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RESUMO

A atividade antimicrobiana das
Pastilhas de Paraformaldeido,
reproduzindo as condigoes de uso
das Instituicoes de Saide do Brasil
(sem o aquecimernto, sem o
acreéscimo da umidade relativa, a
5%, por um periodo longo de
exposigdo de 12 horas), foi avaliada
“invitro” por meio do
monitoramento microbiologico,
segundo a metodologia da AOAC,
adotada oficialmente pelo Ministério
da Sauide do Brasil para o registro
dessa categoria de produtos. Os
resultados dos experimentos
refutaram a agdo esterilizante das
Pastilhas de Paraformaldeido
nestas condicoes. Diante destes
resultados, realizou-se, entdo, os
testes paraavaliagdo desinfetante do
produto utilizando-se o Método de
Diluicdio de Uso, preconizada pela
AOAC, adaptado para produtos
gasosos, contra os microrganismos
teste padronizados Staphylococcus
aureus (ATCCr’. 6538), Samonella
choleraesuis (ATCCr. 10708) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCCrr’.
15442). Nestes experimentos, 0s
resultados das culturas
mostraram-se 100% negativos
contra todas as bactérias testadas
inferindo-seindicios de atividade
desinfetantede altonivel.
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SUMMARY

The sterilizing activity of
Parafolmaldehyde Tablets
reproducing the conditions of use
in the Brazilian health Institutions
(without the heating, without
increment of the relative humidity,
in 0.5%, even for a long period of
exhibition of 12 hours) was
evaluated “in vitro” by
microbiologic monitoring,
according to the methodology of
the AOAC, officially adopted by the
Brazilian Health Ministry for
registration of that category of
products. The results of the
experiments refuted the sterilizing
action of Parafolmaldehyde
Tablets in this conditions. Thus, it
was evaluated the disinfectant
action of the product using the
vegetative bacterias by Use
Dilution Method, preconized for
AOAC and adapted for gaseous
products, against the tests
microorganisms standardized
Staphylococcus aureus (ATCC n.
6538), Samonella choleraesuis
(ATCC n. 10708) and
Pseudomonas aeruginosa (ATCC
n. 15442). In these experiments,
the results of the cultures showed
100% negative against all the
tested bacterias inferring
indications of disinfectant activity
of high level action.
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RESUMEN

Laactividad antimicrobiana de las
Pastillas de Paraformaldehido,
reproduciendo las condiciones deuso
enlas Instituciones de Salud del Brasil
(sinel calentamientoy aumento dela
humedadrelativa, enunporcentaje
del 0.5%, pese al largo periodo de
exposicion de 12 horas), file evaluada
“invitro” por medio del
monitoramientomicrobiologico,
segunlametodologia dela AOAC,
adoptadaoficialmenteporel
Ministerio de Salud del Brasilpara el
registro de esa categoria de produtos.
Los resultados de los experimentos
refutaronlaaccionesterilizantedelas
Pustillas de Paraformaldehido en las
condiciones estudiadas. Frenteaestos
resultados se realizo, entonces, los test
paraevaluaciondesinfectantedel
produtoutilizandose el Método de
Dilucion de Uso, preconizada por la
AOAC, adaptado para productos
gaseosos, contra los
microorganismos test patronizados
Staphylococcus aureus (A7CC'r?.
6538), Samonellacholeraesuis (47CC
7. 10708) e Pseudomonas aeruginosa
(ATCCr. 15442). En estos
experimentos, los resultados de los
aultivos se mostraron 100%
negativos contra todas las bacterias
probadas. Los resultados
microbiologicos nospermiteninferir
quelas Pastillas de Paraformaldehido
mostro indicios de actividac
desinfectantedealtonivel.
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INTRODUGAO

A esterilizagdo dos artigos criticos ¢, se
possivel, dos semi-criticos, ¢ pratica de com-
provada eficacia na prevencao e controle de
infec¢des hospitalares . Embora o processo
de esterilizagdo que oferece maior seguranga
seja o da autoclavacdo com vapor de agua
saturado e sob pressao, a escolha depende da
natureza do material a ser esterilizado. Os arti-
gos termossensiveis sao submetidos a esteri-
lizagdo em autoclaves de o0xido de etileno, de
gas plasma de peroxido de hidrogénio, de va-
por de baixa temperatura e formaldeido; em
solugdes de acido peracético, automatizado ou
manual; em solug¢des de glutaraldeido ou
formaldeido em condigdes adequadas .

