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RESUMO

No Brasil, diariamente, sdo descartadas 2,3 toneladas de meios de cultura
potencialmente contaminados com microorganismos. A resolugdo RDC N°
306/2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria preconiza que os
residuos devem ser tratados antes do descarte, visando a redugéo da carga
microbiana. Foram desenvolvidos 2 métodos para avaliar a sensibilidade e a
eficiéncia, assim como a concentragdo ideal, de um agente quimico (biocida)
contra microorganismos contaminantes. O método de difusdo com Perfurador
Circular de Agar (PCA) e o método com Perfurador Linear de Agar (PLA) foram
testados com 13 cepas de microorganismos. O biocida avaliado foi a
combinacao de hipoclorito de sédio (NaClO) com acido acético (CH3COOH). A
partir destes resultados, foi desenvolvido um equipamento automatizado para
processar a reducdo da carga microbiana (SADEMC) dos meios de cultura
contaminados. A redugdo da carga microbiana foi avaliada pelo método
quantitativo da reacao da transcriptase reversa com detec¢cédo em tempo real. O
método PCA mostrou ser reprodutivel e eficiente para medir a inibicao do
crescimento bacteriano de um biocida. A concentracdo minima de biocida
capaz de reduzir o crescimento microbiano foi de 250 ppm para a solucao
aquosa de NaClO a 0,25% e de 200 ppm para a de CH3COOH a 0,2%. No
SADEMC, foi possivel processar 4,6kg de meios de culturas em 100 litros da
concentragdo minima eficaz do biocida por 15 minutos, e atingir uma redugéo
da carga microbiana de, aproximadamente, 1,4E10 unidades formadoras de
colénias. Podemos concluir que o SADEMC promove uma redugao de carga
microbiana compativel com os niveis exigidos pela RDC No. 306; fornece
biosseguranga na sua manipulagdo e que resulta em plastico reciclavel.

Palavras-chave: Hipoclorito de sédio e &acido acético, Carga microbiana,
Residuos de microbiologia, PCR em tempo real.



ABSTRACT

Development and evaluation of a biosafe automatized system for
treatment, recycling and discarding of clinical microbiology residues.

In Brazil, daily, 2.3 tons of potentially contaminated cultured medium with
microorganisms are discarded. The RDC 306 resolution from the Brazilian
National Health Department rules out that residue must be treated prior to
discart in order to reduce microbial load. Two methods were developed to
evaluate the sensitivity, efficiency and ideal concentration of a chemical agent
(biocide) against microorganisms. The Agar’s Diffusion Method by Circular
Perforator (PCA) and by Linear Perforator (PLA) were tested with 13
microorganism lines and the biocide composed by Sodium Hypochlorite
(NaClO) and its combination with Acetic Acid (CH3COOH). The microbial load
reduction was evaluated by the real time reverse transcription-polymerase chain
reaction. From the in vitro data, an automatic equipment to process the
potentially contaminated culture media (SADEMC) was developed. The PCA
method was reproductive and efficient to measure the bacterial growth inhibition
induced by the biocide. The minimum biocide concentration capable to reduce
the microbial growth was a solution of 0.25% NaCIO (250 ppm) and 0.2%
CH3COOH (200 ppm). In the SADEMC, the direct exposition of 4.6 kg of culture
media in 100 liters of biocide for a period of 15 minutes is capable to reduce the
microbial load in approximately 1,4E10 of colony-forming unit. We may
conclude that the SADEMC is able to promote a microbial load reduction more
intense than the one demanded by the RDC 306 resolution. In addition to that,
the SADEMC contemplates personnel safety and allows recycling the plastic
residues

Keywords: Sodium hypochlorite and acetic acid, Microbial load, Laboratory
microbiological waste, Real-time PCR.



SUMARIO

1. INTRODUGAO ..ottt
1.1 Revolugao Industrial e 0 Meio Ambiente .............ccoeeeiiiiiiiiiiiiiiinns
1.2 Residuos s6lidos N0 Brasil ........cccooeviieiiiiiiiiicecee e
1.3 Residuos de servigos de Saude ............oueeeeeiiiiiiiiieeeeieiiiceeeeeeeeeeaen,
1.4 Aresolugao da ANVISA RDC n® 306/2004 ..........ooovvveeeeeervvnnnnnnnn.
1.5 Residuos de microbiologia ..........ccoooeiiiiiiiiiiiiiiiee e
1.6 Biosseguranga em servigos de saude ............ceveveeiiiiiiiieeeeeeeeeennn.
1.7 Biosseguranga em laboratério de microbiologia ............ccccceeeeeennn...
1.8 Tecnologia alternativa de desinfecgao ...........cccccvvvvviiiiieeieeennn.
1.9 Biocida — critérios de escolha do desinfetante ideal .......................
1.10 Hipoclorito de sodio — historia ............ooovviiiiiiiiiiiiii e,
1.10.1  Mecanismo de ac¢ao do hipoclorito de sodio .............cceevvvnnnnn....
1.10.2 Compostos clorados — controversias ...........ccccceeevvvvvvicceeeeennnn.
1.10.3 Métodos para avaliar a atividade dos desinfetantes .................
1.10.4 Atividade antimicrobiana do cloro e compostos ...........cccc.........
1.10.5 Hipoclorito de SOdi0 — USOS ..........uuueeeiiiiiiiiiieeeeeeeee e
1.10.6  AcCido aCAtICO (VINAGIE) .....eveeeeeeeeeeee e,
2. JUSTIFICATIVA e
3. OBUJETIVOS ...t
3.1 ODbJetivo geral .......cooooiieeeee e
3.2  Objetivos eSPECIfICOS .......uuiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeccceee e,
4, MATERIAL E METODOS ..ottt
4.1 Materiais utilizados na sensibilidade dos microorganismos ao
hipoclorito de sdédio pelo método de difusdo com Perfurador
Circular de AQar (PCA) ..o,
4.2 Confecgéo do Perfurador Circular de Agar ..........c.cccooceveveen e,
4.3 Método de difusdo para estudo e sensibilidade utilizando

