5471
14,00 ,00000 ,16174 1,000 -,4529 ,4529
28,00 -,13333 ,16174 ,922 -,5862 ,3196
7,00 ,00 1,00000* ,16174 ,000 ,5471 1,4529
1,00 1,00000* ,16174 ,000 ,5471 1,4529
14,00 1,00000* ,16174 ,000 ,5471 1,4529
28,00 ,86667* ,16174 ,000 ,4138 1,3196
14,00 ,00 ,00000 ,16174 1,000 -,4529 ,4529
1,00 ,00000 ,16174 1,000 -,4529 ,4529
7,00 -1,00000* ,16174 ,000 -1,4529 -,5471
28,00 -,13333 ,16174 ,922 -,5862 ,3196
28,00 ,00 ,13333 ,16174 ,922 -,3196 ,5862
1,00 ,13333 ,16174 ,922 -,3196 ,5862
7,00 -,86667* ,16174 ,000 -1,3196 -,4138
14,00 ,13333 ,16174 ,922 -,3196 ,5862

*. The mean difference is significant at the .05 level.
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ANEXO 3 — Tratamento estatistico dos resultados da contaminacao ao longo do tempo

de armazenamento

ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
GazeA Between Groups 500,587 4 125,147 9,817 ,000
Within Groups 892,400 70 12,749
Total 1392,987 74
NtecidoA  Between Groups 430,933 4 107,733 6,349 ,000
Within Groups 1187,733 70 16,968
Total 1618,667 74
PlasticoA  Between Groups 991,467 4 247,867 35,323 ,000
Within Groups 491,200 70 7,017
Total 1482,667 74
MetalA Between Groups 26,453 4 6,613 49,600 ,000
Within Groups 9,333 70 ,133
Total 35,787 74
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Multiple Comparisons

