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RESUMO

O procedimento de esterilizacdo por autoclavacdo deve ser monitorado pelo uso de
indicadores bioldgicos (bioindicadores), em adi¢do aos indicadores quimicos e aos registros
de temperatura e pressdo da autoclave. A esterilizacdo por calor imido é o processo terminal
que assegura a esterilidade tanto dos produtos GAL-IPEN e CARD-IPEN quanto da solucéo
de molibdato de sédio-**Mo, antes que esta seja adicionada as colunas de alumina na
producdo do GERADOR IPEN-TEC. O indicador biolégico em uso no Centro de
Radiofarmécia é o da marca Sterikon® plus, fabricado pela empresa Merck-Millipore. A
rotina de utilizacdo do referido bioindicador revelou frequente alteragdo da coloracdo do
contetdo da ampola, antes e ap6s incubacdo a (60 + 1) °C por 48 horas, 0 que prejudica a
interpretacdo do teste e a liberagdo final dos lotes de radiofarmacos estéreis. A fim de detectar
microrganismos viaveis no bioindicador apds incubacdo, sem tomar a coloracdo como
referéncia, propomos neste trabalho a adogéo da técnica de filtragio em membrana. Também
foi avaliada a possibilidade de realizar o ensaio ap6s o decaimento dos radionuclideos
residuais nas ampolas, visando a minimizar o risco radioldgico para o analista. Metodologia:
(@) verificagdo do teste de filtragho em membrana para deteccdo de
Geobacillus stearothernophilus nas ampolas de bioindicador, frente a duas condicdes fisico-
quimicas distintas do contetdo das ampolas (adequacédo do teste); (b) estimativa da atividade
radioativa residual média em ampolas de bioindicador, ap0s incubacdo, submetidas a
autoclavacdo nos processos produtivos de GERADOR IPEN-TEC, GAL-IPEN e
CARD-IPEN; (c) célculo do tempo para decaimento da atividade radioativa residual até os
limites de isencdo de cada radionuclideo: Mo0-99 (GERADOR IPEN-TEC), TI-201
(CARD-IPEN) e Ga-67 (GAL-IPEN); selecdo do maior intervalo de tempo como referéncia
para 0s proximos testes com o bioindicador; (d) aplicacdo do teste de filtracdo em membrana
com bioindicadores submetidos a trés condi¢Ges simuladas de autoclavacdo, em dois
momentos (logo apds incubacdo, e apds o tempo de decaimento calculado). Principais
resultados: (1) o teste qualitativo com filtracdo em membrana se mostrou adequado ao uso
pretendido, com recuperacdo microbiana satisfatéria em ambas as matrizes testadas; (1) o
periodo estimado para decaimento até os limites de isencdo foi de aproximadamente 31 dias,
16 dias e 13 dias para ampolas com Mo-99, TI-201 e Ga-67, respectivamente; (Ill) os

resultados dos testes qualitativos com ampolas logo ap6s a incubacdo de 48 horas se
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mostraram compativeis com as trés condi¢Bes simuladas de autoclavacgdo, o que ndo ocorreu
com ampolas ap06s o periodo de decaimento calculado. Conclusdes e recomendacdes: o teste
qualitativo de filtracdo em membrana para deteccdo de G. stearothernophilus nas ampolas do
bioindicador Sterikon® plus é adequado para avaliar as ampolas autoclavadas e incubadas a
(60 £ 1) °C por 48 horas, e que apresentem contetdo com coloracdo variante antes e/ou apos a
incubagdo. Recomendamos medidas ordinarias de protecdo radiolégica na manipulacdo das
ampolas, que usualmente portam tracos de radionuclideos com atividade inferior aos limites
de dispensa conforme norma CNEN NN 8.01. A descricdo da técnica para o teste qualitativo
segue em Anexo ao trabalho.
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1 INTRODUGAO E OBJETIVOS

O Centro de Radiofarmacia do IPEN/CNEN produz ampla gama de radiofarmacos,
dentre os quais encontramos os radiofarmacos prontos para 0 uso, 0S componentes nao-
radioativos para marcagdo com um componente radioativo, e 0S precursores
radiofarmacéuticos — categoria que inclui os eluatos de geradores de radionuclideos
(ANVISA, 2022). Parte dos radiofarmacos € produzida sob condi¢bes assépticas e com
controle da qualidade microbiolégica de matérias-primas e solucdes intermediarias de

processo, de forma a garantir a esterilidade do produto final.

A esterilizacdo por calor umido, ou autoclavacéo, é o processo terminal que assegura a
esterilidade dos produtos GAL-IPEN (CNEN, 2015) e CARD-IPEN (CNEN, 2022). A
autoclavacao é também o processo de escolha para esterilizagdo da solugdo de molibdato de
sodio-**Mo (CNEN, 2013), antes que aquela solucdo seja adicionada as colunas de alumina na
producdo do GERADOR IPEN-TEC. Para o monitoramento da esterilizacdo por
autoclavacdo, deve ser considerado o wuso adicional de indicadores biolégicos
(ANVISA, 2019a), mais representativos da efetiva eliminagdo de microrganismos viaveis que

os indicadores quimicos e registros de temperatura e pressao da autoclave.

O indicador biologico em uso no Centro de Radiofarmacia € o da marca
Sterikon® plus, fabricado pela empresa Merck-Millipore. O referido bioindicador consiste de
uma ampola contendo caldo nutriente, agucar, indicador de pH e esporos de
Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953. A resisténcia térmica dos esporos é tal que
aqueles séo completamente mortos apds 15 minutos, quando aquecidos em vapor sob elevada
pressdo (121 + 0,5 °C a 245 kPa). Quando temperaturas mais baixas ou menores tempos de
autoclavacdo sdo empregados, pequeno nimero de esporos sobrevive e prolifera no caldo
nutriente. Dessa forma, se o processo de esterilizacdo estiver adequado, os esporos de
G. stearothermophilus sdo mortos e o contetdo da ampola permanece com a coloracdo de
vermelha-clara a vermelha-violacea, apds incubacdo a 60 + 2 °C por 48 horas. Na ocorréncia
de esterilizacdo inadequada, alguns esporos sobrevivem, e a coloragdo do conteido da ampola
tende de amarelada a amarelada-alaranjada dentro de 24 horas, em funcdo da formacédo de
acido a partir da fermentacdo dos acucares presentes no caldo nutriente (MERCK-
MILLIPORE, 2023).
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No ano de 2020, foi registrado o desvio de qualidade RNC-SETOR-1641-2020 no
sistema de Tratamento de N&o-Conformidades e Melhoria Continua do Centro de
Radiofarméacia. O registro se deveu a detec¢do de ampolas de bioindicador com o conteudo
amarelo-alaranjado logo apds a autoclavacdo de solucdo com molibdato de sédio-*Mo,
utilizada na producdo de trés lotes do GERADOR IPEN-TEC. A coloragdo amarela-
alaranjada é similar a obtida quando da ocorréncia de esterilizacao ineficaz, apds incubacéo a
60 £ 1 °C por 48 horas conforme procedimento interno (CNEN, 2023). Por esse motivo, nao
seria possivel confirmar a eficacia da esterilizacdo quando fossem geradas ampolas de
coloragdo distinta de vermelha-clara a vermelha-violacea. Na prética, o teste com indicadores
bioldgicos resultaria invalido, o que contraria as normativas sanitarias relacionadas a

producdo de medicamentos estéreis (ANVISA, 2019a).