perfuracdo circular de AQar ........c..cocooooieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees

Pag.

01
01
02
04
10
11
13
15
17
18
20
21
22
24
25
26
27
29
31
31
31
32

32
32

34



4.3.1 Materiais utilizados na avaliagdo da sensibilidade dos
microorganismos a combinagao de hipoclorito de sédio e acido

acético usando o método de difusdo com PCA .......oovvveieeiiiinenn..

4.3.2 Procedimento do método de sensibilidade por difusdo para
microorganismos ao hipoclorito de sédio e acido acético ............
44 Método de difusdo para estudo sensibilidade dos
microorganismos ao hipoclorito de sddio pelo método de difuséo
com Perfurador Linear de Agar (PLA) .......cooeoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen
4.4.1 Confecgdo do Perfurador Linear de Agar (PLA) .........c.ccccvne.....
4.4.2 Procedimento do teste de sensibilidade dos microorganismos ao
hipoclorito de sédio pelo método de difusdao com PLA ................
4.5 Dosagem do hipoclorito de sédio: reagentes utilizados ..................
4.6 Metodologia estatistiCa .............coooiiiiiiiiiiiie
4.7 Avaliacédo da atividade bactericida do hipoclorito de sédio na
fragmentacao de DNA pela eletroforese............ccccoevviiiiiiiiiiiiinnnnnnn.
4.7.1 Precipitagdo de DNA bacteriano ...........ccccceeeveiiiiiiiiiiieiieicieeeeeees
4.7.2 Verificagao de presenca de material genético ..................cccoo...
4.7.3 Amplificagao de fragmento de DNA bacteriano ..............ccccc.........
4.7.4 Contagem bacteriana pela técnica de PCR em tempo real..........
4.7.5 Precipitacdo de RNA bacteriano .........ccccoooeviiiiiiiiiiiiei e,
4.8 Descarte dos meios de cultura contaminados no desenvolvimento do
equipamento (MAQUINGA) ......coeeieeeeeieeeeree e e eee e neeens
4.8.1 Materiais USadOS ........ccooiiiiiiiiiiiiiiei e
4.8.2 Componentes basicos e fungbes da maquina ............ccceeeeeeeeeenee.
4.8.2.1  INtrOAUGEO ....eeeeieiie e
4.8.2.2 Componentes basicos e detalhamento da maquina ................
4.8.3 1Y/ T0] (o] =Y R PPUPRR
484 Eletrovalvula de entrada de &gua ............cooovviviiiiiiiieeiieeeeeee,
4.8.5 Painel de controle da maquina ............c.coiiieiiiiiiiiiie e,

4.8.5.1 Componentes do painel de controle ............cccccoeeeiiiiiiiiiiiiinnnne.

Pag.

36

37

39
39

41
44
45

45
46
46
47
47
48



4.8.5.2 Procedimento operacional do SADEMC ............cccoooviiiiiieieeeennnnn.

4.8.6 Avaliagdo microbiolégica dos residuos péds-tratamento com

biocida @ 0 SADEMUC ...

4.8.6.1 MateriaiS USATOS ..cu.cnieieee e

4.8.6.2 Ensaio microbiolégico da atividade bactericida do biocida

combinado (NaClO € CH3 COOH).........cooiiiiiiiiiie,

4.8.6.3 Ensaio microbiolégico da atividade bactericida do biocida (NaCIO

e CH3 COOH) apds tratamento com o SADEMC ........................

4.8.6.4 Ensaio por PCR em tempo real apds tratamento com o

SADEMC ...

4.8.6.5 Avaliagdo da eficiéncia do SADEMC para redugdo da carga

bacteriana, através da técnica de PCR em tempo real.................