Refletindo as dificuldades existentes em
relacdo a recursos para esterilizagdo, uma das
autoras realizou um levantamento junto as
istituicdes de satde do Brasil e constatou que
em 253 centrais de materiais, de diferentes es-
tados brasileiros, ocorre o processamento de
artigos odonto-médico-hospitalares termossen-
siveis, bem como alguns termorresistentes con-
siderados delicados, por meio de pastilhas de
Paraformaldeido, sem o uso do aquecimento e
daumidade relativa, com quantificagio e perio-
do de exposigdo variaveis. Sabe-se que estas
condi¢cdes sdo desfavoraveis a agdo
antimicrobiana das Pastilhas de Paraformal-
deido, e a literatura reforca a necessidade des-
sas variaveis fisicas para a agdo antimicrobiana
do gas sublimado das mesmas ©7. Existem
publicagdes que relataram o crescimento dos
esporos do Bacillus subtilis, como microrga-
nismo teste, quando o aquecimento ndo fazia
parte do processo de esterilizagao ®. Outro
fato que reforca as desvantagens da ndo utili-
zacdo do aquecimento durante o processa-
mento de artigos criticos usando as Pastilhas
de Paraformal-deido, ¢ a constatac@o de que os
niveis de liberagdo do gés formaldeido, a tem-
peratura ambiente, ¢ inferior aqueles atingidos
quando aquecidas a 50°C, independente do in-
tervalo de tempo de exposi¢ao 19,

No Brasil, o registro de produtos com fina-
lidade antimicrobiana deve atender a normas
regulamentares, que incluem a sua analise
microbiologica prévia Y. O objetivo desta in-
vestigacao foi verificar o nivel microbicida atin-
gido pelas pastilhas de paraformaldeido quan-
do 0 aquecimento e a umidade ndo sdo inclui-
dos nos processos, utilizando-se as pastilhas
de Paraformaldeido a concentragdo de 0,5% e
exposicdo ao gas por 12horas.

MATERIAL E METODO

Local do estudo

A pesquisa foi desenvolvida no Labora-
torio de Esterilidade do Setor de Bromatologia
e Quimica do Instituto Adolfo Lutz, localiza-
do no municipio de Sao Paulo.

Material

Pastilhas de Paraformaldeido (MIAKO
DO BRASIL — Industria ¢ Comércio Ltda.
Sao Paulo, SP) contendo cerca de 0,5g do
principio ativo / pastilha.

Concentragao testada por volume do re-
cipiente (marmita de aluminio ¢/ 17x11x4 cm):
0,5g/cm?*(0,5g para cada 100 cm® do volume
do recipiente).

Tempo de exposigao: 12 horas.

Teste para avaliacdo esterilizante

Foi realizado segundo a técnica da
Association of Official Analyptical
Chemistis 2 utilizada pelo Instituto Nacio-
nal de Controle de Qualidade em Saude ¥,

Empregou-se 120 cilindros de porcelana
adquiridos da Fischer Scientific Co.,n°7.907
como carreadores para cada microrganismo
teste (Bacillus subtilis, ATCC 19.659 e
Clostridium sporogenes, ATCC 3.584). Em
todos os experimentos, os esporos desseca-
dos sobre os carreadores foram reidratados
com agua destilada estéril, utilizando-se 20
ml para cada lote com 6 carreadores. A seguir,
foram drenados por 20 minutos, em placas de
Petri contendo papel de filtro.

Como meios de cultura e subcultura dos
microrganismos testes, foi empregado o
tioglicolato fluido com sulfito de sédio na
concentragdo de 0,1% como neutralizante da
acao residual do formol.

