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PINTO, T. de J. A. & SAITO, T. Esterilizagio por 6xido de etileno, I. Influéncia do meio de
esporulagio na resisténcia dos esporos de Bacillus subtilis var, niger. Rev. Saide pibl., S.Paulo, 26:
379-83, 1992. Tendo por meta a padronizagéo das varidveis influenciando a resisténcia de esporos
empregados no controle do processo esterilizante por 6xido de etileno, foram obtidos esporos de
Bacillus subtilis var. niger, em meio s6lido e liquido sintético de esporulagio. Tais esporos, apds
padronizagdo quantitativa dos 12 lotes obtidos, foram submetidos a exposi¢bes subletais como
bioindicadores, tendo o papel como suporte. Construiu-se, entdo, a curva de letalidade caracteristica
de cada lote. A andlise estatistica empregada néio evidenciou diferengas entre resisténcia dos 10 lotes
obtidos em meio sélido e os 2 em meio liquido sintético, ressaltando-se a vantagem quanto ao
rendimento que caracterizou a primeira metodologia.
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Introdugéo

Osestudos sobre aresisténcia de cepas microbia-
nas ao 6xido de etileno foram iniciados na década de
19509 envolvendo Bacillus cereus var. terminalis,
Bacillus polymyxa, Bacillus subtilis var. niger e Ba-
cillus megaterium. Relativamente 3 toxonomia,
Church e col.¢ fazem mengfo de que esporos bacte-
rianos citado em 1948, como sendo de Bacillus glo-
bigii, sejam provavelmente correspondentes ao de
Bacillus subtilis var. niger. Segundo o catdlogo da
"American Type Culture Collection” (ATCC)
1985, a nomenclatura da bactéria correspondente
a0 ATCC 9.372 é Bacillus subtilis var. niger, cuja
sinonimia é Bacillus globigii, também conhecida d4
cepa vermelha. A Farmacopéia Norte Americana2®
adota anomenclatura de Bacillus subtilis subespécie
niger, referindo-se 3 mesma.

As condigdes ambientais durante a esporulagio
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bacteriana t&m significante importincia sobre a re-
sisténcia ao processo esterilizante, cuja carac-
teristica deve ser constante. Composigio do meio
de cultura, bem como tempo e temperatura de in-
cubagfio e a lavagem dos esporos podem, também,
influenciar sobre o desempenho do monitor
biolégico? 11,1315,

Quanto aos meios de cultura para esporulagiio de
Bacillus subtilis, tem-se evidenciado a variabili-
dade entre os meios complexos comercializados,
enquanto que resultados melhores t8m sido obtidos
com meios liquidos de composi¢io quimicamente
definida'®, Dadd’ cita, entretanto, as dificuldades
de trabalhar com meios sintéticos, com esporulagfio
50 vezes inferior aos que contém triptona.

O presente trabalho teve como propdsito inves-
tigar aspectos de rendimento e resisténcia dos es-
poros em fungfo da natureza do meio de cultura
empregado para a esporulagio.

Material e Método

As caracteristicas de resisténcia dos esporos de
Bacillus subtilis var. niger obtidos em dois meios
de composigdo diferente foram objeto de estudo
frente ao tratamento com 6xido de etileno.

Os repiques de manutengio foram em 4gar para
dosagem de antibiéticos n®1 (Difco), conforme as
técnicas recomendadas pela United States Pharma-
copeia (USP) XXII?!. A cultura assim obtida foi
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inoculada em 20 ml de caldo caseina-soja (Difco),
com incubagdo idéntica a anterior. Desta sus-
pensdo foram inoculadas aliquotas de 2 ml para
cada garrafa de Roux contendo 200 ml de 4gar
para esporulagfio (lotes 1 a 10) ou 20 ml para 250
ml de meio liquido sintético!®, contido em erlen-
meyer (lotes 11 e 12).

Os meios para esporulagfo apresentavam a se-
guinte constituigfio:

- Agar para esporulagfio (pH=7,2)

+ extrato de levedura ........cuievnveisinisnisnans 8,00g
¢ CaldO NULTIENLE .cverrrenssnsnsaessssorcsrsssansnss 4,00g
» sulfato de manganés tetraidratado ........ 0,05g
s cloreto de célcio hexaidratado.............. 0,05¢g
L1, 1 OO 30,00g
s 4gua destilada Q.8.P. cccornencrnirensinens 1.000,00ml
- Meio liquido sintético (pH=7,2)!0
+ fosfato monoécido de s6di0........ccecrn 14,32g
« fosfato didcido de pOtassio .....ecvveueuni 3,67g
s cloreto de amOnio ........cccriernrieresrssnanens 0,53g