5. RESULTADOS ...t

5.1

5.2

5.3

5.4

5.5

5.6

5.7

5.8

5.9
5.9.1

5.9.2

Comparacao entre os resultados obtidos pelo método PLA .............
Comparacao entre os resultados obtidos pelo método PCA .............
Analise dos resultados obtidos pelo método PCA com o uso do
biocida  hipoclorito de sddio combinado com  &cido
= o7 1o TP PPPRPRPRRRRR
Analise para determinar a concentragdo ideal do biocida pelo
LY (0T Lo I PSRRI
Anadlise para determinar a concentragdo ideal do biocida pelo
METOAO PCA e
Analise para determinar pelo método PCA a concentragao ideal do
biocida hipoclorito de sédio combinado com acido acético................
Comparacdo entre os métodos de inibicdo do crescimento
bacteriano (PLA, PCA com NaCLIO e PCA com biocida combinado)
Atividade bactericida do hipoclorito de sédio com fragmentagao de
DNA avaliado pela PCR e PCRemtemporeal .......ccccoevviiiiiiiinnnnnnnn.
Quantificagdo de rRNA bacteriano ...
Ensaio microbiologico da atividade bactericida do biocida
combinado (NaCIO e CH3 COOH).........uuuiiiiiiieeeiieeeeeeeeeeeeeei
Ensaio microbiolégico do efeito da atividade bactericida do biocida
combinado (NaClO e CH3 COOH) no SADEMC ...........ceevveeee vnen.

66
66

67

67

68

70

71

71

73

75

a4

80

83

86

93
94

101



5.9.3 Sistema Automatico de Tratamento e Descarte de Meios de
Cultura Contaminados (SADEMC) .......covviiiiiiiiiiiiiieeeee 103

5.9.4 Diferencas e custo/beneficio do sistema automatizado em
comparagao com autoclave ... 107

5.9.5 Avaliagdo da eficiéncia do SADEMC para redugdo da carga

bacteriana, através da técnica de PCR emtemporeal ............... 109
B. DISCUSSAOD ...ttt 110
7. CONCLUSOES ......oooi ottt 119
8. CONTRIBUICOES DO ESTUDO .....cocoveeeieeieceeeeeeeeete e, 120
9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......cocoeiieeeeeeeeee e 121



Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.
Tabela 4.

Tabela 5.
Tabela 6.

Tabela 7.

Tabela 8.

Tabela 9.
Tabela 10.

Tabela 11.

Tabela 12.

LISTA DE TABELAS

Cepas de microorganismos liofilizados provenientes da
Colegao de Culturas do Instituto Adolfo Lutz (IAL - Séo
Paulo) e cepas de referéncia da American Type Culture
Collection (ATCC, Rockville, MD, USA).........covvrirrvreiinnnn.
Resumo dos diametros dos halos de inibicdo de
crescimento  bacteriano obtidos para todas as
concentragdes de hipoclorito de sédio pelo método PLA .........
Analise de variancia (método PLA) .......cccoeoeiiiiiiiiiiiiiiiinns
Resumo dos diametros de inibicdo de crescimento
bacteriano dos halos obtidos para todas as concentragdes
de hipoclorito de sddio pelo método PCA para todas as
concentracdes de hipoclorito de sodio ..........cccccovvvvveeeeenn.
Analise de variancia (método PCA)...........ovviciiiiiiieeeeeen.
Agrupamento de microorganismos de acordo com seu
comportamento diante do NaClO..............cccoooiieeiiiiieinnnnnnn.
Resumo dos didmetros dos halos de inibicdo do
crescimento bacteriano obtidos pelo método PCA para
todas as concentragdes de acido acético combinado com
hipoclorito de SOAI0..........cceeviiieiiiecce e
Analise de variancia (hipoclorito de sddio e acido acético
pelo Método PCA) ...
Comparacdes entre as concentragdes (PLA)..........cceuueee..
Comparacgdes entre as concentragdes hipoclorito de sédio
Pelo MEtOdO PCA....... e
Comparacdes entre as concentragdes pelo método PCA
utilizando hipoclorito de sodio combinado com acido
= Lo (o o R

Comparacgdes entre as concentragdes (3 métodos).............

Pag.

34

71
72

73
74

75

76

44
78

81

84
87



Tabela 13.

Tabela 14.

Tabela 15.

Tabela 16.

Tabela 17.

Tabela 18.

Agrupamento de microorganismos de acordo com seu
comportamento diante do NaClO e NaClO e CH3COOH ....
Valores do ciclo de detecgao de sinal de sonda Tagman®
de acordo com a concentracdo de RNA das amostras pela
escala de MacFarland.............ooo i
Atividade bactericida da solugdo combinada de NaCIO e
CH3COOH ...
Resultados dos testes microbiolégicos realizados em
meios de hemocultura (Bactec plus) apds contato das
bactérias com o biocida (NaCIO e CH3COOH) ................
Especificagdes, tempo, rotacdes, peso e volume do
SADEMC ...
Contagem bacteriana por PCR em tempo real, pré e pés
SADEMC ...

Pag.

88

97

102

103

107



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.

Figura 8.
Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

LISTA DE FIGURAS E QUADROS

Molde de aco para ferfurar o meio de cultura (Agar de
Miiller Hinton ou Perfurador Circular de Agar (PCA) .........

