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Esterilizacao, Antissepsia e Desinfecao
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Comportamento dos Microrganismos
Esterilizacao & Desinfecao

Processos de Esterilizacao

SAL - NSE

Processos de Desinfecao

Seleccao de Processo - Spaulding
Controlo do Processo
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Esterilizacao, Antissepsia e Desinfecao
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1. Comportamento dos Microrganismos

SEC |inevitavel mudanca




ASSOCIAGAD NACIONAL
DE ESTERILIZACAQ
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1. Cinética do Crescimento Microbiano
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2. Crescimento vs. Ambiente

A Ambiente
Nutritivo

Growth —

Bacteriostasis

SEC |inevitavel mudanca
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3. Distribuicio NAO-homogénea

a) almost regular b) one cluster c) random
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4. Distintas Resisténcias aos Agentes
Fisicos e Quimicos
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140
Esporos de Geobacillus —
stearothermophilus 1 z)
Esporos de Qostridium botulinum _—

Esporos de Bacillus subtilis

Parvovirus — . %

= | ~——— Virus da Hepatite B
Legiondla — ° . epe
- Qocistos Cryptosporidium

Virus da imunodeficiencia humana

Sireptococcus
Salmonela

Candida
Esporos de Aspergillu s

SEC |inevitavel mudanca

Temperatura



Esterilizacao, Antissepsia e Desinfecao
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2. Esterilizacao & Desinfecao

SEC |inevitavel mudanca
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Esterilizacao & Desinfecao

Esterilizacao

Processo de destruicao ou eliminagao total de todos os
microrganismos na forma vegetativa ou esporulada. Por
se tratar de um método probabilistico, a eficacia do
resultado final depende do nivel de contaminacao inicial

Desinfecao:

Processo fisico (calor, radiacdo) ou quimico (substancias
quimicas) utilizado para reduzir a presenca de
microrganismos viaveis. Nao elimina necessariamente
todas as formas vegetativas e pode nao afetar as formas
esporuladas



Limpeza

1. Remove residuos
2. Permite a atuacao do agente |
esterilizante ou desinfetante " just can't go with the

flow anymore.

3. Previne a formacgao de Biofilmes  [neasim ="
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BIOFILME

Comunidade de microrganismos caracterizada pela
adesdo das células de forma irreversivel a um substrato
devido a producgéo de substdncias poliméricas
extracelulares (exopolissacdridos).

SEC |inevitavel mudanca
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SEC |inevitavel mudanca

Desinfectantes e Antisséticos

* Desinfectante

Substancia ou produto quimico capaz de reduzir a
presenca microrganismos de uma superficie (DM). Os
desinfetantes sao categorizados por niveis de risco,
conforme o grau de desinfecao requerido

e Antissético

Substancia ou produto quimico capaz de reduzir a
presenca de microrganismos da superficie da pele ou

MUucCoOSsa.



Processos de Esterilizacao ou Desinfec¢ao
adequados e validados

e Pessoal qualificado e convenientemente treinado,
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e Utilizacao de instalacdoes adequadas,

e Utilizacao de equipamento de producao adequado,
(facilmente limpo e esterilizado),
e Respeito pelas precaucoes necessarias para reduzir o

risco de contaminacao (biocarga) antes da
esterilizacao,

SEC |inevitavel mudanca

e Utilizacao de métodos validados em todas as etapas
criticas da producao,

 Monitorizacao ambiental e controlos em producao.




Esterilizacao, Antissepsia e Desinfecao
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3. Processos de Esterilizacao

SEC |inevitavel mudanca
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e Em “Autoclave”
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F, - Tempo equivalente de esterilizacao
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 Geralmente em estufas de ventilagao forcada;
e CondicOes de esterilizacado: 160°C/ 2h;
o Temperatura / tempo (pressao)

« Despirogenizagéo

 Pirogénios (gr. pyrés «fogo» + genos «gerar»)

e Estufa > 220°C/ 2h qarecre,
k ‘ { { LVSACCH

HHHHHHHHHHH

Endotoxinas bacterianas

SEC |inevitavel mudanca

T\ INNER MEMBRANE
— CYTOPLASM

SRS RIS,
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SEC |inevitavel mudanca