Teste para avaliacdo bactericida

Foi realizado segundo o Método da Di-
lui¢ao de Uso, adaptado para produtos gaso-
sos de acordo com a técnica da Association
of Official Analyptical Chemistis ' utiliza-
da pelo Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude ¥,

Empregaram-se 60 cilindros de ago inoxi-
davel tipo 304, SS18-8, polidos, adquiridos
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da Fischer Scientific Co. como carreadores
para cada microrganismo teste (Staphylo-
coccus aureus ATCC n°. 6538, Salmonella
choleraesuis, ATCC n°. 10708 e Pseudomonas
aeruginosa, ATCC n°. 15442).

Como meios de cultura e subcultura dos
microrganismos testes, foi empregado o cal-
do nutriente com sulfito de sédio na concen-
tragdo de 0,1% como neutralizante da agdo
residual do formol.

Os cilindros contaminados com 0s microrga-
nismos testes, apos o término do tempo de seca-
gem, foram colocados em recipientes de aluminio
(marmitas) com 9 Pastilhas de Paraformaldeido
(0,5%) espalhadas ao seu redor, sem umidade
adicional. O recipiente foi vedado com fita crepe e
mantido a temperatura ambiente do laboratorio
por 12 hs. Apos o tempo de contato os cilindros
foram transferidos para o meio de cultura. Os tu-
bos das duas séries (1* e 2% subcultura) foram
incubados a 36 +1°C por 21 dias nos testes de
esterilizacao e 48hs nos testes de agdo bactericida,
sendo entdo observada a presenga ou a
auséncia de crescimento.

Nos testes de avaliagdo esterilizante, os
tubos com carreadores onde ndo foi observa-
do o crescimento (auséncia de turbidez) foram
submetidos a um choque térmico durante 20
minutos a 80°C e reincubados por 72 horas a
37°C, registrando-se entdo os resultados finais
como presenga ou auséncia de crescimento

Nos testes de avaliagdo bactericida, as
culturas teste foram controladas quanto a re-
sisténcia ao fenol, como descrito no método
do coeficiente fendlico (Association of
Official Analyptical Chemistis, 1995), nas
dilui¢des 1:60 e 1:70 (S.aureus), 1:80 ¢
1:90 (P.aeruginosa) e¢ 1:90 e¢ 1:100
(S.choleraesuis). Os resultados foram consi-
derados satisfatorios quando os microrganis-
mos sobreviveram apés 5, 10 e 15 minutos de
contato com as dilui¢des mais altas e ndo so-
breviveram apds 15 minutos de contato com
as dilui¢cdes mais baixas.

Nos testes de avaliagdo esterilizan-
te, a viabilidade dos microrganismos testes
carreados pelos penicilindros foram valida-
dos frente ao HCl na concentragdo 2,5N, sub-
metendo-se ao contato do acido por 2,5, 10 ¢
20 minutos. Para a confiabilidade do indculo
utilizado, os esporos tiveram que resistir por
2 minutos, no minimo, podendo resistir por
mais de 20 minutos.

RESULTADOS

Os resultados da atividade esporocida
para comprovacdo da atividade esterilizante
sdo apresentados nos Quadros 1 e 2

Quadro 1 - Atividade esporocida das Pastilhas
de Paraformaldeido a 0,5% frente a esporos de
Bacillus subtilis a temperatura ambiente, por
12 h de exposicao, sem adicao da umidade
relativa, avaliada pela metodologia da AOAC.
Sao Paulo, 1999

CARREADORES ATIVIDADE
ESPORICIDA*
Subculturas
Sem crescimento 120/120
Com crescimento 0/120

*N° de tubos com ou sem crescimento/N° de tubos
testados
Controle positivo da viabilidade do indculo:

Periodo de contato com HCI

2 5 10’ 20"
SR SR SR SR
++ ++ +-

Quadro 2 - Atividade esporocida das Pastilhas
de Paraformaldeido a 0,5% frente aos esporos
de Clostridium sporogenes a temperatura
ambiente, por 12 h de exposicao, sem adi¢ao
da umidade relativa, avaliada pela metodologia
da AOAC. Sao Paulo, 1999

CARREADORES ATIVIDADE
ESPORICIDA*
Subculturas
Sem crescimento 42/120
Com crescimento 78/120