Padrao do halo inibigao formado ao redor das cavidades
contendo solugdées de NaClO de 0,031% a 4,0% apos 24
horas da semeadura de Pseudomonas aeruginosa ATCC

27853, usando o método de difusdo em pocos circulares

Padréao do halo de inibicdo de crescimento bacteriano
formado ao redor das cavidades contendo solucdes de
NaClO em concentracdes de, 0,125 a 1,0% (pogos A, B, C
e D) e NaClO acidificado com CH3COOH de 0,1 a 0,8%
(pogos 1, 2, 3 e 4) apos 24 horas da semeadura de
Escherichia coli ATCC 25922, usando o método de
difusdo em pocgos circulares (PCA) ........ooovviiiiiiiiiiiiiiiieee,
Perfurador Plano de Agar (PLA)..........coccooeoeveieeieeeeeees e
Perfuragdo dO Agar ...........uvveiieiiiiiee e
Retirada do agar com agulha ............cccceeveiiiis

Extragdo por pipetagem por porcentagem da solugéo de

Adicao de NaClO as cavidades ..........cccceeeeeeeeeeeiiiiiiiiiiiiinnn,
Padrdao do halo de inibicdo formado ao redor das
cavidades contendo solugdes de NaClO de 0,031% a
4,0% apos 24 horas da semeadura de Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 pelo PLA .......ovvciiiiiiiiiiiieeeee
ETEST - fita de papel impregnada com suspensao
decrescente de antimicrobiano; halo em forma de
FAQUETE. ...
Apresentacdo esquematica do projeto original para a

construgcdo da MAqUINa .........eiieiiiiiiiee e

Pag.

33

36

38
40
40
40

42
42

43

43

52



Figura 12.
Figura 13.

Figura 14.
Figura 15.

Figura 16.
Figura 17.
Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.
Figura 21.

Figura 22.

Figura 23.

Figura 24.

Tambor de metal com cesto cilindrico operado manual e
MECANICAMENTE ...
Tanque de lavar roupa com cesto de metal........................
Tanque de lavar roupa com manivela..............cccceeeevvnneenn.
Esquema expandido do projeto do sistema automatizado
de tratamento e descarte de meios de cultura
(o7 ] 0] =1 0 11 F= To [ 1= T

Esquema do procedimento operacional da maquina ...........
Painel de controle da maquina.............cccccceeeeeieiiiiiicc e,
Fotografia do sistema automatizado de tratamento e
descarte de meios de cultura contaminados ........................
Carga de placas com meios de cultura contaminados a
serem processados N0 SADEMC ...........oooiiiiiiiiiiiiiieieieeeen,
Frasco de cultura aerébico C/F (Becton Dickinson, USA) ....
Instrumento de monitoramento continuo de cultura de
sangue modelo 9050 (Becton Dickison, USA) ........cccccuue..e.
Distribuicdo das médias dos diametros dos halos de
inibicdo das duas solugbes biocidas pelos trés métodos -
PCA-AA-HS : PCA (CH3COOH + NaClO), PCA-HS : PCA
(NaCIO) e PLA-HS: PLA (NaClO)

(o= (oo = (ot =] 1o U ) I

(Acinetobacter

Distribuicdo das meédias dos diametros dos halos de
inibicdo das duas solugbes biocidas pelos trés métodos -
PCA-AA-HS : PCA (CH3COOH + NaClO), PCA-HS : PCA
(NaClO) e PLA-HS: PLA (NaClO) (Candida albicans).........
Distribuicdo das meédias dos diametros dos halos de
inibicdo das duas solugbes biocidas pelos trés métodos -
PCA-AA-HS : PCA (CH3COOH + NaClO), PCA-HS : PCA
(NaClO) e PLA-HS: PLA (NaClO) (Escherichia coli)

Pag.

52
53
53

56
61
64

65

69
69

70

89

89



Figura 25.

Figura 26.

Figura 27.

Figura 28.

Figura 29.

Figura 30.

Distribuicdo das meédias dos diametros dos halos de
inibicdo das duas solugbes biocidas pelos trés métodos -
PCA-AA-HS : PCA (CH3COOH + NaClO), PCA-HS : PCA
(NaClO) e PLA-HS: PLA (NaClO) (Bacillus subtillis) ..........

Distribuicdo das médias dos diametros dos halos de
inibicdo das duas solugbes biocidas pelos trés métodos -
PCA-AA-HS : PCA (CH3COOH + NaClO), PCA-HS : PCA
(NaClO) e PLA-HS: PLA (NaClO) (Enterococcus faecalis) ..
Distribuicdo das meédias dos diametros dos halos de
inibicdo das duas solugbes biocidas pelos trés métodos -
PCA-AA-HS : PCA (CH3COOH + NaClO), PCA-HS : PCA
(NaClO) e PLA-HS: PLA (NaClO) (Pseudomonas
AEIUGINOSA). .eceeeeeeiietiiieeeee e e e e e e e e e e ettt e e e e e e eaaaaaaaeaeas
Distribuicdo das médias dos diametros dos halos de
inibicdo das duas solugbes biocidas pelos trés métodos -
PCA-AA-HS : PCA (CH3COOH + NaClO), PCA-HS : PCA
(NaClO) e PLA-HS: PLA (NaClIO) (Shigella flexneri)............
Distribuicdo das médias dos diametros dos halos de
inibicdo das duas solugbes biocidas pelos trés métodos -
PCA-AA-HS : PCA (CH3COOH + NaClO), PCA-HS : PCA
(NaClO) e PLA-HS: PLA (NaClO) (mistura das 13 cepas) ..
Fotografia do gel de Agarose a 5% e brometo de etidio sob
emissao de luz UV. (1) Amostra controle contendo solugao
bacteriana pura. (2) Amostra com solugdao bacteriana +
0,5% de NaClO a 1%. (3) Amostra com solugéo bacteriana

pura + igual volume de solugao fisioldgica. .........ccccceevveneeees

Pag.