Em decorréncia do observado no RNC-SETOR-1641-2020, a colora¢do das ampolas
de bioindicador passou a ser verificada e registrada antes e depois da etapa de incubacgéo a
60 £ 1 °C. Ao longo do periodo de Margo a Setembro de 2021, por exemplo, observamos
dezessete ampolas com coloracdo pré-incubacdo alterada (variando entre incolor, rosea,
amarronzada e amarelada), em contraste com as coloracdes vermelha-clara a vermelha-
violacea esperadas. No mesmo periodo, quarenta e duas ampolas apresentaram colorac¢ao pos-
incubacdo distinta dos padrdes de esterilizacdo eficaz (vermelha-clara a vermelha-violacea) e
ineficaz (amarelada a amarelada-alaranjada), variando entre incolor, résea e amarronzada. O
problema se concentrou nas producfes de GERADOR IPEN-TEC, porém abrangeu a
esterilizacdo de outros produtos e materiais, tais como solu¢des de producgdo, vidrarias,
GAL-IPEN e CARD-IPEN.

A causa da alteracdo na coloracdo do conteudo dos bioindicadores ainda é
desconhecida. A principio, podemos atribui-la aos efeitos da radiacdo ionizante (exposicao
das ampolas as fontes radioativas durante a autoclavacao), a temperatura da camara interna da
autoclave estar eventualmente fora do intervalo de qualificacdo (o indicador pode ser
danificado em temperatura superior a 125 °C) (MERCK-MILLIPORE, 2023), ou a ambos 0s
efeitos simultaneamente, de forma complementar ou sinérgica. Estudos para investigacdo da
causa seguem em curso; todavia, € premente o desenvolvimento de técnica que possibilite a
deteccdo de microrganismos viaveis no contetdo do bioindicador apds incubagdo, sem tomar

a coloracdo como referéncia. A presenca ou auséncia de G. stearothermophilus viaveis
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denotam processo de esterilizacdo ineficaz ou eficaz, respectivamente, resultado fundamental

para liberacdo final de um lote de radiofarmaco estéril.

Neste trabalho, propomos a técnica de filtragio em membrana para deteccdo de
bactérias viaveis de G. stearothermophilus em bioindicador ap6s incubacéo a 60 £ 1 °C por
48 horas. A aplicacdo da técnica implica, nas situacdes de rotina, a manipulagcdo de ampolas
contaminadas externamente com radionuclideos oriundos do processo produtivo. Visando a
minimizar o risco radiolégico a que se submeteria o técnico analista no Laboratorio
Microbiol6gico do Servico de Controle de Qualidade de Radiofarmacos (SECQR), quando da
manipula¢do das ampolas, investigamos também a possibilidade de realizar o ensaio apds o

decaimento radioativo dos radionuclideos residuais nas ampolas.

Os objetivos deste trabalho sdo: desenvolver método qualitativo para deteccdo de
G. stearothermophilus; propor uma descricdo detalhada da técnica, a ser validada e utilizada
em rotina pelo SECQR.

2 DESENVOLVIMENTO
2.1 Metodologia

a) Verificagdo do teste de filtracio em membrana para deteccdo de
G. stearothernophilus nas ampolas de bioindicador, frente a duas condic@es fisico-quimicas
distintas do contetdo das ampolas (adequacao do teste);

b) Estimativa da atividade radioativa residual média em ampolas de bioindicador, ap6s
incubacdo, submetidas a autoclavagdo nos processos produtivos de GERADOR IPEN-TEC,
GAL-IPEN e CARD-IPEN;

b) Célculo do tempo para decaimento da atividade radioativa residual até os limites de
isencdo de cada radionuclideo: Mo-99 (GERADOR IPEN-TEC); TI-201 (CARD-IPEN);
Ga-67 (GAL-IPEN). Selecdo do maior intervalo de tempo como referéncia para 0s proximos

testes com o bioindicador;

d) Aplicagéo do teste de filtragdo em membrana com bioindicadores submetidos a trés
condic¢Bes simuladas de autoclavacdo, em dois momentos (logo apods incubagdo, e apoés o

tempo de decaimento calculado).
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2.2 Procedimentos experimentais
2.2.1 Adequagcéo do teste qualitativo com filtragdo em membrana

O teste proposto esta descrito no ANEXO Al. A adequacdo do teste foi executada
com duas matrizes analiticas: MATRIZ 1, representando bioindicador submetido a
esterilizacdo eficaz (coloracdo vermelha-clara a vermelha-violacea apds incubacao);
MATRIZ 2, caracteristica de bioindicador esterilizado em processo ineficaz (coloracdo
amarelada a amarelada-alaranjada ap6s incubagdo). As etapas paralelas a adequacao do teste

estdo descritas a seguir:

(@) Técnica de filtracdo em membrana do conteudo das ampolas de bioindicador — O
copo da unidade filtrante foi preenchido com cerca de 80 mL do Fluido de Rinsagem; a
ampola em andlise foi envolvida com gaze embebida em alcool isopropilico 70%, e aberta
com lima triangular afilada, executando um sulco no gargalo da ampola e removendo a parte
superior daquela; o contetdo da ampola foi transferido para o Fluido de Rinsagem A, com
técnica asséptica; o copo da unidade filtrante foi completado até 100 mL com o Fluido; a
bomba foi acionada para a filtragdo; apos a filtracdo, a peca da unidade filtrante com a
membrana foi acoplada a placa com meio de cultura Agar Soja-Tripticase (TSA 60 mm), de
forma a membrana permanecer em contato com 0 meio; a placa fechada foi incubada a (60 +
1) °C por 48 horas. Apos incubacédo, as coldnias bacterianas foram contadas manualmente,

com inspecéo das duas faces da membrana filtrante.

(b) Preparo da MATRIZ 1 — Trés ampolas do bioindicador Sterikon® Plus
(lote Z0768474, validade 16/09/2023) foram retiradas da geladeira cerca de 30 minutos antes
do ensaio, para que alcancassem a temperatura ambiente no momento daquele. Duas das
ampolas foram submetidas a autoclavacdo a 121 °C por 20 minutos, seguida de secagem
(aproximadamente 80 °C) por 30 minutos (processo 0011/23). O contetdo das ampolas

permaneceu violaceo ap0s a autoclavacao.