C. Esterilizacao por Radiacao lonizante

1. Radiagdo yama ®°Co, 3’Cs

2. Radiagao Peta: feixe de eletrdes acelerados

Radiation Shield

3 . Ra iO'X Irradiation

Conveyor

e Dose Minima Absorvida g R s
v’ 25 kGy (kilogray) S | s

Loading

Radiation Source



D. Processos de Reducao de Carga Microbiana
por Agentes Quimicos
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> Oxido de Etileno (g)

»Formaldeido (g)

»0zono (g)

SEC |inevitavel mudanca

> Acido Peracético

» Perdxido de Hidrogénio (g, PI.)




Esterilizacao, Antissepsia e Desinfecao
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4. SAL - NSE

SEC |inevitavel mudanca
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Mas... a Esterilidade absoluta nao
existe - € um conceito probabilistico

A probabilidade de que uma unidade/embalagem esteja contaminada
com microrganismos viaveis e cultivdveis é inferior a uma num milhdao

(Sterility Assurance Level = 10°¢)

SAL = Sterility Assurance Level <~ NSE = Nivel de Seguranca de Esterilidade

SEC |inevitavel mudanca

e Nao se pode garantir, nem verificar, que todas as unidades de um lote estao estéreis;
e Indica o Grau de seguranca com o qual um conjunto de unidades é tornado estéril
e Probabilidade da existéncia de uma unidade nao estéril nessa populagao



ANES

ASSOCIAGAD NACIONAL
DE ESTERILIZACAQ

Nivel de Seguranca de Esterilidade= 10
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ASSOCIAGAD NACIONAL
DE ESTERILIZACAQ

NSE 10-6
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SEC |inevitavel mudanca

Esterilizante e/ou Desinfetante?

Solucao Aquosa

Vapor

MENNE




ASSOCIAGAD NACIONAL
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Processos de Esterilizacao Normalizados
SAL 1x10°

A. Descritos em Normas (e.g. /ISO/TC 198 - Sterilization of

health care products)
B. Caracterizaveis por parametros de processo:

e Tempo, Temperatura, Pressao, Humidade,

Concentracao de Agente Quimico, Dose de radiacao)

C. Independentes de Marca/Modelo Especifico de

Equipamento/Fabricante



ASSOCIAGAD NACIONAL
DE ESTERILIZACAQ

Processos Normalizados
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P g A. Calor Humido: ISO 17665-1:2006
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e E B. Calor Seco: ISO 20857:2010

£

r;: - C. Radiagdes ionizantes: Gama (y) Beta (B): ISO 11137-1:2006
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Processos em Normalizacao
(SAL 10-?)

» Peroxido de Hidrogénio (Vapor, Plasma, etc.)
> Acido Peracético

» 0zono (+ Peroxido de Hidrogénio)

> Dioxido de azoto

= Processos sem Norma especifica

SEC |inevitavel mudanca

ISO 14937 Sterilization of medical devices - General requirements for
characterization of a sterilizing agent and the development, validation and
routine control of a sterilization process for medical devices



Esterilizacao, Antissepsia e Desinfecao
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5. Processos de Desinfecao

SEC |inevitavel mudanca
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SEC |inevitavel mudanca

Classificagao de Desinfetantes

— Nivel elevado — destroi todos os
microrganismos incluindo esporos
(embora nao todos).

— Nivel médio — destroi bactérias
vegetativas, micobactérias, maioria dos
virus e fungos.

— Nivel baixo — destroi as bactérias Gram
positivo, algumas Gram negativo, virus
lipidicos e alguns fungos.
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SEC |inevitavel mudanca

Classificacao de Desinfetantes ou dos
Processos de Desinfecao?

— Nivel elevado — destroi todos os microrganismos incluindo esporos
(embora ndo todos).

— Nivel médio — destrdi bactérias vegetativas, micobactérias, maioria dos
virus e fungos.