91

91

92

92

93

94



Figura 31.

Figura 32.

Figura 33.

Figura 34.

Figura 35.

Figura 36.

Determinacdo de intensidade de fluorescéncia emitida
pelas reagdes de SYBR-Green. As amostras submetidas a
solugdo salina (linhas vermelha e purpura) apresentam um
sinal de detecgao a partir dos ciclos 17 e 20. As amostras
submetidas ao mesmo volume de solucdo de NaClO a 1%
(linha verde-escuro) e as amostras controle negativo
(inhas marrom e verde-claro) apresentam sinal de
detecgao a partir do ciclo de numero 30...........cccceeeeeveennnnn.

Curva de dissociagao dos produtos das reacdes de SYBR-
Green. As amostras submetidas a solugédo salina (linhas
vermelha e azul clara) apresentam um sinal unico de
dissociagdo. As reagdes que conttm as amostras
submetidas as solu¢des de NaClO 1% (linha vermelha —
inferior e verde-escuro), NaCIO 0,03% (linhas purpura e
verde-claro) e a amostra controle negativo (linha marrom)
apresentam sinais inespecificos de dissociagao ..................
Curva de amplificagao das solugdes com concentracdes de
RNA por Tagman® em amostras bacterianas nao diluidas
equivalentes aos niveis 0,5 a 3 da escala de
MacFarland...........coooo
Curva de amplificagao das solugdes com concentragdes de
RNA por Tagman® do tubo 4 a 10 da escala MacFarland
em amostras bacterianas nao diluidas...............cccceeeereeeens
Curva de amplificacdo de RNA por Tagman® das solucdes
com concentragdes de diluicbes 1:10 a partir tubo 0,5 da
escala Macfarland até a concentracgéo final de 15 (A) ou até
150 (B) ufc/mL utilizadas como curva padrdo para calculo
de diminuic&o de carga bacteriana.............cccceeceeeieeiiiniieenee
Curva de amplificacao de RNA por Tagman® dos meios de
cultura contaminados submetidos ao tratamento com
solugdo biocida (NaClO + CH3COOH) nos tempos 30

segundos, 5, 15, 30 € 60 MINULOS. .....cceveciiiiiiicee e

Pag.

95

96

97

98

98

100



Figura 37.

Figura 38.

Quadro 1.

Quadro 2.

Pag.

Curva de amplificagao de RNA por Tagman® dos meios de
cultura contaminados submetidos ao tratamento com
solugdo biocida (NaClO + CH3COOH) nos tempos 30
segundos, 5, 15, 30 e 60 minutos apds incubagdo em meio
de cultura por 24 horas.........ccoeeiiiiiiiiiiii e, 100
Curva de desempenho na limpeza das placas de Petri no
SADEMC ...ttt 106

Comparativo econémico entre o SADEMC e AUTOCLAVE
No Laboratorio AIVAro ............ccoeeeeieeee e 108
Vantagens e desvantagens do SADEMC e AUTOCLAVE 117



Abreviaturas e Siglas

uL Microlitro

[] Concentragdao das solugbes de acordo com a escala de
MacFarland

ABNT Associacao Brasileira de Normas Técnicas

AFNOR Association Francaise de Normalisation

AIDS Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

AOAC Association of Official Analytical Chemists

ASTM American Society for Testing and Materials

ATCC American Type Culture Collection

BaCl, Cloreto de bario

bactérias/mL Bactérias por mL

BaSO4 Sulfato de bario

BD Becton Dickinson

C/F Frasco de cultura aerdbico

células/mL Células por mL

CEN Comité Européen de Normalisation

CH3COOH Acido acético

CIM Concentragao inibitéria minima

CLP Controlador lIégico programavel

CNEN Comisséo Nacional de Energia Nuclear

CONAMA Conselho Nacional do Meio Ambiente

Ct Ciclo do PCR em Tempo Real no qual a amostra cruza a

linha de deteccéao

Cv Coeficiente de variagao

D Densidade

DBO Demanda bioquimica de oxigénio
DNA Acido desoxirribonucléico

Dnase Desoxirribonuclease

DP Desvio padrao

EDTA acido etilenodiamino tetra-acético

EPA Environmental Protection Agency



EPI
ETEST
GL

H.O
H,SO4
HBV
HIV
HCIO
IAL
IARC
IBGE
Kl

mA

mL

mm

nm
mol/L
MRNA
Na,S,03
NaOCI
NaOH
NCCLS
O,

°C

PCA
PGRSS
pH
PLA
ppm
PVC
QM
RDC

Equipamento de Protegao Individual
Gradiente de concentracio de antibidticos em tiras
Graus de liberdade

Forga gravitacional

Agua

Acido sulfarico

Virus da Hepatite B

Virus da Imunodeficiéncia Humana

Acido hipocloroso

Instituto Adolfo Lutz

International Agency for Research on Cancer
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
lodeto de potassio

Miliamperes

Mililitros

Milimetros

Nanbmetros

Molaridade por litro

Acido ribonucleico mensageiro

Tiossulfato de sodio

Hipoclorito de sédio

Hidréxido de sédio

National Committee for Clinical Laboratory Standards
Oxigénio

Graus Celsius

Perfurador Circular de Agar

Plano de Gerenciamento de Residuos de Servigos de Saude
Potencial hidrogénico

Perfurador Linear de Agar

Partes por milhdo

Policloreto de vinila

Quadrado médio

Resolugao da Diretoria Colegiada



rDNA
RNA
RNAse
Rpm
RSS
SADEMC

Slope

SQ
STA?T?