« sulfato de magnésio heptaidratado ...
» sulfato de mangangs tetraidratado ....... 2,20mg

« sulfato de ferro heptaidratado.............. 1,10mg
¢ GLICOSE...crriucensessnsrsnssesesssnsusserssassesesasas 0.69g
o 4gua destilada q.S.p. oveecerrinerninions 1.000,00ml

A incubagfo das garrafas foi em estufa a 35+
2°C, durante 7 a 14 dias, periodo em que foi efetu-
ado o acompanhamento didrio, através de obser-
vagfio microscdpica, do grau de esporulagio. O
meio liquido sintético foi incubado em estufa, a
35+ 2°C, durante 5 a 7 dias, sob agitagfio e a com-
provacdo quanto 3 esporulacio foi realizada da
mesma forma.

A massa celular de cada garrafa foi retomada
com 15 ml de 4gua destilada esterilizada e trans-
ferida para erlenmeyer, passando por filtro de 3
camadas de tecido poliéster. O meio liquido foi
submetido 2 centrifugac¢io, a 50,0 Hz, durante 15
min e a massa celular foi retomada em 20 ml de
dgua destilada esterilizada.

O tratamento térmico aplicado aos 12 lotes de
suspensdo de esporos foi em banho de 4gua 70+
2°C, durante 30 min, seguido de 3 lavagens?.,

A contagem dos esporos de cada lote foi por
técnica de semeadura em profundidade apés di-
lui¢do seriada decimal em dgua destilada, usando
dgar caseina-soja (Difco)?!. Aleatoriamente algu-
mas colbnias de diferentes placas referentes a to-
dos os lotes foram submetidas a identificagdo mi-
croscépica apds coloragio de Gram. Mediante o
nimero de UFC/ml, cada suspensio foi diluida
com 4gua destilada a fim de ajustar a concentragfio
para 107 UFC/ml.

A partir de cada lote de suspensio padronizada
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foram preparados os bioindicadores, distribuindo
0,1m! para cada suporte de papel de 10 x 25 mm.
Cada tira foi embalada em papel cirtirgico e filme
poliéster-polietileno, sendo conservada em refri-
gerador até o momento do teste.

As condigdes empregadas nos ciclos subletais
envolveram umidade relativa de 60 a 70%, tem-
peratura de 45 a 50°C, concentragio de 6xido de
etileno de 600 mg/l e tempos de exposicdo de 5,
10 e 20 min. O equipamento foi da Fabber-Primar
Indiistria Ltda., modelo com controle automético e
camara cilindrica horizontal de 38 ¢cm de diimetro
e 57 cm de profundidade.

A contagem dos esporos sobreviventes ao
processo foi antecedida da dispersdo das fibras ce-
luldsicas em solugfo fisioldgica, por agitaciio em
liquidificador delta eletrdnico, em rotag@o média.
A técnica envolvida para a quantificagio foi idén-
tica aquela adotada para padronizagio da sus-
pensdo de esporos e os dados obtidos permitiram a
constru¢fio das curvas de letalidade e calculo dos
respectivos valores de D192,

A anilise estatistica envolveu regressfio linear,
cuja significincia foi avaliada através de teste de
Student®.

Resultados

Os dados pertinentes aos 12 lotes de suspensfo
de esporos estiio apresentados na Tabela 1.

Os valores de contagem de UFC/suporte dos 12
lotes de bioindicadores sfio expressos na Tabela 2,
cuja andlise estatistica, quanto a apresentarem ou
ndo condigio de regressdo linear, estd na Tabela 3.

Discusséo

O monitor biolégico, € em esséncia o bioindica-
dor, deve apresentar caracteristicas adequadas e
padronizadas, de qualidade de concep¢io e de
processos de preparo nos diferentes aspectos, a
fim de que seu desempenho seja confidvel.

Dadd e Daley® estudaram, especificamente, a
resisténcia de esporos de Bacillus subtilis var. ni-
ger ao Oxido de etileno. Esses autores associam a
resisténcia de esporos A espessura da cobertura, as-
sim como a presenga de grupos tidlicos. Assim, o
elevado niimero de grupamentos alquildveis, além
da espessa camada de cobertura, evita a morte,
uma vez que a alquilagfio deixa de ser letal.

