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RESUMO: Foram comprovados através de indicadores quimicos e biolo-
gicos os melhores pardmetros de eficiéncia na esterilizagdo de materiais
usados em biotérios de condigcdes sanitarias definidas. Obtiveram-se re-
sultados satisfatérios em 20 minutos a 121°C para os seguintes mate-
riais: gaiolas de polipropileno; maravalha de madeira em sacos de 5 quilos;
racdo em camadas de até 10cm; tampas de arame galvanizado; unifor-
mes em pacotes de 15 x 25 x 38cm e em 60 minutos a 121°C para
agua em garrafas de vidro com 350ml de capacidade. Materiais para
isoladores: 30 minutos a 121°C para racdo em sacos de 1 quilo e mara-
valha de madeira em sacos de 1 quilo: 60 minutos a 121°C para agua
em garrafas de 350ml| de capacidade. Houve coincidéncia (100%) en-
tre indicadores quimicos e biolégicos o que permite a utilizacdo imedia-
ta dos materiais orientando-se pelo controle guimico (fusdo do enxofre).
Mo foram avaliadas as variacfes dos valores nutricionais e organolépti-
cos da racdo.

UNITERMOS: Autoclavagem, biotério, isoladores, indicadores bioldgicos
e quimicos

INTRODUCAO

A esterilizacdo pelo calor imido, apesar de representar um dos meto-
dos mais economicos, deve ser utilizada com racionalidade em biotérios,
devido a quantidade e diversidade de materiais a serem submetidos ao pro-
cesso. Sua aplicacdo é fundamental em coldnias de animais gnotobidéti-

" Trabalho apresentado no 1? Congresso Brasileiro de Animais de Laboratonio 29/08 a 2/9/1988, Salvador, Bahia.
Secdo de Biotério - Instituto Butantan - C.P. 65 - 01051 - Sdo Paulo - SP - Brasil,
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cos, sendo, mesmo em qriagﬁes canvencionais, indispensavel para a qua-
lidade do modelo biolégico produzido.

Para Ardouin & Morizet?, os materiais utilizados podem ser divididos
em trés grupos: solidos, liquidos e alimentos, sendo necessario prever pa-
ra cada grupo processos adequados, compreendendo: eliminacédo do ar
na camara, entrada de vapor, esterilizacdo, secagem e entrada de ar estéril.

A remocéo do ar € o principal fator de sucesso do processo, uma vez
gue sua presenca acarretara pontos frios no interior da massa a ser esteri-
lizada. Para Joslyn®, das técnicas bdsicas utilizadas atualmente, a elimi-
nacdo do ar por pulsos repetidos de vapor intercalados com vacuo,
representa a mais eficiente, uma vez que elimina o intervalo de agueci-
mento entre a massa e a temperatura da camara.

Na técnica de remocdo por alto vacuo, a pressdo absoluta do ar na ca-
mara deve ser reduzida a valores de poucos milimetros de mercurio, antes
da admissdo do vapor. Um perfeito vacuo € obtido quando atinge uma eli-
minacdo de 98%, porém, na pratica, alguns autores reportaram resulta-
dos satisfatérios com pressdo absoluta de 20mm Hg (Knox & Penikettb
e 50mm Hg Howie et al?).

Joslyn® apresenta como incoveniente desta tltima técnica, a desidra-
tacdo de materiais e o processo de oxidacdo que sofre o equipamento,
provavelmente devido ao vapor superaquecido, provocado pelo ar residual
que permanece na camara, que além de promover o aparecimento de mas-
sas superaquecidas, atua como catalisador da reacdo de oxidacéo.

Nas etapas seguintes do processo, admissdo de vapor e esterilizacédo
propriamente dita, para Cristovdo & Gotillo®, é essencial que o vapor se
encontre entre duas fases de agregacdo, a liguida e a gasosa. A mudanca de
uma fase para outra se faz a custa de grande troca de energia, fornecendo
assim requisitos necessérios a destruicdo térmica dos microrganismos.

A qualidade do vapor é fundamental, representando o peso do vapor
seco na mistura e a quantidade de dgua presente. Se a qualidade do vapor
for de 97%, significa que a mistura contém 97 partes de dgua no estado
limiar e trés no estado liquido. Vapor ideal contém 100% de saturacéo.
A qualidade afeta o grau de esterilizacdo e secagem do material (Joslyn®).

Quanto a secagem, 0 vacuo apos esterilizacdo provoca reevaporacao
de condensados. Segundo Howie et al4, vdcuo de 50mm de Hg garante
secagem satisfatoria, se houver suplementacdo de vapor de boa qualida-
de. A admissdo do ar deve ser atraves de filtros, evitando recontaminacéo.

Efeitos deletérios provocados pelo calor devem ser considerados, prin-
cipalmente no que se relaciona a alimentos, desidratacéo de fibras no ca-
so de uniformes; deformacédo de gaiolas de polipropileno e oxidacéo das
tampas de metal utilizadas nas gaiolas.