TAE
TCDD
THM
UDM
UFC
UFC/mL
uv
VAM
VCC

VG

DNA ribossémico

Acido ribonucléico

Ribonuclease

Rotac&o por minuto

Residuos de servigos de saude

Sistema Automatizado de Descarte de Meios de Cultura
Contaminados

Grau de inclinagao da curva

Soma de quadrados

State and Territorial Association on Alternate Treatment
Technologies

Tris-Acetato-EDTA

Tetracloridibenzeno-p-dioxin

Trialometanos

Use-dilution method

Unidades formadoras de colonias

Unidades formadoras de colénias por mililitro

Ultravioleta

Volume da amostra

Tensdo em corrente continua

Volume gasto em mL



1. Introdugao

1. INTRODUCAO

1.1 Revolucao Industrial e o Meio Ambiente

Durante a segunda metade do século XVIIl, na Inglaterra, uma série de
transformacdes no processo de produgdo de mercadorias deu origem ao que
se convencionou chamar de 1% Revolugdo Industrial (DERRY, 1986). A
velocidade do desenvolvimento industrial, tecnoldgico e cientifico, em cerca de
250 anos, ndo permitiu prever que além do éxodo rural e da diminuigdo de
empregos em fungdo da automacgao, seriam gerados problemas para o meio
ambiente (DEANE, 1979). Graus acentuados de interferéncia nos processos
naturais e efeitos indesejaveis para o ambiente comegaram a ser notados. Os
problemas de degradagdo ambiental mais ou menos graves, e que ocorrem em
escala local ou global - todos eles com consequéncias negativas para a
sobrevivéncia das formas de vida adaptadas ao ambiente da superficie da
Terra sao hoje bem caracterizados. A poluicdo do ar, agua, solos, a
contaminagdo de alimentos e o volume de residuos soélidos sao as maiores
herancas desse crescente desenvolvimento e tém grande impacto sobre a
saude da populacdo e o meio ambiente (MATHIAS; DAVIS, 1990;
BERLANSTEIN, 1992; FARR, 2003; DEANE, 1979). As discussoes sobre os
problemas ambientais que afetam o planeta e colocam em risco a vida na Terra
tém sido cada vez mais frequentes. Estas acontecem tanto em nivel informal
como em simpadsios cientificos e envolvem desde pequenos grupos sociais até
as nacgdes. Em dois momentos houve reunides patrocinadas pela Organizacao
das Nagdes Unidas para debater questbes globais com vistas a busca de
solugdes para os problemas de ordem ambiental que afligem o planeta: a
primeira em Estocolmo em 1972 e a segunda no Rio de Janeiro em 1992.
Essas conferéncias chamaram a atengao das nagdes para o fato de que a agao
humana estava causando séria degradacdo da natureza e criando graves
riscos para o bem-estar e para a prépria sobrevivéncia da humanidade. Esta
acao tem sido marcada por uma visao antropocéntrica de mundo, em que o ser
humano é tido como o centro e 0 alvo de toda a atividade realizada no planeta,
desconsiderando o fato de que a espécie humana é parte da grande cadeia

ecoldgica que rege a vida. A Conferéncia de Estocolmo foi um importante marco
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ambiental, pois chamou a atencdo do mundo para a gravidade da situagao
nesse setor (SANDERS, 1973). A delegacao brasileira, a principio cética,
assinou depois sem reserva a “Declaragcao de Estocolmo”. Em consequéncia,
Henrique Branddo Cavalcanti, Secretario Geral do Ministério do Interior e
membro da delegacao brasileira, ao retornar ao Brasil, promoveu a elaboragao
do decreto que instituiu, em 1973, a Secretaria Especial do Meio Ambiente.
Esta iniciou suas atividades em 14 de janeiro de 1974. Em 1988, a Assembléia
Geral das Nacdes Unidas aprovou uma resolucdo determinando a realizagéo,
até 1992, de uma conferéncia sobre o meio ambiente e o desenvolvimento que
pudesse avaliar como os paises haviam promovido a protecdo ambiental desde
a Conferéncia de Estocolmo de 1972 (NETO, 2005). Na sessé&o que aprovou
essa resolucdo, o Brasil ofereceu-se para sediar o encontro em 1992. Como
resultados dessa ultima conferéncia, foram assinados cinco documentos. Séo
eles: a Declaragdo do Rio sobre Meio Ambiente e Desenvolvimento, a Agenda
21, o documento Principios para a Administracdo Sustentavel das Florestas, a
Convencao da Biodiversidade e a Convencdo sobre Mudanca do Clima
(NOVAES, 2005).