(c) Preparo da suspensdo de G. stearothermophilus para a adequacdo com MATRIZ 1
- A ampola remanescente do preparo de MATRIZ 1 (carga microbiana de 1,4 x 10° UFC
[Unidade Formadora de Col6nia], conforme o certificado de analise do bioindicador
apresentado no ANEXO B1) foi aberta e seu contetdo integral foi transferido para microtubo
de 2 mL, e centrifugado a 43.100 g por 10 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi descartado

(botéo celular ndo visualizado), e foram adicionados ao microtubo 2 mL de de NaCl 0,9%
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estéril. Apos agitacdo mecanica por um minuto, a suspensao foi submetida a diluicdo seriada
em NaCl 0,9% estéril, nas diluicdes 1:10 e 1:100 (100 pL diluicdo anterior + 900 pL de
salina). A diluicdo 1:100 corresponde & concentracdo 7 x 10° UFC.mL™, e foi tomada como a
suspensdo de trabalho (140 UFC em 20 pL). A suspensdo foi mantida em geladeira até o
momento da contaminagdo da ampola MATRIZ 1 teste.

(d) Preparo da MATRIZ 2 — Trés ampolas do bioindicador Sterikon® Plus (lote
Z0716774, validade 15/01/2023) foram retiradas da geladeira e permaneceram a temperatura
ambiente por cerca de 30 minutos, apds o que foram incubadas a (60 £ 1) °C por 48 horas.
Depois da incubagdo, as ampolas foram autoclavadas a 121 °C por 20 minutos, seguido de
secagem (aproximadamente 80 °C) por 30 minutos (processo 0006/23). O contetdo das
ampolas passou de violaceo a amarelado (ligeiramente turvo) apos incubacéo, em funcéo da
proliferacdo de microrganismos e consequente reducdo do pH. A autoclavagdo ndo modificou
a coloracéo verificada ap0s a incubacéo.

(e) Preparo da suspensédo de G. stearothermophilus para a adequagdo com MATRIZ 2
— Similar ao descrito anteriormente para MATRIZ 1. A ampola remanescente do preparo de
MATRIZ 2 apresentava carga microbiana de 5,3 x 10° UFC, conforme o certificado de analise
do bioindicador apresentado no ANEXO B1. A diluicdo 1:100 corresponde a concentracdo
2,65 x 10° UFC.mL™, e foi tomada como a suspenso de trabalho (53 UFC em 20 pL).

Adequacéo do teste qualitativo com filtragdo em membrana — As duplicatas de
ampolas MATRIZ 1 e MATRIZ 2 preparadas foram abertas com técnica asséptica, e a uma
das ampolas da duplicata foram acrescentados 20 pL de NaCl 0,9% estéril (MATRIZ 1
controle negativo / MATRIZ 2 controle negativo). A outra ampola (MATRIZ 1 teste /
MATRIZ 2 teste) foram acrescentados 20 pL da suspensdo de G. stearothermophilus com
aproximadamente 100 UFC. O volume do indculo corresponde a 1% do volume total do
contetdo da ampola. O conteudo integral das ampolas foi submetido a técnica de filtracdo em

membrana, conforme descrito anteriormente.

No momento da contaminacdo de MATRIZ 1 teste / MATRIZ 2 teste, realizamos
controle quantitativo da suspensdo microbiana, com aplicacdo de 20 uL da suspensdo sobre
80 pL de salina estéril, em duplicata de placas Agar Soja-Tripticase (TSA), e dispersdo com
alca de Drigalsky estéril. As placas foram incubadas a (60 + 1) °C em camara Umida, pelo
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periodo de 48 horas. A média de contagens da duplicata sera tomada como 100% no calculo

da recuperacdo de microrganismos em MATRIZ 1 teste ou MATRIZ 2 teste.

2.2.1.1 Descricdo de material e equipamentos utilizados na adequacdo do teste

gualitativo

Lima agulha, do tipo triangular afilada (comprimento total com cabo — 150 mm; marca
Vonder);

Micropipeta 20 — 200 pL (Eppendorf) — CR 1739;

Ponteira estéril 250 pL (VistaLab) — lote 21319S, validade 31/12/2023;
Fluxo unidirecional — CR 0232;

Estufa (60 + 1) °C (Panasonic) — CR 1685;

Micropipeta 100 — 1.000 pL (Eppendorf) — CR1128;

Ponteira 1.250 pL (VistaLab) — lote 19364S, validade 31/01/2023,;

TSA 60 mm (Merck-Millipore) — lote F2BB93377, validade 07/02/2023;
Unidade filtrante (Merck-Millipore) — lote FOHB63256C, validade 30/06/2023,;
Bomba Milliflex — CR1739;

Fluido de Rinsagem A — lote F2DB63624, validade 30/04/2023;
Centrifuga Mikro 220R (Hettich) — CR1865;

Solugdo fisioldgica estéril (NaCl 0,9% Hypofarma - lote 21040811, validade
30/04/2023;

Autoclave modelo 2540 EKA-P (Tuttnauer) — CR 2278;
TSA 90mm (PlastLabor) — lote MIN2212402, validade 25/02/2023;
Alca de Drigalsky estéril (Olen) — lote 200426, validade 26/04/2023;

Agitador mecanico IKA Vortex Genius 3 — CR1494.
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2.2.2 Atividade radioativa residual em ampolas de bioindicador

O historico de autoclavacdo dos materiais contendo radionuclideos (por exemplo,
Mo-99, Ga-67 ou TI-201) evidencia que os bioindicadores introduzidos nos processos Sao
contaminados por aqueles radionuclideos. Por consequéncia, a abertura das ampolas de
bioindicador, proposta em vérias etapas deste trabalho, representa risco de contaminagéo

radioativa tanto do operador quanto do ambiente de trabalho, no Laboratério Microbiolégico.

Para reduzir o risco radiolégico da manipulagdo, propusemos que a abertura ocorra
apos o decaimento da radioatividade residual nas ampolas, condicdo testada conforme
descrito no item 2.2.3. Para fins de céalculo, consideramos como decaidas as amostras que
atinjam os niveis de dispensa para materiais sélidos contendo radionuclideos, estabelecidos na
norma Geréncia de Rejeitos Radioativos de Baixo e Medio Niveis de Radiacéo
(CNEN, 2014). Assim, para cada radionuclideo considerado neste trabalho, temos os

seguintes niveis de dispensa:
- M0-99: concentragéo de atividade 1 x 10° kBg/kg; atividade 1 x 10° Bq;
- Ga-67: concentracdo de atividade 1 x 10? kBg/kg; atividade 1 x 10° Bq;
- TI-201: concentragdo de atividade 1 x 10? kBq/kg; atividade 1 x 10° Bq.

O primeiro passo no calculo do tempo de decaimento foi a estimativa da massa média
de uma ampola de bioindicador. Realizamos a pesagem individual de vinte ampolas do
bioindicador Sterikon® Plus (lote Z0716774, validade 15/01/2023), utilizando a balanca semi-
analitica modelo BL320H (Shimadzu — CR1920). As ampolas foram retiradas da geladeira
cerca de 30 minutos antes da pesagem, para que alcangassem a temperatura ambiente durante
a medicdo. O valor da média aritmética das massas foi utilizado no célculo da concentracéo

de atividade ao término da incubacdo das ampolas.