Finalmente, a eficiéncia do processo podera ser comprovada por méto-
dos quimicos, fisicos e biolégicos. Para Acker & Anderson’, trés princi-
pios bdsicos envolvem o processo de validacdo de esterilidade: demons-
tracdo em nivel maximo de probabilidade que o processamento e o méto-
do estabeleceram esterilidade em todas as unidades do lote: esterilidade
no interior do produto; fornecimento de méaxima seguranca e suporte dos
resultados dos testes do produto final esterilizado.
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O sucesso da validacdo esta na sistematizacdo dos conhecimentos teori-
cos na execucdo do experimento validado e na anélise da documentacédo. O
emprego de bioindicadores tem como propdsito assegurar que uma redu-
cdo de sua populacéo sera suficiente para destruir toda contaminacéo via-
vel da massa. (Acker & Anderson').

OBJETIVO

0 presente trabalho teve como objetivo esta!:relecer para cada grupo
de material os melhores parametros de eficiéncia, comprovados atraves
de indicadores biolégicos e quimicos.

MATERIAL E METODOS

Autoclave: de dupla porta, forma de paralelepipedo, capacidade 2m?,
dupla parede, alimentada por vapor de agua.

Gaiolas: de polipropileno (homopolimero KM 6.100), medindo 29 x 17,5
X 13cm, com oito extratores laterais e na parte superior da caixa dispositi-
vo para drenagem de dgua. Colocadas em fileiras horizontais de 28 cai-
xas, totalizando 224 por processo.

Tampas de gaiolas: em arame galvanizado, medindo 30 x 20cm, dis-
postas em pilhas contendo 10 cada, totalizando 500 tampas por processo.

Maravalha: em sacos multifolhados de papel kraft, grampeados, pesando
5 quilos cada, dispostos nas bandejas superior e inferior, totalizando 20
sacos ou 100 quilos por processo.

Racdo: peletizada, na formulacédo industrial, disposta horizontalmente
sobre as bandejas de maneira a formar camadas uniformes de 10cm de
espessura no maximo, totalizando 300 quilos por processo.

Agua: bebedouros de vidro com capacidade de 350ml, colocados em
caixas de polipropileno, 24 por caixa, totalizando 336 bebedouros por
Processo.

Uniformes: pacotes medindo 15 x 38 x 25cm, envoltos em papel kraft.

Material para isoladores: racdo e maravalha embalados em saco de al-
goddo, com 1 quilo de capacidade, totalizando 2 quilos por cilindro. Agua
em bebedouros de 350ml, totalizando 8 por cilindro. Os cilindros sdo em
aco inoxiddvel, contendo a porgdo média de seu corpo perfuracées, en-
volvida com 4 camadas de |a de vidro, funcionando como filtro absoluto.
A extremidade do cilindro foi fechada com papel celofane duplo.

Indicador quimico: ampolas contendo 0,01g de enxofre (Ponto de fu-
sdo 119-120°C).

Indicador bioldgico: ampolas contendo 2 ml de uma suspensédo de es-
poros de Bacillus stearothermophillus (MERCK ATCC 7953), com as se-
guintes caracteristicas: n = 1.000 esporos por ml; D10 = 8% 1 minuto;
D121 = 32X 1 minuto; D12 = 1,56X1 minuto; Fi121 = 14 a 15 minutos:
Za—=a Al

n = ndmero de microrganismo por unidade de medida, antes do pro-
cesso de esterilizacdo.
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D = tempo de reducdo (tempo em minutos para que uma determinada
temperatura reduza em um décimo o0 numero de esporos capazes de so-
breviver).

F = tempo de destruicdo a 121°C (sob pressdo de vapor).

z = Inclinacdo da curva de destruicdo (diferenca de temperatura em
graus centigrados, em 1/10 do tempo de acéo do calor para alcancar uma
destruicdo de 90%).

Disposicdo dos indicadores na carga: maravalha, no centro de cada saco;
gaiolas, nas extremidades e nas posicdes medianas de cada fileira; racéo,
no centro de cada saco; tampas, nas extremidades inferiores, superiores
e medianas; dgua, no centro de cada caixa; uniformes e cilindros, no cen-
tro de cada pacote.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para cada grupo de material se estabeleceu inicialmente a carga méxi-
ma para a camara da autoclave. Iniciou-se a validacéo de cada processo,
com a temperatura de 121°C por 20 minutos. Os resultados das leituras
dos indicadores quimicos e biolégicos foram confrontados e ndo ocorren-
do correlacdo positiva entre eles, o tempo de esterilizacdo foi aumentado
gradualmente, até haver coincidéncia de resultados. A partir do estabele-
cimento deste parametro, o processo foi repetido 10 vezes para cada gru-
po. Os resultados estdo representados na tabela 1.

Os tempos necessarios a esterilizacdo de cadagrupo estdo na depen-
déncia das caracteristicas especificas do material, que provoca uma maior
ou menor variagdo entre o tempo do inicio do patamar de esterilizacdo e
0 aquecimento do centro da carga.

A agua representou o grupo mais dificil no estabelecimento do tempo.