1.2 Residuos sélidos no Brasil

Residuos nos estados solido e semi-sdélido sdo os que resultam de
atividades da comunidade e podem ser de origem industrial,
domeéstica, hospitalar, comercial, agricola, de servigos de varrigao, etc.
Ficam incluidos nesta definicdo o lodo proveniente de sistemas de
tratamento de agua, aquele gerado em equipamentos e instalagdes de
controle de poluicdo, bem como determinados liquidos cujas
particularidades tornem inviavel o seu langamento na rede publica de
esgotos ou corpos de agua, ou exijam para isso solu¢des técnicas e
economicamente inviaveis em face da melhor tecnologia disponivel
(ABNT, 1987).

A questao dos residuos solidos no Brasil tem sido amplamente discutida
na sociedade a partir de varios levantamentos da situagdo atual no pais e das
perspectivas do setor. De forma geral, este assunto se liga a varias areas do
conhecimento, como saneamento basico, estudo do meio ambiente, insercao

social e econbmica dos processos de triagem e reciclagem dos materiais e,
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mais recentemente, ainda de forma incipiente, o aproveitamento energético dos
gases provenientes dos aterros sanitarios (GUNTER, 2000). De acordo com
dados da Pesquisa Nacional de Saneamento Basico, realizada pela Fundacao
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, sdo coletadas diariamente
228.413 toneladas de residuos no Brasil (IBGE, 2002).

O servico sistematico de limpeza urbana no pais foi iniciado oficialmente
em 1866, na cidade de Sao Sebastido do Rio de Janeiro, entdo capital do
Império. O empresario Aleixo Gary, francés de origem, assinou contrato em 11
de outubro de 1876 com o Ministério Imperial para organizar o servigo de
limpeza da cidade do Rio de Janeiro. O servigo incluia remocgao de lixo das
casas e praias e posterior transporte para a llha de Sapucaia, onde hoje fica o
bairro do Caju. Ele permaneceu no cargo até o vencimento do contrato, em
1891. Em seu lugar, entrou o primo, Luciano Gary, de cujo sobrenome origina-
se a palavra gari, que hoje denomina os trabalhadores da limpeza urbana em
muitas cidades brasileiras. A empresa foi extinta um ano depois, sendo criada a
Superintendéncia de Limpeza Publica e Particular da Cidade, cujos servigos
deixavam a desejar (MINISTERIO DA EDUCACAO, 2005; COMLURB, 2005).
Dos tempos imperiais aos dias atuais, os servicos de limpeza urbana
vivenciaram momentos bons e ruins. Hoje, a situagcdo da gestdo dos residuos
solidos se apresenta de forma diversa em cada cidade brasileira.

A interdependéncia dos conceitos de meio ambiente, saude e
saneamento é evidente, o que refor¢ca a necessidade de integracdo das agdes
desses setores em prol da melhoria da qualidade de vida da populagao
brasileira. Como um retrato desse universo de ag¢des, ha de se considerar que
mais de 70% dos municipios brasileiros possuem menos de 20.000 habitantes
e que a concentragao urbana da populagéo no pais ultrapassa a casa dos 80%
(IBGE, 2000). Isso reforca as preocupagdes com o0s problemas ambientais
urbanos e, entre estes, o do gerenciamento dos residuos sdlidos, que é
atribuicdo da administracdo publica local. As instituicbes responsaveis pelos
residuos solidos municipais e pelos residuos perigosos, no ambito nacional,
estadual e municipal, sdo determinadas pela Constituicdo Federal, a saber:
incisos VI e IX, do art. 23, que estabelecem ser competéncia comum da Uniao,

dos estados, do Distrito Federal e dos municipios proteger o meio ambiente e
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combater a poluicdo em quaisquer das suas formas, bem como promover
programas de construcdo de moradias e a melhoria do saneamento basico. Ja
os incisos | e V, do art. 30, estabelecem como atribuicdo municipal legislar
sobre assuntos de interesse local, especialmente quanto a organizagdo dos
seus servicos publicos, como é o caso da limpeza urbana (CONSTITUICAO
FEDERAL, 1988).

Tradicionalmente, no Brasil, € da competéncia do Municipio a gestao
dos residuos solidos produzidos em seu territério, com excecdo dos de
natureza industrial, mas incluindo os provenientes dos servigcos de saude. No
que se refere a competéncia para o licenciamento de atividades poluidoras e
ao controle ambiental, o inciso | do art. 30 ja mencionado estabelece a principal
competéncia legislativa municipal, qual seja: "legislar sobre assuntos de
interesse local", estabelecendo, assim, o caminho para dirimir aparentes
conflitos entre a legislagdo municipal, a federal e a estadual. O Municipio tem
competéncia para regulamentar o uso do solo em seu territério. Assim, é ele
quem emite as licengas para qualquer construcdo e o alvara de localizacao
para o funcionamento de qualquer atividade, sendo esses instrumentos
indispensaveis para a localizagéo, a construgao, a instalagdo, a ampliagéo e a
operagao de qualquer empreendimento em seu territério. Portanto, o Municipio
pode perfeitamente estabelecer parametros ambientais para a concessao ou
nao destas licencas e alvaras. A lei federal que criou o licenciamento
ambiental, quando menciona que ela € exigivel "sem prejuizo de outras
licengas exigiveis", ja prevé a possibilidade de que os municipios fagam esta
exigéncia (MONTEIRO, 2001).