*N° de tubos com ou sem crescimento/N° de tubos
testados

Positivo da viabilidade do inéculo:

Periodo de contato com HCI 2 5'
10’ 20

SR SR SR SR

++ -- -- - -

Todos os tubos de subcultura do Bacillus
subtilis apresentaram crescimento negativo
durante os 21 dias em que estiveram incuba-
dos. Porém, apds o choque térmico a 80°C
por 20 minutos ¢ 72 h de reincubagéo a 37°C,
houve recuperacao do Bacillus subtilis em
6 tubos de subcultura (2,5%). Este fato
mostrou uma caracteristica particular do



Bacillus subtilis que foi a dorméncia pro-
longada dos microrganismos em questdo

quando “estressados” frente a a¢do do
Paraformaldeido.

Diante destes resultados dos testes
microbiolédgicos, refutou-se a agdo esterili-
zante das Pastilhas de Paraformaldeido a 0,5%
nas condi¢des de uso a temperatura ambien-
te por 12h de exposicdo, sem a adicdo da
umidade relativa.

Neste estudo, os esporos do Clostridium
sporogenes apresentaram maior resisténcia
ao formaldeido gasoso do que os esporos do
Bacillus subtilis, ao contrario dos dados ob-
servados por pesquisas de Mecke ©.

Apesar dos objetivos do presente traba-
lho restringirem as condigdes dos experimen-
tos as formas mais freqéntes de uso das Pas-
tilhas de Paraformaldeido pelos Estabeleci-
mentos de Saude brasileiros (0,5%, sem aque-
cimento, na auséncia de umidificagao adicio-
nal e por 12 horas de exposicdo) realizaram-
se também testes esporocidas numa quanti-
dade maior de Pastilhas de Paraformaldeido,
sendo escolhida a quantificagdo de 3% (48
pastilhas para o volume dos recipientes usa-
dos nos experimentos) preconizada por
Graziano (¥,

Mesmo com o aumento da quantificagdo
das Pastilhas de Paraformaldeido (de 9 pasti-
lhas para 48 para cada volume do recipiente
usado) houve recuperagio tanto do Bacillus
subtilis (4 tubos com crescimento/16 tubos
testados) quanto do Clostridium sporogenos
(4 tubos com crescimento/120 tubos testados)
com uma semana de incubagdo.

Os tubos referidos como contaminados,
bem como aqueles que mostraram crescimen-
to de bacilos e clostrideos, foram examina-
dos quanto as seguintes caracteristicas:
morfologia celular (coloragdo de Gram) e pre-
senga de esporos (coloragao de Wirtz).

Diante desses resultados, refutar simples-
mente a possibilidade de utilizar as Pastilhas
de Paraformaldeido a 0,5%, sem aquecimento
e umidificagdo adicional como esterilizante,
deixou uma lacuna para a questdo: e contra
os microrganismos nao esporulados? Sera
que a ordem decrescente de resisténcia dos
diversos grupos de microrganismos aos
germicidas quimicos, teoricamente definida
por Spaulding 19, pode ser simplesmente

transposto? O referido autor propos a divi-
sdo dos niveis de a¢do germicida a fim de
operacionalizar as acdes de esterilizacdo e
desinfecgdo dos artigos odonto-médico-hos-
pitalares. A ordem decrescente de suscepti-
bilidade esta categorizada na seguinte se-
quéncia: prionsb esporos bacterianosph
micobactériasP virus nao lipidicos ou
pequenosP fungosb bactérias vegetativasph
virus lipidicos ou de tamanho médio.

Na tentativa de conhecer mais um pouco
da ag@o microbiocida do Paraformaldeido,
optou-se por estudar a agdo bactericida des-
te agente quimico nas condi¢des mais fre-
qlientes de utilizagdo das Pastilhas de
Paraformaldeido nas Institui¢des de Saude
Brasileiras.

Os resultados dos testes bactericidas es-
tao apresentados nos quadros 3 a 4.