— Nivel baixo — destrdi as bactérias Gram positivas, algumas Gram
negativas, virus lipidicos e alguns fungos.

o ¥Na utilizacdo dos desinfetantes deve-se ter sempre em
conta as indicacoes do fabricante no que se refere as
diluicdes, manuseamento, conservacao e prazos de validade



Desinfetantes de nivel elevado
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Um desinfetante que, desde que utilizado de acordo com as
instrucoes do fabricante, elimina todos os microrganismos
vegetativos, micobactérias, virus nao-lipidicos e lipidicos,
esporos fungicos e alguns esporos bacterianos, embora nao
todos.

Ex:Glutaraldeido (2%, 20 min.): Concentracao/Tempo

SEC |inevitavel mudanca

Reprocessing of Reusable Medical Devices ) FDA-Cleared Sterilants and High Level Disinfectants with General
Claims for Processing Reusable Medical and Dental Devices - March 2015.htm




ANES . . I i
Desinfectantes: Nivel Médio e Baixo

~

@)
<
U
N
= 8.. Classe de Composto Utilizacao Local de agao m
x £ I
E -g Desinfectante e Membrana Etanol (70%)
‘,ﬂ = antiséptico de uso  citoplasmatica, ol
E , Isopropanol (70%)
= geral proteinas
m —
r— g _ Antiséptico Proteinas lodopovidona 10%
c MO
o = . Membrana
c S Desinfectante de . L. Clorocresol (0,5mg/mL),
c @ uso geral citoplasmatica, Cloroxilenol(0,5mg/mL)
Z BB proteinas, ADN ! !
o BN Membrana
n O Antiséptico citoplasmatica Gluconato de
o | P plasmatica,  clorohexidina (0,5%)
- proteinas
g Desinfectante,
&) Antiséptico de Membrana celular 0,2mg/g
F

uso geral




Selecao de um Processo de
Reducao da Carga Microbiana?

Deve ter em conta o seguinte:
Concentragdo da populacao microbiana
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Duracdo do tempo de contacto com os microrganismos
Resisténcia a Temperatura/Agente Quimico dos MOs

Caracteristicas dos microrganismos presentes na amostra

i B W R

Natureza do material a esterilizar:
a) Composicao Quimica
b) Reactividade Quimica

SEC |inevitavel mudanca

c) Caracteristicas Mecanicas (estaticas/dinamicas)
d) Porosidade, Dimensdes internas (limen)

e) Funcdo/complexidade




ASSOCIAGAD NACIONAL
DE ESTERILIZACAQ

Esterilizacao, Antissepsia e Desinfecao
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6. Seleccao de Processo vs Risco - Spaulding




Sistema de classificacao de
Spaulding
Define os dispositivos médicos (DM) de acordo
com o Risco de infecao:

e ELEVADO: Material critico
e MEDIO: Material semicritico
e BAIXO: Material nao critico
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Classificacao de Spaulding, baseada em Alvarado, e DGS

Orientacdo n2 008/2012 (Adaptagiio LMS)
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SEC |inevitavel mudanca

CONTROLO DE QUALIDADE DA ESTERILIZACAO

1. Controlo do Parametros do Processo :
Temperatura, Pressao, Humidade, Concentracao

2. Utilizacdo de Indicadores Bioldgicos e/ou
Quimicos: colocados nos locais menos favoraveis a
penetracao do agente esterilizante

3. Controlo dos Dispositivos Médicos Esterilizados:
Ensaio de Esterilidade: Destrutivo!



Esterilizacao, Antissepsia e Desinfecao
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7. Controlo do Processo
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Avaliacao Laboratorial de um Processo de
Esterilizacao

Ensaio de Esterilidade

Farmacopeia Portuguesa 9, Capitulo 2.6.1

2.6. METODOS BIOLOGICOS

2.6.1. ESTERILIDADE

O ensaio aplica-se as substdncias, preparacées e produtos
gue, segundo a Farmacopeia, sdo estéreis. Todavia,

um resultado favordvel significa apenas que nenthum
microrganismo contaminante foi detectado na amostra
examinada nas condicdes de ensaio. As indicacées
complementares sobre as regras a aplicar para estabelecer a
esterilidade de um lote sdo dadas no fim deste texto.