No presente trabalho, empregou-se para a es-
porulagfio, o meio liquido sintético indicado por
Hodges e col.!9, considerado pelos autores como
vantajoso frente aos meios slidos convencionais,
pelo elevado indice de esporulagdio. Kujala e
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Tabela 1. Caracteristicas dos lotes de suspenséo de
correspondentes bioindicadores.
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esporos de Bacillus subtilis var. niger, ATCC 9.372, e dos

Numero de lotes 1 2 3 4

3

[ 7 8 9 10 1 12

Dias de Incubago 7 14 8 6 7 8 8 12 12 10 7 5
UFC/ml, suspenssio 1010 10't 101?49 101 101 10" 1012 101! 1010 105 ax10®
concentrada

UFC/ml, suspeneso sxe® 109 2x10"0 sx10®  ex108  7x10® 2x10'0  sx10®  1x10® 11 2 )
diluida

UFCeuporte 6x107 @ 2x108 (a) 2x10%(a) 108 (8 2x107(a) ex108(m) 10%(a) 4x108(a 107 (a) 4x107(a) Sx10%(@ 105 ¢a)

ax16P (o) 5x105 )
sx10° (@ 2x105 (0

ATCC - “Americam Type Culture Collection”

Tabela 2, Contagem de esporos sobreviventes (UFC/Suporte) nos lotes de bicindicadores apds expo-
si¢ao ao dxido de etileno (600 mg/l) durante tempos diferentes.

Lote Tempo (minutos)
0 5 10 15 20
1 6 X 107 1X 108 8 X 104 8 X 103 1X 103
2 2X 108 5X 108 7 X 104 86X 10° 3X10°
3 1X109 1X107 2X 104 2X10° 1 X 102
4 1X108 1 X 105 8% 102 1 X102 1X 102
5 2X107 1 X 105 3X103 5X 102 1 X102
6 6 X108 1 X 108 1X108 8X10 5X10
7 1X10° 5X 108 5X 103 1X102 1X 102
8 4%X108 6 X 10° 3x10* 7X102 1X 102
9 1 X107 1X 108 1X10% 3X 102 5X 10
10 4 X107 1 X 105 1X10° 1X102 85X 10
1 5X 105 5X 10¢ 1X10* 1X103 1X 102
12 1X 105 5X10° 1X 108 3X 102 5X 10

Cada valor representa a média de contagens referentes a 30 suportes.

Kauppinen!! recomendam, no caso de meio
liquido, a utilizagfio de no maximo 30%, em vo-
lume, do in6culo em relag3o ao meio de esporu-
lagdo, a fim de evitar a perda da sincronia de es-
porulagfo. Tal recomendagdo foi respeitada no
presente trabalho quando se utilizou volume de
20 ml como inéculo para 250 ml do meio liquido
sintético.

Observou-se, entretanto, que, se de um lado a
percentagem de esporulagdo efetivamente se man-
tinha desde os primeiros indicios de turbidez, em
torno de 100%, o aumento na massa celular se fa-
zia de forma extremamente lenta. Esta constatagfo
conduziu & alteragfio no planejamento inicial do
trabalho, restringindo-se a apenas 2 os lotes em
meio sintético. Sabe-se que esta desproporcionali-
dade € criticdvel no aspecto estatistico.

Segundo alguns autores!%!16.17 3 recomendagiio
de meios liquidos fundamenta-se no fato de que,

quando exauridos certos nutrientes especificos,
essa situag8o induz 2 esporulagfio uniforme.

Efetuando-se a cultura em meio sélido obtinha-
se, no geral, exuberante desenvolvimento de mas-
sa microbiana. E bem verdade, entretanto, que nos
primeiros dias de incubagio se observou timida
evidéncia de esporulagdo, que se intensificou no
decorrer do acompanhamento. Este fato € coe-
rente, pois ha redu¢do no nimero de forma vegeta-
tiva na medida em que a concentragio de nutri-
entes vai-se esgotandol4,

Por outro lado, a recomendagfio dos meios
liquidos sintéticos reside no fato de que a unifor-
midade de composi¢io favorece a obtengdo de
esporos com caracteristicas idénticas. Apesar dis-
to, ainda sf3o rotinciramente empregados os
meios complexos, onde se deve admitir variagio
lote a lote®. Hodges e col.!%, por exemplo, de-
monstraram a relag@o entre diferentes lotes e fa-
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Tabela 3. Andlise de regressao linear nos lotes de Bioindicadores.