Quadro 3 - Atividade bactericida das Pastilhas
de Paraformaldeido a 0,5% sobre
Staphylococcus aureus (ATCC n°. 6538) a
temperatura ambiente, por 12h de exposicao,
sem umidade relativa adicional avaliada pela
metodologia da AOAC. Sao Paulo, 1999

Atividade antimicrobiana
das Pastilhas de
Paraformaldeido
reproduzindo as
condigbes de uso nas
Instituicbes de Satde
do Brasil

ATIVIDADE

CARREADORES BACTERICIDA*

Sem crescimento
Com crescimento

1% Subculturas
60/60
0/60

2% Subculturas
60/60
0/60

*N° de tubos com ou sem crescimento/N° de tubos
testado.
Controle positivo da viabilidade do inéculo:
Teste do Fenol a 5% : Staphylococcus aureus
1:60 1:70

5=+ 5=(%)

10=() 10=(*)

15°=() 15°=(+)

Os resultados do teste fenol a 5% foram
satisfatorios para S.aureus ¢ S.choleraesuis ,
mas nao foi para Paeruginosa pois ndo apre-
sentou crescimento apds 15 minutos na dilui-
¢do mais alta (1:90).

No controle negativo os resultados fo-
ram satisfatorios frente aos trés microrga-
nismos testes, tendo sido recuperados to-
dos os 10 cilindros contaminados com cada
microrganismo.

O controle de viabilidade foi satisfatorio
para os trés microrganismos, pois houve cres-
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Quadro 4 - Atividade bactericida das Pastilhas
de Paraformaldeido a 0,5% sobre Samonella
choleraesuis (ATCC n°. 10708) a temperatura
ambiente, por 12h de exposicao, sem umidade
relativa adicional avaliada pela metodologia
da AOAC. Sao Paulo, 1999

Teste do Fenol a 5%: | Staphylococcus aureus

1:60 1:70

5= (+) 5= (+)
10'= () 10'= ()
15'= () 15'= (+)

*N° de tubos com ou sem crescimento/N° de tubos
testados

Controle positivo da viabilidade do inéculo:

Teste do Fenol a 5% : Salmonella choleraesuis

1:90 1:100
5= (4) 5=(+)
10= (+) 10=(+)
15°= () 15=(+)

Quadro 5 - Atividade bactericida das Pastilhas
de Paraformaldeido a 0,5% sobre Pseudomonas
aeruginosa (ATCC n°. 15442) a temperatura
ambiente, por 12h de exposicao, sem umidade
relativa adicional, avaliada pela metodologia
da AOAC. Sao Paulo, 1999

ATIVIDADE
CARREADORES BACTERICIDA*
1% Subculturas 2% Subculturas
Sem crescimento 60/60 60/60
Com crescimento 0/60 0/60

*N° de tubos com ou sem crescimento/N° de tubos testados
Téste do Fenola 5%: - Pseudomonas aeruginosa
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1:80 1:90
5'=() 5'= (+)
100=(-) 10°=(+)

15°=(-) 1 5=()

cimento para cada um dos trés cilindros que
foram retirados da placa antes de entrarem
em contato com o paraformaldeido.

Sintetizando os resultado dos testes
bactericidas, os achados foram satisfatorios
para os trés microrganismos teste , nio ten-
do sido observado nenhum tubo de cresci-
mento para os 60 cilindros utilizados.

Sabe-se que a desinfec¢do de alto nivel,
além de garantir a destrui¢do de todas as for-
mas vegetativas de microrganismos
bacterianos, deve incluir a destrui¢cdo de al-
guns esporos. Assim sendo, apesar da limi-

tacdo desse estudo por ndo estar nele incluida
a avaliacdo microbioldgica frente a
micobactérias e fungos, o fato das Pastilhas
de Paraformaldeido, nas condi¢des do expe-
rimento, ter mostrado efetividade frente a
97.5% dos esporos do Bacillus subtilis e 35%
dos Clostridium sporogenes pode-se inferir
que as Pastilhas de Paraformaldeido a 0,5%,
sem aquecimento e uso de umidade adicional
exposto a um periodo de 12h, apresentou in-
dicios de acdo desinfetante de alto nivel.