O segundo passo foi estimar a atividade radioativa das ampolas de bioindicador ao
término do periodo de incubacédo a (60 + 1) °C. Ampolas oriundas dos processos produtivos
de GERADOR IPEN-TEC, GAL-IPEN e CARD-IPEN foram coletadas ao longo de seis
meses, e tiveram suas atividades radioativas determinadas por espectrometria gama no
sistema Canberra. O sistema consiste em: detector de germanio de alta resolugdo (GX1518 -
CR1423); blindagem com chumbo, cobre e zinco; processador de sinal digital Lynx;
programa Genie 2000, para levantamento e analise do espectro gama. A calibracdo de energia
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foi realizada com fontes de Cs-137 e Co0-60, e a calibracdo de eficiéncia com fonte
multielementar compreendendo a regido 46 — 1332 keV. As ampolas foram posicionadas a

distancia fixa de 16,8 cm da janela do detector, durante as medigdes.

O célculo da atividade radioativa logo apds a incubacdo (A0) segue a expressao:

A
A0 = o[- (In2)At]/T 1)

Onde A representa a atividade radioativa medida por espectrometria gama, At o
intervalo de tempo decorrido entre o término da incubacdo e a medida da atividade, e T a
meia-vida fisica do radionuclideo (65,94 h para M0-99; 3,2612 dias para Ga-67; 72,912 h para
TI-201) (CHU et al., 1999).

A atividade radioativa residual ao término da incubacgdo foi estimada pela soma da
média aritmética com trés desvios-padrdo, referentes ao conjunto de atividades AO para cada
radionuclideo. A estimativa, conservadora, oferece o “pior caso” para o teste microbioldgico
com o bioindicador — ou seja, a maior atividade radioativa residual que poderia ser obtida com
um dado radionuclideo, e que demanda tempo de decaimento mais prolongado.

2.2.3 Teste qualitativo aplicado aos bioindicadores

A esterilizagdo por autoclavacdo altera a carga microbiana presente nos
bioindicadores, com trés resultados possiveis: manutencdo ou reducdo da carga microbiana
(esterilizacdo ineficaz); eliminacdo da carga microbiana (esterilizacdo eficaz). Por sua vez, ha
duas possibilidades para 0 momento de teste com os bioindicadores: logo apds a incubacéo, e
apoés decaimento da atividade radioativa residual. A combinagdo das varidveis de carga
microbiana e do momento do teste qualitativo resulta em seis situag6es, simuladas conforme

descrito a sequir:

(a) Carga elevada, sem decaimento - Uma ampola do bioindicador Sterikon® Plus (lote
Z0716774, validade 15/01/2023) foi retirada da geladeira e permaneceu por cerca de 60
minutos a temperatura ambiente. Em seguida, a ampola foi incubada a (60 + 1) °C por
48 horas. O conteudo integral da ampola foi submetido a técnica de filtragdo em membrana,

conforme descrito no item 2.2.1. A placa foi incubada a (60 + 1) °C por 48 horas;

(b) Carga elevada, com decaimento - Uma ampola do bioindicador Sterikon® Plus

(lote 20716774, validade 15/01/2023) foi retirada da geladeira e permaneceu por cerca de
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60 minutos & temperatura ambiente. Em seguida, a ampola foi incubada a (60 £ 1) °C por
36 dias (48 horas de incubacdo rotineira, acrescidas de 34 dias para simulacdo do
decaimento). O conteudo integral da ampola foi submetido a técnica de filtracdo em

membrana, conforme descrito no item 2.2.1. A placa foi incubada a (60 + 1) °C por 48 horas;

(c) Carga eliminada, sem decaimento - Uma ampola do bioindicador Sterikon® Plus
(lote 20716774, validade 15/01/2023) foi retirada da geladeira e permaneceu por cerca de
30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, a ampola foi autoclavada a 121 °C por
20 minutos, com periodo de secagem (aproximadamente 80 °C) por 30 minutos (processo
0161/22). Na sequéncia, a ampola foi incubada a (60 = 1) °C por 48 horas. O conteudo
integral da ampola foi submetido a técnica de filtracdo em membrana, conforme descrito no
item 2.2.1. A placa foi incubada a (60 + 1) °C por 48 horas;

(d) Carga eliminada, com decaimento - Uma ampola do bioindicador Sterikon® Plus
(lote 20716774, validade 15/01/2023) foi retirada da geladeira e permaneceu por cerca de
30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, a ampola foi autoclavada a 121 °C por
20 minutos, com periodo de secagem (aproximadamente 80 °C) por 30 minutos (processo
0161/22). Na sequéncia, a ampola foi incubada a (60 £ 1) °C por 36 dias (48 horas de
incubacdo rotineira, acrescidas de 34 dias para simulacdo do decaimento). O contetdo integral
da ampola foi submetido a técnica de filtragdo em membrana, conforme descrito no item
2.2.1. A placa foi incubada a (60 + 1) °C por 48 horas.

(e) Carga reduzida, sem decaimento - Uma ampola do bioindicador Sterikon® Plus
(lote 20716774, validade 15/01/2023) foi retirada da geladeira e permaneceu por cerca de
30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, a ampola foi autoclavada a 121 °C por
04 minutos, sem periodo de secagem (processo 0160/22). Na sequéncia, a ampola foi
incubada a (60 £ 1) °C por 48 horas. O contetdo integral da ampola foi submetido a técnica
de filtracdo em membrana, conforme descrito no item 2.2.1. A placa foi incubada a
(60 £ 1) °C por 48 horas;

(f) Carga reduzida, com decaimento — Uma ampola do bioindicador Sterikon® Plus
(lote 20716774, validade 15/01/2023) foi retirada da geladeira e permaneceu por cerca de
30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, a ampola foi autoclavada a 121 °C por
04 minutos, sem periodo de secagem (processo 0160/22). Na sequéncia, a ampola foi

incubada a (60 + 1) °C por 36 dias (48 horas de incubacgéo rotineira, acrescidas de 34 dias
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para simulacdo do decaimento). O conteudo integral da ampola foi submetido a técnica de
filtracdo em membrana, conforme descrito no item 2.2.1. A placa foi incubada a (60 + 1) °C

por 48 horas;

Testes preliminares com autoclavacéo a 121 °C por 06, 04 e 03 minutos (dados nado
mostrados neste trabalho) indicaram que seis minutos de autoclavacdo implica eliminagédo
total da carga microbiana, em oposicdo as informacdes do fabricante do bioindicador
(esterilizacdo a 121 + 0,5 °C por seis minutos implica que toda ampola contenha esporos
viadveis) (MERCK-MILLIPORE, 2023). Por sua vez, os tempos de 04 e 03 minutos
proporcionaram reducdo significativa da carga microbiana, de 5,0 x 10° — 1,0 x 10’ para
menos do que 100 esporos viaveis por ampola. Ademais, a Farmacopeia Brasileira (ANVISA,
2019b) preconiza 100 UFC como carga microbiana limite nos testes de promocdo de
crescimento dos meios de cultura, indicando que carga inferior a 100 UFC pode ser
considerada suficientemente pequena para desafiar meios de nutritivos. Por esses motivos,

optamos pelo tempo de 04 minutos como referéncia nos testes de carga reduzida.
2.2.3.1 Descricao de material e equipamentos utilizados no teste qualitativo

