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Uso de indicadores
biolégicos para a
qualificacao de
esterilizadores



A qualificacdo de um esterilizador é o
procedimento pelo qual se reune e documenta
evidéncia que confirme que um esterilizador, seja
uma autoclave, uma cadmara de oxido de etileno
ou um estufa seco, é capaz de realizar ciclos de
esterilizacdo de forma reprodutivel sob condicdes
definidas.

A qualificacao do esterilizador constitui uma parte
critica da garantia da qualidade na industria
farmacéutica, na area da saude e em laboratorios,
pois garante que os processos de esterilizacdo
sejam eficazes e atendam aos padrdes
regulatorios.

Passos a seguir para a
qualificacao de um esterilizador

Apds a instalacdo de um novo esterilizador,
recomenda-se realizar um processo  de
gualificacdo que confirme a correta configuracdo
e a seguranca operacional do equipamento.

1. Qualificagdo da instalacao (IQ, sigla em inglés)

Esta etapa consiste em verificar a correta
instalacdo do esterilizador e de todos os seus
componentes. Os servicos criticos associados, tais
como eletricidade, agua e fornecimento de ar,
juntamente com os elementos de seguranca e
demais componentes do sistema, devem cumprir
as especificacdes do fabricante e os requisitos
regulatoérios aplicaveis.

Da mesma forma, deve-se verificar que o
equipamento esteja acompanhado da
documentacdo técnica correspondente e que esta
esteja completa, precisa e correta.

2. Qualificacao operacional (OQ, sigla em inglés)

Esta etapa tem como objetivo validar que o
esterilizador funcione conforme aos parédmetros
especificados, avaliando temperatura, pressdo e
tempos de ciclo. Também se verifica a exatidao
dos sistemas de medicdo e dos diferentes pontos
de controle, bem como a distribuicdo uniforme da
temperatura dentro da camara.

Trata-se de uma fase chave na qual o processo é
otimizado e sua robustez e confiabilidade s&o
avaliadas sob as condicdes mais exigentes.

3. Qualificacdo de desempenho (PQ, sigla em
inglés)

A finalidade desta etapa ¢ demonstrar que o
esterilizador, quando utilizado conforme o
previsto, é capaz de realizar ciclos de esterilizacdo
de forma consistente sob as condi¢cdes
operacionais de rotina.

Esta fase é fundamental para determinar se o
processo é reprodutivel de maneira confidvel e se
o operador estd devidamente capacitado.

Nesta etapa, € fundamental realizar ensaios com
diferentes configuracdes de carga, momento em
que se torna relevante o monitoramento com
indicadores bioldgicos e indicadores gquimicos.

Uso de indicadores bioldgicos na
qualificacdao de desempenho (PQ)

Para avaliar a letalidade do processo de
esterilizacdo e demonstrar que ele elimina de
forma consistente microrganismos de alta
resisténcia sob condicdes reais ou simuladas, ¢é
essencial o uso de indicadores biologicos (IB).

Os IB s&o dispositivos de teste padronizados que
contém uma populacdo conhecida de esporos
bacterianos com alta resisténcia (também
conhecida), geralmente Geobacillus
stearothermophilus para processos a vapor, ou
Bacillus atrophaeus para esterilizacao por calor
seco e oxido de etileno (OE).

Os IB devem ser colocados nas areas da camara
que representem o maior desafio a penetracdo do
agente esterilizante, por exemplo, zonas frias ou
com carga muito densa ou compacta.

Apods a conclusdo do ciclo de esterilizacdo, os IB
devem ser incubados em tempo e temperatura
adequados para verificar se ocorre crescimento
microbiano. A auséncia de crescimento confirma
um processo de esterilizacao bem-sucedido,
enguanto a presenca de crescimento indica uma
falha no processo.

Nao se
observa
crescimento

Resultado -  Esterilizacdo
negativo bem-sucedida

Se observa _ Resultado _
crescimento positivo

Falha na_
esterilizagcao

Razdes para evitar a leitura por
fluorescéncia dos IB durante a PQ

Os IB autocontidos (SCBI, sigla em inglés) sao
projetados para oferecer tempos de leitura mais
curtos, antecipando-se ao crescimento bacteriano,
por exemplo, por meio de métodos de deteccédo
por fluorescéncia. A leitura por fluorescéncia
detecta atividade enzimatica (por exemplo,
a-glicosidase) ou marcadores proteicos, permitindo
inferir indiretamente a viabilidade microbiana sem
evidenciar o crescimento real de esporos.