Lote m S, r D teake.
1 -0,233 0,019 -0,989 4,291 12,003
2 -0,211 0,028 -0,973 4,739 9,254
a3 -0,353 0,036 -0,984 2,832 9,806
4 -0,300 0,070 -0,922 3,333 4,270
5 -0,258 0,039 -0,968 3,375 6,536
6 -0,345 0,079 -0,929 2,898 4,350
7 -0,353 0,068 -0,948 2,832 5,178
8 -0,322 0,038 -0,979 3,105 8,351
9 -0,262 0,040 -0,965 3,816 6,418
10 -0,296 0,054 -0,952 3,378 5413
11 -0,178 0,022 -0,977 5,617 7,950
12 -0,156 0,015 -0,985 6,410 10,093

m : Coeficiente angular

S, : Variancia do coeficiente angular

r : Coeficiente de correlagdo linear

D : Tempo de redugéo decimal, em minutos

twe 7 towoutaso

teﬂﬂee :

¢ bosaa.s
or%gst c; 1(f:zicaudal), G.L.:GL =n-2=3

n = nlmero de pares de valores =5

bricantes do meio complexo e sintético ¢ a varia-
bilidade dos esporos. Em vista dos resultados,
recomendam o uso de meios sintéticos na pritica
rotineira,

No presente trabalho, o meio liquido sintético
contendo fons mangangs, célcio e magnésio como
elementos indutores 4 esporulagio contou com a
glicose como fator de limitagfio de crescimento.
Segundo Hodges e col.!? essas condigBes permi-
tem 95% de esporulagdo. Entretanto, consideran-
do-se, particularmente, os niimeros de UFC/ml nas
suspensdes obtidas, e pensando-se na produgio de
esporos destinada a fabricagio de monitores
biolégicos, quer para a uso préprio, quer para a co-
mercializag@o de bioindicadores, isto deixa muito
a desejar.

O 4gar de esporulagfio, embora nfo tenha obe-
decido formulagfio de outros pesquisadores, res-
peita a recomendagfio quanto a adi¢do de ion
célcio, visto ser importante na caracteristica de re-
sisténcia dos esporos, fato relacionado 2
biossintese do dipicolinato de célcio!?!8, Quanto
ao elevado teor de 4gar, teve apenas fungfo pritica
de maior consisténcia, facilitando a remogdo da
massa celular com pouca incorporago de residuos
de fragmentacio do meio. Considerou-se como
vantajoso o meio sélido em vista de seu elevado
rendimento.

Quanto a dispersio no nimero de esporos, ob-
servada pelos dados da Tabela 1, considerou-se tal
fato perfeitamente aceitdvel, haja vista a variagio

382

permitida no método oficial da USP XXII2!, sendo
de 10* a 107 esporos por suporte.

Os valores de tempo de redugfio decimal (Tabela
3) foram calculados a fim de certificar se todos per-
tenciam ou nfo 2 mesma populagfo. Para cada uma
das 12 regressdes lineares obtidas a partir de 12
lotes, testou-se a relagfio de dependéncia linear en-
tre UFC/suporte ¢ tempo de exposicio e se isto re-
fletia a realidade. Aplicou-se, para tanto, individu-
almente, a hiptese de nulidade H :8 = 0, onde se
passa do coeficiente angular (m) da amostra para B
populacional. O teste usando pardmetro estatistico t
(student's) permitiu concluir pela rejei¢iio de H em
todos os lotes numa probalidade de 5% ou menos,
evidenciando a significAncia das regressoes.

Observando os dados da Tabela 3, o menor va-
lor de coeficiente de correlagfio linear (r) € visto no
lote 4. Conforme Cerf> a nio homogeneidade da
resisténcia dos esporos pode conduzir a inexistén-
cia de correlagdo. Apesar disso, excluindo-se fa-
tores como culturas mistas ou mesmo condigbes
adversas de exposicdo ao agente esterilizante, os
12 valores de D obtidos s#io oriundos de esporos da
mesma populagio,

Conclusbes
1. As condigdes de produciio, se em meio

s6lido ou liquido, nfio interferem na resisténcia
dos esporos ao gas.
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2. Para a produg#o industrial de bioindicadores,
o meio de esporulagio recomendado € o sélido, de
composi¢ao complexa.

PINTO, T. de J. A. & SAITO, T. [Ethylene oxide sterili-
zation. L. The influence of sporulation medium in the re-
sistance of the spores of Bacillus subtilis var. niger].
Rev. Sailde pidbl., S Paulo, 26: 379- 83, 1992. Some ele-
ments influencing the resistance of spores used in ethy-
lene oxide sterilization process control are standardized.
Spores of Bacillus subtilis var. niger were produced in
chemically defined liquid and solid sporulation media to
a totz] of 12 lots; after standardization of the number of
spores, they were challenged by sub-lethal cycles, fol-
lowed by a lethality study. According to the statistical
model applied, there were no differences between the
resistance of spores produced in chemically defined lig-
uid and those produced in solid sporulation media. The
advantage of the solid sporulation media consists in the
larger production of spores.

Keywords: Sterilization, standards. Environmetal moni-
toring, methods. Ethylene oxide. Bacillus subtilis, isola-
tion,
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