Lima agulha, do tipo triangular afilada (comprimento total com cabo — 150 mm; marca
Vonder);

Micropipeta 20 — 200 pL (Eppendorf) — CR 1739;

Ponteira estéril 250 pL (VistaLab) — lote 21319S, validade 31/12/2023;

Fluxo unidirecional — CR 0232;

Estufa (60 + 1) °C (Panasonic) — CR 1685;

TSA 60 mm (Merck-Millipore) — lote F2BB93377, validade 07/02/2023;
Unidade filtrante (Merck-Millipore) — lote FOHB63256C, validade 30/06/2023,;
Bomba Milliflex — CR1739;

Fluido de Rinsagem A — lotes F2BB89015, validade 28/02/2023, e F2BB93377,
validade 07/02/2023.
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2.3 Resultados e discussao

A partir dos dados apresentados na FIGURA 1, foram calculados os percentuais de
recuperacdo microbiana do G. stearothermophilus nas duas matrizes testadas, assumindo-se
como 100% a média de contagens na duplicata de placas do controle quantitativo da
suspensdo microbiana. Para MATRIZ 1 (bioindicador submetido a esterilizacdo eficaz), a
recuperacdo foi de 236,4%, e para MATRIZ 2 (bioindicador submetido a esterilizacdo
ineficaz) atingiu 105,6%; portanto, a recuperacdo se mostrou satisfatéria (maior ou igual a
50%) em ambas as matrizes, denotando que o teste qualitativo com filtragdo em membrana é
adequado para o uso pretendido. Nos testes com a MATRIZ 2, observamos que a membrana
filtrante assume coloracdo amarelada, o que pode ser atribuido ao residuo do indicador
quimico em pH reduzido, tipico do meio ap6s proliferacdo de microrganismos. A alteracdo na

coloracgéo, todavia, ndo compromete a visualizacdo e a contagem das col6nias bacterianas.

FIGURA 1 — Resultados da adequacdo do teste qualitativo com filtracdo em membrana. As
placas “MATRIZ 1 teste” e “MATRIZ 2 teste” apresentaram, respectivamente, 65 UFC e
38 UFC. Nas placas de controle negativo ndo houve proliferacdo da bactéria Geobacillus
stearothermophilus. Resultados do controle quantitativo da suspensao com G. stearothermophilus:
22 UFC e 33 UFC (média de 27,5 UFC) no teste de MATRIZ 1; 33 UFC e 39 UFC (média de
36 UFC) no teste de MATRIZ 2.

controle quantitativo da suspensao
A

controle negativo r \

MATRIZ 1

MATRIZ 2
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A massa média da ampola de bioindicador Sterikon® Plus foi de 3,917 g (vinte
ampolas pesadas individualmente). Com esse valor, foi calculada a concentracdo de atividade

ao término da incubacdo das ampolas, para cada um dos radionuclideos (TABELAS 1 a 3).

A anélise dos dados apresentados nos APENDICES A e B indica que a atividade ao
término da incubagdo das ampolas, para os radionuclideos TI-201 e Ga-67, foi superestimada
em varias das amostras. Nesses casos, as circunstancias particulares de segregacao e medicéo
da radioatividade das amostras acarretaram longo intervalo de tempo entre as duas etapas,
superior a dez meias-vidas fisicas dos radionuclideos (cerca de 31 dias para TI-201 e 33 dias
para Ga-67). Esse fato origina a ndo-detec¢do dos radionuclideos e acentua a inadequagéo da
Atividade Minima Detectavel como preditora da atividade corrigida pelo decaimento. Para
eliminar o viés de medicdo, foram excluidas do calculo de atividade as amostras medidas apos
intervalo superior a dez meias-vidas fisicas do término de incubacdo, o que resultou nos dados
apresentados nas TABELAS 2 e 3.

TABELA 1 - Estimativa da atividade radioativa residual (em termos de Molibdénio-99) em
ampolas de bioindicador, amostradas do processo produtivo do GERADOR IPEN-TEC

Data - X o Atividade - Concentragao
Lote de Data - términG Medigdo da atividade término da  O€ atividade -
GERADOR inicio da da — incubagio término da
IPEN-TEC* incubacdo . 50 Data/horario Atividade e incubacéo
incubacao (kBq) (Bq) (KBa/kg)***
2%75; 1,135331E402 1,537394E405 3,.924927E+04
230-C 25/07/22  27/07/22 '
28/7/22
1707 7,786355E+01 1,057151E+05 2,698880E+04
ngféz 1,573663E+02 3,562560E+05 9,095125E+04
230-? 23/07/22  25/07/22 '
2%7(/)222 3,031824E+02 6,880480E+05 1,756569E+05
21/78_/125 9,199012E+01 1,608947E+05 4,107599E+04
231-E 29/07/22  31/07/22 018122
1798 4,717479E+01 8,271317E+04 2,111646E+04
i’%‘f 1,245570E+02 2,193862E+05 5,600873E+04
2311 29/07/22  31/07/22 218122
1807 1,996248E+02 3,524065E+05 8,996847E+04
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TABELA 1 (continuacéo)

218122
2 2,058461E+01 2830706E+04 7,226720E+03

231-C 30/07/22  01/08/22 oie/22
e 1,004749E+02 1385077E+05 3,536067E+04
1%%%2 8,020692E+00 8,168272E+04 2,085339E+04

232-C 0500822 07008122 0o
B2 4105850401 4,283546E+05 1,003578E+05
1f;8£272 6,078639E+01 7,141963E405 1,823325E+05

232-E 0508122 O7I08I22 0o
OI8122 5288021E+01 5423158E+05 1,384518E+05
1f4%232 2.344065E+01 3,517152E405 8 979198E+04

232-G 04108/22 0610822
DO22 1372430E400 2,063606E+04 5,268332E+03
1%%292 7.414828E-01 7.657744E+03 1,955002E+03

232-1 0508122 OTI0BI22 0
DO2 2326000E+00 2,407890E+04 6,147282E+03
3%%%2 2,033708E+00 1,531133E+05 3,908943E+04

233-CIG 110822 1308122 .0
2 2,693564E+00 2,032899E+05 5,189940E+04
3%8%2 1,777068E+00 1,044940E+05 2,667705E+04

233-1/E 1200822 14108122 g0
D022 6156007E+00 3,628697E+05 9,263971E+04
3%‘_352 1,023533E+01 1,332984E+05 3,403075E+04

234-CIG 1808122 2000822 o0
822 3.950138E+00 5155225E+04 1316116E+04
3%%212 1,058536E400 1,076504E+04 2,748288E+03

234-1/E 190822 210822 oo
822 2126450E+01 2,167861E+05 5534494E+04
Média (M): 2,189531E+05 5589816E+04
Desvio-padréo (DP): 2,007721E+05 5,125659E+04
M +3.DP:  8212693E+05 2,096679E-+05