SEC |inevitavel mudanca
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y 4

inevitave

SEC |

Ensaio de Esterilidade

Definicoes

Ensaio de Esterilidade (EE)

e Segundo as EP 8 e FP 9, o ensaio de esterilidade “aplica-se as substdncias,
preparagcbes e produtos que sdo estéreis. Todavia, um resultado favoravel
significa apenas que nenhum microrganismo contaminante foi detetado na
amostra examinada nas condicbes de ensaio.”

Qual o nivel de segurancga proporcionado por um resultado satisfatério de um

Ensaio de Esterilidade?

Avaliagdo da qualidade
de um lote

3

f
* homogeneidade do lote

 condigdes de produgao

» eficacia do plano de amostragem
.

Define-se lote como uma colecao homogénea de recipientes fechados,
preparados de tal modo que o risco de contaminagao, para cada uma das
unidades nele contidas, seja 0o mesmo.



Ensaio de Esterilidade

Precaucoes contra a contaminacao
microbiana - controlo ambiental

Onde podem ser feitos os Ensaios de Esterilidade?
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As condi¢Bes asséticas necessarias aos EE podem ser alcangadas:

— T~

* Em camara de fluxo de ar laminar - Emsolador
(CFL) de classe A, localizada numa : (=SS E .
sala limpa de classe B

SEC |inevitavel mudanca




Ensaio de Esterilidade (EE)

ANES ) I . ~
Meios de cultura e condi¢oes de incubacao

ASSOCIAGAD NACIONAL
DE ESTERILIZACAQ

*  Aescolha do meio de cultura correto para a incubagao dos EE é muito importante e deve
suportar o crescimento de uma grande variedade de microrganismos, incluindo bactérias
aerdbicas, anaerdbicas, fungos e leveduras.

]

@)
<
U
<
N 'm
= . . ondigoes de incubacao segundag a Farmacopeia
m : Meio de cultura Alvo da pesquisa ‘T?&%:él;roa Ir?(r:]?ﬁ)ciagéeo Leituras
w
'-lz -g MEiotliigglii[iglgfo* Bactérias anaerdbias e 30-35°C 14 dias '
LLl N bacterias aerébias <7 dias
(Tio) 7 dias
E E Meio com peptonas de = leved 14 dia_s
— caseina e de soja* bun?(?s_, eve yt:_as € 20-25°C 14 dias (14+4 dias)
m m (TSB) acterias aerobias
r_s > A incubagdo deve ser feita no escuro para ndo haver alteragées das caracteristicas dos meios de cultura e porque os microrganismos sdo sensiveis a luz.
c MO
o B
g 3 Podem ser utilizados meios alternativos, tendo em conta a natureza da amostra a
Z Cc ensaiar, desde que validados 7
o e J:]'::_;g_m‘:ﬁ Inactivakor Concentragio
v . aurilzulfztn de sddio
n 3 No caso de amostras com propriedades I Lo o
DLO 7, antimicrobianas, podem ser incorporados nos Lecitina de gemaceove | 525000
c meios de cultura ou nas solucdes de lavagem (no S Tilicalel de siclo 05850k
8 CaSO do métOdO de ﬁ|tra§<’:~|0 por membrana)’ Compostos halogenados Tiozzulfato de sddio Sgil
- A H H CDmp,DS‘tDS com fL’fn.Qaj Gema de ovo Sa S0l
- substancias neutralizantes. amsrio quaternério
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Controlos a fazer nos EE

Ensaio de conformidade

Demonstracao, para cada tipo de produto submetido a ensaio, que a
combinacao dos meios e metodologia de ensaio permite criar condi¢gdes

| mudanca

que:

¢ favorecam o crescimento dos eventuais contaminantes

y 4

inevitave

presentes, no produto a ser analisado.

¢ permitam neutralizar ou eliminar eventuais propriedades

antimicrobianas da amostra.