No entanto, as leituras rapidas por fluorescéncia
ndo sado recomendadas para a PQ de
esterilizadores, pois ndo atendem aos requisitos
regulatorios nem ao nivel de rigor de validacdo
esperado para esses fins.



1. Marco regulatorio

As agéncias regulatorias, como o FDA, e os
organismos de padronizacao (USP, AAMID
estabelecem que a PQ deve ser realizada com
métodos baseados na observacdo direta do
crescimento. Para esses métodos, utilizam-se IB
convencionais ou qualguer tipo de IB, desde que o
resultado seja obtido apos incubacodes
tradicionais (7 dias) por meio da observacdo da
formacao de colbnias.

As entidades mencionadas consideram que oS
métodos de deteccdo indireta, como as leituras
precoces baseadas em fluorescéncia, carecem da
robustez e da aceitacdo historica que os metodos
de validacdo baseados em crescimento oferecem.

2. Atividade enzimatica residual e seu papel nos
sinais de fluorescéncia

Os SCBI com leitura por fluorescéncia sao
projetados com o que se conhece como margem de
seguranca, a qual se baseia na deteccdo de atividade
enzimatica residual gque pode persistir mesmo apds
a perda de viabilidade dos esporos. Isso melhora a
sensibilidade do sistema e reduz o risco de
resultados falso-negativos em leituras rapidas.

No entanto, essa mesma sensibilidade pode levar
a obtencao de resultados falso-positivos, o que é
contraproducente em procedimentos como a PQ
de um esterilizador. Considerando que a PQ tem
como objetivo confirmar a inativacdo completa
de uma populacdo microbiana de 10° UFC, um
sinal de fluorescéncia positivo, ainda que néo
represente  uma falha no processo de
esterilizacdo, pode introduzir incerteza na
interpretacdo dos resultados.

Além disso, diferentemente das leituras por
fluorescéncia, a incubacao convencional permite
detectar esporos de crescimento lento ou de
viabilidade marginal provenientes de casos limite

ou ciclos marginais, o que constitui um fator
critico para garantir uma PQ precisa.

Compreender a natureza e a correta interpretacéo
dos resultados por fluorescéncia é indispensavel
para alcancar uma PQ adequada.

3. Dados quantitativos limitados

A PQ geralmente requer dados quantitativos, tais
como valor D, reducdes logaritmicas em diferentes
pontos da carga e o impacto de dispositivos de
desafio do processo (PCD, sigla em inglés) sobre a
inativacdo microbiana.

As leituras por fluorescéncia inferem a viabilidade
microbiana de forma indireta e precoce, mas nédo
fornecem evidéncia direta do crescimento real de
esporos. Por outro lado, as leituras convencionais
permitem a observacao direta da germinacdo e do
crescimento de esporos, possibilitando a obtencéo
de dados gquantitativos.

4. A leitura por fluorescéncia é projetada para a
rapidez, ndo para a profundidade

A leitura por fluorescéncia foi desenvolvida para
acelerar a obtencéo de resultados e facilitar uma
tomada de decisdo mais rapida, otimizando assim
0 processo de monitoramento da esterilizacao. Os
tempos de resposta foram significativamente
reduzidos para 4 horas, 1 hora, 20 minutos e até
mesmo apenas 5 minutos ou 7 segundos.

Por essa razao, as leituras por fluorescéncia sdo
adequadas para o monitoramento rotineiro de
cargas e a avaliacdo da compatibilidade do ciclo
com os materiais da carga. No entanto, embora a
leitura por fluorescéncia represente um avanco
importante no monitoramento da esterilizacdo, a
PQ é um processo formal e documentado que
exige mais do que um resultado rapido: requer
dados robustos e verificaveis que demonstrem a
eficdcia do processo.

Comparacao entre os métodos de leitura convencionais e as

leituras por fluorescéncia para PQ

Aspecto Resultado convencional Resultado de fluorescéncia

Método de . . _
deteccdo Direto: baseado no crescimento
Aceitacdo Aceito para PQ

regulatéria (USP, I1SO, FDA)

Tempo de

obtencado do 24 horas - 7 dias

resultado

Uso ideal PQ, validacdo, conformidade

regulatoria

Indireto: atividade enzimatica,
composicao proteica

N&o aceite para PQ, a menos que seja
validado em comparacdo com um IB
convencional nas mesmas condi¢cdes de
carregamento.

7 segundos - 4 horas

Monitorizacdo de rotina,
verificacdo de ciclo rapido
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