* Relacionado ao bioindicador utilizado na autoclavacdo do Mo-99 (matéria-prima do
GERADOR IPEN-TEC). Cada processo de autoclavagédo é acompanhado por 02 (duas) ampolas

de bioindicador

** Atividade corrigida pelo decaimento de Mo-99 (meia-vida de 65,94 h) a partir das 12:00 h da
data de término da incubacéao

*** Massa média de uma ampola de bioindicador: 3,917 g (média de 20 ampolas cheias)
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A atividade estimada ao término do periodo de incubacdo é inferior aos limites de
dispensa preconizados pela norma NN 8.01 (CNEN, 2014), para os trés radionuclideos. A
concentracdo de atividade, porém, mostrou-se superior ao limite normativo nos trés casos. Por
esse motivo, a concentracao de atividade foi tomada como referéncia para o calculo do tempo
de decaimento até que seja atingido o limite de dispensa. Utilizando a expressdo (1),
obtivemos os seguintes resultados aproximados: ampolas com Mo-99, 31 dias; ampolas com
TI-201, 16 dias; ampolas com Ga-67, 13 dias.

TABELA 2 - Estimativa da atividade radioativa residual (em termos de Talio-201) em ampolas

de bioindicador, amostradas do processo produtivo do CARD-IPEN, com exclusdo das amostras
medidas ap6s intervalo superior a dez meias-vidas fisicas do término de incubacéo

Data - ‘x - Atividade - Concentragéo
Lote de Data - P Medicéao da atividade IV de atividade -
o término término da L
CARD- inicio da da incubacao término da
IPEN* incubagdo . ~ - Atividade o incubagéo
incubagdo Data/horario (KB)** (Bq) (KBa/kg)****
28/7/22
230-A 25/07/22 27/07/22 17:24 < 1,53E-01 2,267920E+02 5,789942E+01
12/8/22
232-A 08/08/22 10/08/22 16:40 < 9,63E-02 1,781049E+02 4,546973E+01
240-A  03/10/22  05/10/22 211/;_01’52 <105E-01 4,808883E+03 1,227695E+03
Média (M): 1,737927E+03 4,436882E+02
Desvio-padrao (DP): 2,659638E+03 6,789987E+02
M + 3.DP: 9,716840E+03 2,480684E+03

* Relacionado ao bioindicador utilizado na autoclavacédo do TI1-201 (matéria-prima do CARD-
IPEN).

** Nas ocorréncias de atividade ndo-detectavel do TI-201, foi registrada a Atividade Minima
Detectavel ("'< valor') como referéncia para a correcéo de atividade pelo decaimento.

*** Atividade corrigida pelo decaimento de TI1-201 (meia-vida de 72,912 h) a partir das 12:00 h
da data de término da incubacéo.

**** Massa média de uma ampola de bioindicador: 3,917 g (média de 20 ampolas cheias)

O tempo calculado para decaimento do Mo-99, por ser o mais longo, foi considerado
como referéncia para o teste de filtragdo em membrana com bioindicadores submetidos a trés
condigdes simuladas de autoclavacdo, em dois momentos (logo apos incubacdo, e apos o

tempo de decaimento calculado). As circunstancias particulares de funcionamento do
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laboratério no final de ano implicaram a adogdo de intervalo pouco mais estendido na

execucdo dos testes (34 dias, vide item 2.2.3), 0 que a Nnosso ver ndao compromete as

conclusoes deste trabalho.

Os resultados dos testes estdo descritos a seguir, e representados no APENDICE C:

(@) Carga elevada, sem decaimento: col6nias em numero muito numeroso para

contagem (superior a 100 UFC);

TABELA 3 — Estimativa da atividade radioativa residual (em termos de Galio-67) em ampolas
de bioindicador, amostradas do processo produtivo do GAL-IPEN, com exclusdo das amostras
medidas ap0s intervalo superior a dez meias-vidas fisicas do término de incubacéo

. . . Concentracdo
Lote de Data - Data - Medicdio da atividade Atlw_dade ~ de atividade -
e término término da L
GAL- inicio da P . ~ término da
: c . Atividade incubacéo ; y
IPEN*  incubacao incubacio Data/horério (Ba)*** incubacéo
¢ (kBa)** q (KBg/kg)****
1/8/22
230-A 21/07/22 23/07/22 10:11 <2,18E-02 1,615844E+02 4,125208E+01
218122 7,918801E-
231-A 27/07/22 29/07/22 2,167272E+02 5,532990E+01
17:41 02
12/8/22
232-A 04/08/22 06/08/22 1658 <2,10E-02 8,736542E+01 2,230417E+01
30/8/22 1,200697E-
233-A 11/08/22 13/08/22 5,086912E+03 1,298676E+03
15:01 01
30/8/22
234-A 18/08/22 20/08/22 15115 <1,82E-02 1,745058E+02 4,455088E+01
21/10/22
240-A 29/09/22 01/10/22 18:30 < 2,24E-02 1,851764E+03 4,727506E+02
8/12/22
246-A 11/11/22 13/11/22 1551 <1,51E-02 3,528923E+03 9,009248E+02
8/12/22
247-A 18/11/22 20/11/22 16:50 <1,51E-02 8,042019E+02 2,053107E+02
13/1/23
251-A 15/12/22 17/12/22 16:58 <1,16E-02 4,188338E+03 1,069272E+03
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TABELA 3 (continuagéo)
13/1/23
252-A 22/12/22  24/12/22 1713 <1,50E-02 1,225893E+03 3,129672E+02

Média (M): 1,732621E+03 4,423338E+02
Desvio-padréo (DP): 1,872079E+03 4,779370E+02
M +3.DP: 7,348859E+03 1,876145E+03

* Relacionado ao bioindicador utilizado na autoclavacdo do Ga-67 (matéria-prima do GAL-
IPEN).

** Nas ocorréncias de atividade ndo-detectavel do Ga-67, foi registrada a Atividade Minima
Detectavel (*'< valor') como referéncia para a correcdo de atividade pelo decaimento.

*** Atividade corrigida pelo decaimento de Ga-67 (meia-vida de 3,2612 dias) a partir das 12:00
h da data de término da incubacao

**** Massa média de uma ampola de bioindicador: 3,917 g (média de 20 ampolas cheias)

(b) Carga elevada, com decaimento: col6nias em ndmero muito numeroso para

contagem (superior a 100 UFC);
(c) Carga eliminada, sem decaimento: auséncia de colbnias;
(d) Carga eliminada, com decaimento: auséncia de col6nias;
(e) Carga reduzida, sem decaimento: 49 UFC;
(f) Carga reduzida, com decaimento: auséncia de col6nias.