Segundo Ardouin & Morizet?, a variacdo deste item é grande, ocorrendo
principalmente em funcdo do volume dos bebedouros e em menor grau
em funcdo do ndmero. O resfriamento requer 50 minutos para diminuir
a temperatura de 160 litros, para 100°C e 11 horas para atingir 50°C.

Os resultados indicam que apesar do grau de vacuo registrado pelo ma-
nometro externo de 600 mm Hg, correspondendo a pressdo absoluta de
118 mm Hg, ter sido superior & preconizada por Knox & Penikett® e Ho-
wie et al4, os dados fornecidos pelos indicadores orientam quanto as con-
dicoes aproximadas do histérico do processo.

Se por um lado o indicador guimico forneceu somente a informacéo
que a temperatrura atingida foi suficiente para provocar sua fusdo, o indi-
cador biologico, apos 48 horas de incubacédo a 60°C, forneceu a informa-
cdo do tempo minimo que a temperatura se manteve. Na prédtica a
coincidéncia de 100% verificada, demonstrou ser de valiosa importancia,
uma vez que permite a introducédo de materiais na area protegida com bar-
reira sanitarias, imediatamente apos o termino de cada processo de este-
rilizacdo, orientando-se pela fusdo do enxofre. |

CONCLUSAO

1. Os indicadores quimico (enxofre) e biulégicq (esporos de Bacillus stea-
rothermophillus, utilizados em conjunto, sdo eficazes na validacdo e mo-
nitoracdo de processos de esterilizacdo por calor Umido.
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Tabela 1

MATERIAL VACUO ESTERILIZACAQ SECAGEM RESFRIAMENTO RESULTADOS INDICADORES

Grau de  Pressdo Tempo Temperatura Pressdo Graude  Tempo Tempo Amostragem

VACUO absoluta VACUO
mm Hg mm Hg minuto o mm Hg mm Hg  minuto minuto Biol.! Quim.? Cont ?
MATERIAL UTILIZADO EM AREA PROTEGIDA COM BARREIRAS SANITARIAS
AGUA 600 118 60 121 775 — — 960 140 - 140 F 10 +
GAIOLAS 600 118 20 121 775 600 20 20 240 - 240 F 10+
MARAVALHA 600 118 20 121 775 600 20 20 200 - 200 F 10+
RACAO 600 118 20 121 775 600 30 30 100 - 100 F 10+
TAMPAS 600 118 20 121 775 600 20 30 100 - 100 F 10 +
UNIFORMES 600 118 20 121 775 600 30 30 100 - 100 F 10+
MATERIAL UTILIZADO EM ISOLADORES

AGUA 600 118 B0 121 775 600 20 960 10 - 10 F 10+
MARAVALHA 600 118 30 121 775 600 30 30 10 - 10F 10 +
RACAO 600 118 30 121 775 600 30 30 10 - 10 F 10+

1 Sinal negativo para indicador bioldgico significa que ndo houve crescimento de es

2 Sinal F para indicador quimico significa que o enxofre fundiu.
3 Controle utilizado para cada processo, constituido de 1 ampola de bicindicador que ndo sofreu o processo de esterilizagao.

poros, apos incubagdo da suspensdo por 48 horas, a 60°C.
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2. Os melhores pardmetros de eficiéncia séo:

MATERIAL UTILIZADO EM ﬂHE,ﬂE PROTEGIDA
COM BARREIRAS SANITARIAS

TEMPO TEMPERATURA
AGUA-bebedouros de 350 ml 60 minutos 121°C
GAIOLAS — polipropileno 20 minutos 12186
MARAVALHA — sacos de b quilos 20 minutos 121°C
RACAO — camadas de até 10 cm 20 minutos 121°C
TAMPAS 20 minutos 12126
UNIFORMES — pacotes de 15 x 25 x 38cm 20 minutos 124026

MATERIAL UTILIZADO EM ISOLADORES

AGUA — bebedouros de 350ml 60 minutos 121°C
RACAO — sacos de 1 quilo 30 minutos 125 e
MARAVALHA — sacos de 1 quilo 30 minutos 12150

ABSTRACT: By means of chemical and biologivcal indicators, the best
efficiency parameters for the sterilization of material used in laboratory
animal house with definite sanitaryconditions were confirmed. Satisfac-
tory results were obtained within 20 min at 121 °C for the following materi-
als: polypropylene cages; wood shavings in 5 kg sacks; diet in layers of
up to 10 cm; galvanized wire lids; uniforms in 10 x 25 x 38 c¢m parcels
and within 60 min at 121°C for water in glass bottles of 350 ml content.
Materials for isolators: 30 min at 121°C for water in bottles of 350 ml
capacity. There was a coincidence (100%) between chemical and bio-
logical indicators thus allowing the immediate utilization of the material
under the orientation of chemical control (fusion of the suylphur). The
variations of the nutritional and organoleptic values of the diet were not
evaluated.

KEYWORDS: autoclave, laboratory animal houve, isolators, chemical and
biological indicators.
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