DISCUSSAO

Sao muitas as variaveis que interferem na
esterilizagdo a frio, com destaque para: tem-
peratura, concentracdo do principio ativo,
umidade, tempo de exposi¢ao, pH e presenca
de matéria orgédnica U7, A atividade
germicida, usualmente aumenta com a eleva-
c¢do da temperatura, sendo 20°C a seleciona-
da para a realizacao dos testes da Association
of Official Analyptical Chemistis !?. Nas
autoclaves de formaldeido usadas em outros
paises, como a Inglaterra, o ciclo de esterili-
zacdo ¢ conduzido a temperatura de aproxi-
madamente 70°C 9,

Com poucas excessdes, nas quais o
formaldeido ndo esta incluido, 0 aumento da
concentragdo do germicida intensifica sua
eficacia e diminui o tempo necessario para a
destrui¢ao microbiana . A concentragio de
0,5% escolhida neste estudo baseou-se nas
condigdes mais utilizadas na pratica.

O periodo de exposicao para a esteriliza-
¢do por agentes quimicos depende do materi-
al e do grau de contaminagao, variando nor-
malmente entre 4 ¢ 18 h ®. Entre os dois agen-
tes alquilantes (formaldeido e glutaraldeido) o
primeiro ¢ o de agéo bactericida mais lenta @?.

Segundo Hoffman, Spiner ©®, a umidade
relativa ¢, isoladamente, o fator mais impor-
tante que influencia na atividade dos gases
esterilizantes, tais como o 6xido de etileno e
formaldeido por tornarem vulneraveis os mi-
crorganismos.

No Brasil, a regulamentagdo dos
sanificantes ¢ desinfetantes esta a cargo da
Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude.
E fungdo do Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Saude (INCQS) da Funda-
¢do Oswaldo Cruz, a realizagdo de analises
toxicologicas, quimicas e de comprovacédo da
acdo antimicrobiana para que o produto te-



nha condi¢des de ser registrado junto a Vigi-
lancia Sanitaria. Conclui-se que, nas condi-
¢oes estabelecidas, com a metodologia ado-
tada pelo INCQS, as pastilhas de
paraformaldeido nas condi¢des testadas apre-
sentaram atividade desinfetante de alto ni-
vel. Os resultados obtidos podem contribuir
para melhor fundamentar a sua utilizagao.

Em que pesem os referenciais e as
tecnologias utilizadas neste estudo, o que
realmente importa para a enfermagem e para
os enfermeiros ¢ a op¢ao mais segura, defini-
da no ambito dos resultados apresentados
neste trabalho, de poder utilizar na pratica as
pastilhas de Paraformaldeido, em condigdes
de seguranga aos clientes sob nossos cuida-
dos que buscam o restabelecimento da sad-
de. Ndo ¢ ético ser uma vitima de iatrogenia
infecciosa tendo como fator de risco o inade-
quado processamento das artigos médico-
hospitalares.

CONCLUSOES

O presente estudo permitiu chegar as se-
guintes conclusoes:

°a avaliagdo “in vitro” da atividade
antimicrobiana das Pastilhas de Paraformal-
deido, segundo a metodologia da Association
of Official Analyptical Chemistis, que foi rea-
lizada reproduzindo as condi¢des mais fre-
qlientes de uso nas Institui¢des de Satde
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Analyptical Chemistis, reproduzindo as condi-
¢des mais freqilientes de uso nas Instituigdes
de Saude pesquisadas (com o emprego de 0,5%,
de Pastilhas de Paraformaldeido sem o aqueci-
mento e sem a adi¢do da umidade relativa por
um periodo de exposicao de 12h) apresentou
resultados 100% satifatorios quanto a agdo
bactericida frente os microrganismos testes:
Staphylococcus aureus (ATCC n°. 6538),
Samonella choleraesuis (ATCC n°. 10708) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC n°. 15442);

* frente a estes resultados de avaliacao
microbiologica, pdde-se inferir que as Pas-
tilhas de Paraformaldeido, nas condigdes
mais freqiintes de uso nas Instituicdes de
Saude do Brasil (com o emprego de 0,5% de
Pastilhas de Paraformaldeido, sem o aque-
cimento e sem a adi¢do da umidade relativa
por um periodo de exposi¢cdo de 12h) apre-
sentaram indicios de atividade desinfetante
de alto nivel.
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