O periodo de decaimento ndo provocou reducdo significativa da carga microbiana nas
ampolas ndo-autoclavadas (carga elevada), ao contrario do que ocorreu no teste de carga
reduzida. A populacédo reduzida de microrganismos sobreviveu a incubacao a (60 + 1) °C por
48 horas, com perda total de viabilidade apds incubacédo estendida em 34 dias, 0 que se espera
de populagdo microbiana em fase pos-estacionaria. Os testes de carga eliminada confirmaram
a efetividade do processo de autoclavacdo, com auséncia de crescimento microbiano nas
incubacdes de 48 horas e 36 dias. Ressalte-se a modificacdo na coloracdo do contetdo da
ampola apds 36 dias (violaceo para alaranjado, vide APENDICE C), o que pode estar
relacionado a degradacdo quimica do bioindicador quando incubado a (60 £ 1) °C por periodo

superior ao preconizado (48 horas).
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Portanto, os resultados dos testes qualitativos com ampolas logo ap6s a incubacdo de
48 horas se mostraram compativeis com as trés condi¢bes simuladas de autoclavacédo,
denotando a pertinéncia do teste qualitativo proposto com situacfes de rotina na esterilizacdo
dos produtos GAL-IPEN, CARD-IPEN e GERADOR IPEN-TEC.

A execucdo do teste qualitativo apés o periodo de decaimento ndo se mostrou
adequada, em vista da perda de viabilidade dos microrganismos remanescentes da
autoclavacdo. Contudo, ndo se pode excluir a possibilidade de que tempos mais curtos de
incubacdo e/ou temperaturas diferentes de (60 £ 1) °C [(32,5 = 2,5) °C; (22,5 = 2,5) °C;
(5,0 £ 3,0) °C] resultem em manutencéo da viabilidade da populagdo microbiana. Trabalhos
complementares poderdo ser executados para testar as diferentes condi¢cfes de incubagdo. O
fato de a atividade residual estimada ser inferior ao limite de dispensa para os radionuclideos
Ga-67, TI-201 e M0-99, sinaliza que a abertura da ampola ao término da incubacéo representa
risco radiol6gico moderado, gerencidvel com medidas ordinarias de protecao radioldgica (uso

de luvas e de paramentacao para area controlada, descarte apropriado dos residuos analiticos).

3 CONCLUSOES E RECOMENDACOES

O teste qualitativo de filtracdo em membrana para deteccdo de G. stearothernophilus
nas ampolas do bioindicador Sterikon®plus é adequado para avaliar as ampolas autoclavadas
e incubadas a (60 + 1) °C por 48 horas, e que apresentem conteldo com coloracdo variante de
vermelha-clara a vermelha-violacea (esterilizacdo eficaz) e de amarelada a amarelada-
alaranjada (esterilizacéo ineficaz).

Recomendamos medidas ordinarias de protecdo radiolégica na manipulacdo das
ampolas, que usualmente portam tracos de radionuclideos com atividade inferior aos limites

de dispensa preconizados pela norma CNEN NN 8.01.

A técnica a ser empregada para o teste qualitativo estd embasada neste trabalho, e
segue descrita no ANEXO Al.
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APENDICE A

Estimativa da atividade radioativa residual (em termos de Talio-201) em ampolas de

bioindicador, amostradas do processo produtivo do CARD-IPEN

Data - . . Atividade - Conc_e r)tra(;éo
Lote de Data - o Medicao da atividade Y de atividade -
e término término da L

CARD- inicioda . ~ término da

IPEN* incubacdo . %a 5 Data/horario Atividade '”‘é”bff{io incubacao

Incubacao (kBg)** (Ba) (kBg/kg)****
28/7/22

230-A 25007722 27/07/22 o <153E-01 2.267920E+02 5,789942E+01
12/8/22

232-A  08/08/22  10/08/22 o <963E-02 1,781049E+02 4 546973E+01

236-A  08/09/22  10/09/22 211/81%/52 <9.00E-02 1,369531E+06 3,496377E+05

240-A  03/10/22  05/10/22 211/81_%’52 <105E-01 4,808883E+03 1.227695E+03
13/1/23

244-A 3110122 02/11/22 e <633E-02 1,002802E+09 2,560128E+08
13/1/23

246-A 14111722  16/11/22 e <820E-02 5.336708E+07 1,362448E+07
13/1/23

248-A 2811122  30/11/22 e <734E-02  1,962795E+06 5,010964E+05
13/1/23

249-A 0211222 04/12/22 S <634E-02  6,820975E+05 1.741377E+05
13/1/23

250-A  12/12/22  14/12/22 e <819E-02 9.017608E+04 2,302172E+04

Média (M): 1,178088E+08 3,007628E+07

Desvio-padro (DP): 3,323319E+08 8,484349E+07

M +3.DP: 1,114805E+09 2 846067E+08

* Relacionado ao bioindicador utilizado na autoclavacdo do TI-201 (matéria-prima do

CARD-IPEN).

** Nas ocorréncias de atividade ndo-detectavel do TI-201, foi registrada a Atividade Minima
Detectavel (*'< valor'*) como referéncia para a corre¢do de atividade pelo decaimento.

*** Atividade corrigida pelo decaimento de T1-201 (meia-vida de 72,912 h) a partir das 12:00 h

da data de término da incubacao.

**** Massa média de uma ampola de bioindicador: 3,917 g (média de 20 ampolas cheias)
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APENDICE B

Estimativa da atividade radioativa residual (em termos de Galio-67) em ampolas de

bioindicador, amostradas do processo produtivo do GAL-IPEN

Data - o . Atividade - Concentragao
Lote de Data - . Medicéo da atividade v de atividade -
e término término da R
GAL- inicio da da incubaco término da
IPEN* incubacgédo . x - Atividade . incubacéo

incubacdo Data/horario (KBQ)** (Bg) (KBa/kg)****

230-A  21/07/22  23/07/22  1/8/2210:11 <218E-02 1,615844E+02 4,125208E+01

231-A  27/07/22 2000722 2/8/22 17:41 7’91%201'5' 2 167272E402  5,532990E+01
12/8/22

232-A 04/08/22  06/08/22 ol <210E-02 8736542E+01 2,230417E+01

233-A  11/08/22  13/08/22 3%%212 1’20%61975 5,086912E+03 1,208676E+03
30/8/22

234-A  18/08/22  20/08/22 e <182E-02 1,745058E+02 4,455088E+01

238-A 1500922  17/09/22 211/81_052 <151E-02 2.451595E+04 6,258858E+03
8/12/22

230-A 2200022 24/09/22 s <107E-02 1,029253E+08 2,627655E+07

240-A  29/09/22  01/10/22 211/81_03/52 <224E-02 1.851764E+03 4,727506E+02
8/12/22

241-A 061022  08/10/22 s <107E-02 5241173E+06 1,338058E+06
8/12/22

242-A 1311022 15/10/22 e <151E-02 1,666173E+06 4 253697E+05
8/12/22

243-A  21/1022  23/10/22 s <107E-02 2.175983E+05 5,555229E+04
8/12/22

244-A 2811022  30/10/22 s <107E-02 4.924520E+04 1.257219E+04
8/12/22

245-A 0411122  06/11/22 e <151E-02 1573403E+04 4,016858E+03
8/12/22

246-A 1171122  13/11/22 e <151E-02 3528923E+03 9,009248E+02
8/12/22

247-A  18/11/22  20/11/22 s <151E-02 8,042019E+02 2,053107E+02
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13/1/23
251-A  15/12/22  17/12/22 1658 <1,16E-02  4,188338E+03 1,069272E+03
13/1/23
252-A  22/12/22  24/12/22 17:13 <1,550E-02 1,225893E+03 3,129672E+02
Média (M): 6,479825E+06 1,654283E+06
Desvio-padrao (DP): 2,488738E+07 6,353684E+06
M +3.DP: 8,114196E+07 2,071533E+07

* Relacionado ao bioindicador utilizado na autoclavacdo do Ga-67 (matéria-prima do GAL-

IPEN).