Tukey HSD
Mean
Difference 95% Confidence Interval
Dependent Variable (1) Tempo  (J) Tempo (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
GazeA ,00 1,00 ,26667 1,30377 1,000 -3,3841 3,9174
7,00 -2,73333 1,30377 ,233 -6,3841 9174
14,00 3,33333 1,30377 ,090 -3174 6,9841
28,00 4,53333* 1,30377 ,008 ,8826 8,1841
1,00 ,00 -,26667 1,30377 1,000 -3,9174 3,3841
7,00 -3,00000 1,30377 ,157 -6,6507 ,6507
14,00 3,06667 1,30377 141 -,5841 6,7174
28,00 4,26667* 1,30377 ,014 ,6159 7,9174
7,00 ,00 2,73333 1,30377 ,233 -9174 6,3841
1,00 3,00000 1,30377 157 -,6507 6,6507
14,00 6,06667*| 1,30377 ,000 2,4159 9,7174
28,00 7,26667*| 1,30377 ,000 3,6159 10,9174
14,00 ,00 -3,33333 1,30377 ,090 -6,9841 ,3174
1,00 -3,06667 1,30377 141 -6,7174 ,5841
7,00 -6,06667* 1,30377 ,000 -9,7174 -2,4159
28,00 1,20000 1,30377 ,888 -2,4507 4,8507
28,00 ,00 -4,53333* 1,30377 ,008 -8,1841 -,8826
1,00 -4,26667%| 1,30377 ,014 -7,9174 -,6159
7,00 -7,26667* 1,30377 ,000 -10,9174 -3,6159
14,00 -1,20000 1,30377 ,888 -4,8507 2,4507
NtecidoA ,00 1,00 1,60000 1,50411 ,824 -2,6117 5,8117
7,00 ,00000 1,50411 1,000 -4,2117 4,2117
14,00 4,53333*| 1,50411 ,029 ,3216 8,7451
28,00 5,86667*| 1,50411 ,002 1,6549 10,0784
1,00 ,00 -1,60000 1,50411 ,824 -5,8117 2,6117
7,00 -1,60000 1,50411 ,824 -5,8117 2,6117
14,00 2,93333 1,50411 ,301 -1,2784 7,1451
28,00 4,26667* 1,50411 ,046 ,0549 8,4784
7,00 ,00 ,00000 1,50411 1,000 -4,2117 4,2117
1,00 1,60000 1,50411 ,824 -2,6117 5,8117
14,00 4,53333*| 1,50411 ,029 ,3216 8,7451
28,00 5,86667* 1,50411 ,002 1,6549 10,0784
14,00 ,00 -4,53333* | 1,50411 ,029 -8,7451 -,3216
1,00 -2,93333 1,50411 ,301 -7,1451 1,2784
7,00 -4,53333* 1,50411 ,029 -8,7451 -,3216
28,00 1,33333 1,50411 ,901 -2,8784 5,5451
28,00 ,00 -5,86667* |  1,50411 ,002 -10,0784 -1,6549
1,00 -4,26667*| 1,50411 ,046 -8,4784 -,0549
7,00 -5,86667* 1,50411 ,002 -10,0784 -1,6549
14,00 -1,33333 1,50411 ,901 -5,5451 2,8784
PlasticoA ,00 1,00 -,06667 ,96727 1,000 -2,7752 2,6418
7,00 -9,00000* 96727 ,000 -11,7085 -6,2915
14,00 ,06667 ,96727 1,000 -2,6418 2,7752
28,00 ,33333 ,96727 ,997 -2,3752 3,0418
1,00 ,00 ,06667 ,96727 1,000 -2,6418 2,7752
7,00 -8,93333* 96727 ,000 -11,6418 -6,2248
14,00 ,13333 96727 1,000 -2,5752 2,8418
28,00 ,40000 96727 ,994 -2,3085 3,1085
7,00 ,00 9,00000* 96727 ,000 6,2915 11,7085
1,00 8,93333* 96727 ,000 6,2248 11,6418
14,00 9,06667* 96727 ,000 6,3582 11,7752
28,00 9,33333* ,96727 ,000 6,6248 12,0418
14,00 ,00 -,06667 96727 1,000 -2,7752 2,6418
1,00 -,13333 ,96727 1,000 -2,8418 2,5752
7,00 -9,06667* 96727 ,000 -11,7752 -6,3582
28,00 ,26667 ,96727 ,999 -2,4418 2,9752
28,00 ,00 -,33333 96727 ,997 -3,0418 2,3752
1,00 -,40000 96727 ,994 -3,1085 2,3085
7,00 -9,33333* 96727 ,000 -12,0418 -6,6248
14,00 -,26667 ,96727 ,999 -2,9752 2,4418
MetalA ,00 1,00 -,40000* ,13333 ,030 - 7734 -,0266
7,00 -1,53333* ,13333 ,000 -1,9067 -1,1600
14,00 ,00000 ,13333 1,000 -.3734 ,3734
28,00 ,00000 ,13333 1,000 -,3734 ,3734
1,00 ,00 ,40000* ,13333 ,030 ,0266 7734
7,00 -1,13333* ,13333 ,000 -1,5067 -,7600
14,00 ,40000* ,13333 ,030 ,0266 7734
28,00 ,40000* ,13333 ,030 ,0266 7734
7,00 ,00 1,63333* ,13333 ,000 1,1600 1,9067
1,00 1,13333* ,13333 ,000 ,7600 1,5067
14,00 1,563333* ,13333 ,000 1,1600 1,9067
28,00 1,53333* ,13333 ,000 1,1600 1,9067
14,00 ,00 ,00000 ,13333 1,000 -,3734 ,3734
1,00 -,40000* ,13333 ,030 - 7734 -,0266
7,00 -1,53333* ,13333 ,000 -1,9067 -1,1600
28,00 ,00000 ,13333 1,000 -.3734 ,3734
28,00 ,00 ,00000 ,13333 1,000 -,3734 ,3734
1,00 -,40000* ,13333 ,030 - 7734 -,0266
7,00 -1,53333* ,13333 ,000 -1,9067 -1,1600
14,00 ,00000 ,13333 1,000 -,3734 ,3734

*. The mean difference is significant at the .05 level.
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