SEC |

* ndo contribuam para o crescimento de outros

microrganismos, que nao os existentes no produto.
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EE - Meios de cultura e condi¢oes de incubacao

Controlos a fazer nos EE

e Avaliacdo da Esterilidade e Fertilidade dos Meios de Cultura

¢ Esterilidade* . Fertilidade

incubacdo de um frasco de cada lote de meio . . , .
inoculando diretamente uma aliquota (= 10 mL) do meio de

cultura com um indculo inferior a 100 UFC do microrganismo

’ ; i Condigies de
Meiode | Temperatura Tempo de Micraoraanismos ngill?u?: b
Cultura de incubagdo Incubagdo .
N . - Staphyiococcus aurens ATCC B538 Tio 30-35:C 3d
Se os do respetivo certificado. _
Tio 30-362C 14 dias giﬁt_*-bri':: Bacilius subtilis ATCC BR33 TSE 20-252C / 3d
TSB 20-25:2C 14 dias Pseudormonas aemginosa ATCC 9027 Tio 30-35:C 1 3d
Bacterla | o stridium sporogenes ATCC 19404 Tio 30-35:C £ 3d
anaerahia SEHELs)
Levedura Candida aibicans ATCC 10231 TSR 20-252C 1 5d
* Padrdo Negativo Fungo Aspergiius brasifensis ATCC 16404 TsHE 20-265C  5d

Feito segundo a mesma metodologia do ensaio na auséncia do produto a analisar.

e Padrio Positivo

Feito segundo a mesma metodologia do ensaio na auséncia do produto a analisar,
inoculando diretamente o meio de cultura apropriado (sementeira direta) ou a solucdo
de lavagem (filtracdo por membrana) com um indculo inferior a 100 UFC do
microrganismo a testar.
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,2 . J Filtracao através de
Un 2 metodologias
< membrana
N e . .
= O J Sementeira Direta
~ B * Sempre que a natureza da amostra assim o permita deve ser utilizado o método
E g de filtracdo por membrana. Se as amostras ndao forem filtrdveis, deverd entao
v S recorrer-se a técnica de sementeira direta dos meios de cultura, com o produto a
e = ensaiar.
o T, Método de filtragdo através de Sementeira direta no meio de cultura
T > membrana
g MO as solugbes aquosas/alcodlicas os liquidos oleosos
.G 3 os solidos soluveis as pomadas e cremes (ndo misciveis em solventes ndo toxicos)
1] . ~
2 (= os dleos e solugdes oleosas material de penso e de sutura
- —
8 U as pomadas e cremes outros dispositivos médicos
7]
bo m .:. "1 i
e 4 —
o =
_L) sample Liquid Culture
5 medivm
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EE- Quantidade minima de embalagens de
amostra a analisar por lote

para cada meio de cultura podera variar consoante o dispositivo seja:

¢+ Material de Penso - Todo o

material destinado a contactar
com feridas

¢ Material de Sutura - Todo o

material utilizado em cirurgia com
o objetivo de aproximar os tecidos
durante o tempo de cicatrizagao

¢ Outros dispositivos — Todos

aqueles que ndo sdao englobados
pelos grupos anteriores. Deste
grupo também fazem parte os
diversos tipos de solugdes, cujas
quantidades minimas a analisar
deverdo seguir o descrito para os
medicamentos.

e S

*Segundo a US|

* No caso dos dispositivos médicos, a quantidade minima de amostra a utilizar

Quantidades minimas de dispositivos médicos a examinar no
ensaio de esterilidade, por cada meio de cultura*.

Quantidade por recipiente

Quantidade minima de
preparacao a utilizar para
cada meio

Material de Penso / Algodao
/ Compressas (embalados)

100 mg por embalagem

Material de sutura e outro
material de uso Unico
embalado individualmente

Dispositivo inteiro

Outros Dispositivos
Médicos

Dispositivo inteiro, cortado
em pedacgos ou desmontado

NUmero minimo de unidades de disp

ositivos médicos a analisar*.

Nimero de N.° minimo de unidades a
Amostras unidades / analisar por meio de
lote cultura
<100 10 %, mas ndo menos de 4
(o que for maior)
no Geral* 500
¢ >500 2 %, mas nao mais de 20 (o
que for menor)
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