** Nas ocorréncias de atividade ndo-detectavel do Ga-67, foi registrada a Atividade Minima
Detectavel (*'< valor'*) como referéncia para a corre¢do de atividade pelo decaimento.

*** Atividade corrigida pelo decaimento de Ga-67 (meia-vida de 3,2612 dias) a partir das

12:00 h da data de término da incubacéo

**** Massa méedia de uma ampola de bioindicador: 3,917 g (média de 20 ampolas cheias)
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APENDICE C

Reporte fotografico do teste de filtracdo em membrana com bioindicadores submetidos a trés condi¢des simuladas de autoclavacéo, em

dois momentos (logo apos incubacdo, e apds o tempo de decaimento calculado)

carga elevada carga elevada carga eliminada  carga eliminada carga reduzida  carga reduzida
sem decaimento com decaimento  sem decaimento com decaimento sem decaimento  com decaimento

ampola apds 48h
(60+1)°C

ampola ap6s 36 dias
(60 + 1) °C

placa incubada
por 48 h
(60+1)°C
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ANEXO Al

Proposta para o teste qualitativo de deteccédo do Geobacillus stearothermophilus em
ampolas do bioindicador Sterikon® plus (Merck-Millipore)

(a ser adaptado e inserido na instrugdo de trabalho IT-CR-C01.28, “Ensaio de contagem
microbiana através de filtracdo por membrana (MILLIFLEX®)”)

e Adicionar aproximadamente 80 mL de solucao de rinsagem (Fluido A) ao funil
de filtrac&o.

e Aplicar desinfetante sobre a superficie da lima agulha triangular, da gaze e da
ampola testada.

e Apoiar a ampola na gaze umedecida.

e Com a lima, marcar um sulco ao redor da regidao mais afilada da ampola, da

forma que segue:

e Quebrar a ampola, ainda apoiada na gaze, aplicando for¢a na dire¢cdo do

operador, da forma que segue:

e Descarte a parte superior da ampola em recipiente forrado com saco plastico
ou papel aluminio. Esse descarte serd utilizado para outros materiais potencialmente

radioativos (gaze, parte inferior da ampola, ponteiras), e, ao final do teste, sera
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acondicionado em bombona plastica identificada como de residuos biologicos e
radioativos.

e Pipetar todo o conteudo da ampola (2 mL) para o fluido de rinsagem no funil
de filtracdo, em fragGes de 200 pL (utilizar micropipeta de 20 — 200 pL).

e Adicionar solucdo de rinsagem ao funil de filtracdo, em quantidade suficiente
para obter o volume final de 100 mL. Filtrar.

e Acoplar a membrana filtrante ao meio de cultura agar TSA.

e Incubar a placa com a membrana voltada para baixo, a (60 = 1) °C, por 2 dias.

e Verificar a presenca ou auséncia de colénias microbianas ao final do periodo
de incubacdo, em ambos os lados da membrana. As colonias se apresentam de
levemente amareladas a translicidas, com centro mais opaco que a borda.

e Expressao dos resultados: por se tratar de um teste qualitativo, ndo se aplica
o registro do numero de contagens na placa.

- Presenca de col6nias microbianas: ndo conforme (esterilizacéo ineficaz).

- Auséncia de colbnias microbianas: conforme (esterilizacao eficaz).
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ANEXO B1

Certificados de analise Merck-Millipore (digitalizados) — bioindicadores

Certificate of Analysis

1.10274.0002 Sterikon® plus Bioindicator for checks on autoclaving

Batch Z0T16774
Spet. Values Balxh Values
Appearance opalescent and pases s
reddish wiclet
Nunibier of viabla spores par ampule 50«70 - 1.0+107 5310
Growth (3§ ") no growth passes ias
Growth (B0 *C) grosth pEsEes st
Parommance test (6 min, 121 "C) Survival lirme passes sl
& minf21 "C
Parlammance last (15 min, 121 *C) Kill lime passes lasl
15 min121 *C *
D walue (121 "C) 15-2.0 min 1.7 i
Z walue 7.0- 1000 c a0 "G
Idantity Geabacillus passes tost
=imare-
tharmaphilus
ATCC 7653

Thia determination ol ihe D-value = based on tha Silumibo-Murphy-Cochran methad.

Thi identity conrel is camied oul via MicroSeq-Sysiom

Orgarsm: Geobacillus slearothermophilus ATCC 7953 (sporulation oplimized)
Ampoules: 2 mi
Slarsge temperature: +2° o +8°C

Diate of release (DD MM YYYY) 04,08, 2021
Expiry date (D0, M8, YY) 15012023

Flelanie Fischar
Fi bie labormiony g quakty el

This document has been produced elecironically and is valid withoul a signatun,

Merck KGaA, Frankfurter Stralla 250, 84293 Darmstadt (Germany): +49 6151 720 Page 1 of 1
EMD Millipore Corporation - a subsidisry of Merck KGas, Darmstsdt, Garmany

400 Summit Driva, Burlington, MA 01803, USA, Phone +1 (TB1) 533-6000
BALIA Varsion 1100 I0S0000SERUI00  Dwie; 0400 7021
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Certificate of Analysis

1.10274.0002 Sterikon® plus Bioindicator for checks on autoclaving
Batch 20768474

Spec. Values Batch Values
Appoarance opalescent and passes test

reddish violet
Number of viable spores per ampule 5,010 - 1.010" 1.4-10*
Growth (35 °C) no growth passes test
Growth (60 "C) growth passes lest
Performance test (6 min, 121 *C) Survival ime passes st

6 minf121 °C
Parformance test (15 min, 121 *C) Kl time passes lesl

15 minvi21 *C
D value (121 *C) 15-20 min 18 min
Z value 70-100 ‘c 99 ‘c
Identity Geobacillus passes test

sloaro-

lus
ATCC 7953

The determination of the D-value i based on tha Stumbo-Murphy-Cochran method,
The identity condrol Is carried out via MicroSeq-System

Organism: Geobaclius stearothermophitus ATCC 7853 (sporufation optimized)
Ampoules: 2 mi.
Storage temperature: +2° to 48°C

Date of release (DD.MM.YYYY) 07.04,2022
Expiry date (DD MM.YYYY) 16 09,2023

Stefane Fischer

Respormibie labormary manager quality control

This document has been produced alectronically and is vald withoul & signature

Merck KGaA, Frankfurter Strae 250, 64293 Darmstack (Germany): 449 6151 72-0 Pagelof 1
m
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