1.3 Residuos de servigos de saude

No Brasil, das 228.413 toneladas de residuos coletadas diariamente,
estima-se que de 1 a 2% correspondam aos RSS, totalizando aproximadamente
2.300 toneladas diarias. Ainda segundo dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), 74% dos municipios brasileiros depositam o

“lixo hospitalar” a céu aberto, 57% separam os dejetos nos hospitais e apenas
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14% das prefeituras o tratam adequadamente. Os RSS sao aqueles gerados
em qualquer servigo prestador de assisténcia médica, sanitaria ou
estabelecimentos congéneres, podendo ser provenientes de farmacias,
hospitais, unidades ambulatoriais de saude, clinicas e consultérios médicos e
odontoldgicos, laboratérios de analises clinicas e patoldgicas, instituicdes de
ensino e pesquisa médica, bancos de sangue e clinicas veterinarias. A
classificagdo dos RSS objetiva destacar a composicdo desses residuos
segundo as suas caracteristicas biologicas, fisicas, quimicas, estado da
matéria, e origem, para seu manejo seguro. A classificagdo adotada € baseada
na RDC n° 306, de 7 de dezembro de 2004, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA, 2004) em Resolugcdo CONAMA n°. 358, de 29 de abril de
2005, do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 2005). Os residuos
foram classificados em quatro grupos (A, B, C, D e), e no itens e subitens de

cada grupo, assim distribuidos:

| - GRUPO A: Residuos com a possivel presenga de agentes bioldgicos que,

por suas caracteristicas de maior viruléncia ou concentragdo, podem
apresentar risco de infeccao.

a) A1

1. culturas e estoques de microrganismos; residuos de

fabricagédo de produtos biologicos, exceto os hemoderivados;

descarte de vacinas de microrganismos vivos ou atenuados;

meios de cultura e instrumentais utilizados para

transferéncia, inoculacdo ou mistura de culturas; residuos de

laboratérios de manipulagédo genética;

2. residuos resultantes da atengcdo a saude de individuos ou
animais, com suspeita ou certeza de contaminagao biolégica por
agentes classe de risco 4; microrganismos com relevancia
epidemiolégica e risco de disseminagdo ou causadores de
doenca emergente que se torne epidemiologicamente
importante  ou cujo mecanismo de transmissdo seja

desconhecido;

Alvaro Largura Novembro/2007



1. Introdugao

bolsas transfusionais contendo sangue ou
hemocomponentes rejeitadas por contaminagdo ou por ma
conservagao, ou com prazo de validade vencido e aquelas

oriundas de coleta incompleta;

sobras de amostras de laboratorio contendo sangue ou
liquidos corporeos; recipientes e materiais resultantes do
processo de assisténcia a saude, contendo sangue ou

liquidos corpdreos na forma livre;

carcagas, pecgas anatbmicas, visceras e outros residuos
provenientes de animais submetidos a processos de
experimentacdo com inoculagdo de microorganismos, bem
como suas forragdes, e os cadaveres de animais suspeitos
de serem portadores de microrganismos de relevancia
epidemioldgica e com risco de disseminacgao, que foram ou
ndao submetidos a estudo anatomo-patolégico ou

confirmacéo diagndstica;

pecas anatdbmicas (membros) do ser humano; produtos de
fecundacdo sem sinais vitais, com peso menor que 500
gramas ou estatura menor que 25 centimetros ou idade
gestacional menor que 20 semanas, que n&o tenham valor
cientifico ou legal e ndo tenham sido requisitados pelo

paciente ou familiares;
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d) A4

‘kits” de linhas arteriais, endovenosas e dialisadores, quando

descartados;

fitros de ar, e gases aspirados de area contaminada;
membrana filtrante de equipamento meédico-hospitalar e de

pesquisa, entre outros similares;

sobras de amostras de laboratério e seus recipientes
contendo fezes, urina e secrecdes, provenientes de
pacientes que ndo contenham e nem sejam suspeitos de
conter agentes classe de risco 4, e nem apresentem
relevancia epidemioldgica e risco de disseminagao ou
microrganismo causador de doenga emergente que se torne
epidemiologicamente importante ou cujo mecanismo de
transmissdo seja desconhecido ou com suspeita de

contaminagao;

residuos de tecido adiposo proveniente de lipoaspiragéo,
lipoescultura ou outro procedimento de cirurgia plastica que

gere este tipo de residuo;

Recipientes e materiais resultantes do processo de
assisténcia a saude, que ndo contenham sangue ou liquidos

corpéreos na forma livre;

pecas anatbmicas (6rgaos e tecidos) e outros residuos
provenientes de procedimentos cirurgicos ou de estudos

anatomo-patoldgicos ou de confirmagao diagnéstica;

carcagas, pecgas anatbmicas, visceras e outros residuos
provenientes de animais ndo submetidos a processos de
experimentacdo com inoculagdo de microorganismos, bem

como suas forragoes;

bolsas transfusionais vazias ou com volume residual pés-

transfuséao.
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e) A5

1. Orgéos, tecidos, fluidos organicos, materiais
perfurocortantes ou escarificantes e demais materiais
resultantes da atencdo a saude de individuos ou animais

com suspeita ou certeza de contaminacao.

I - GRUPO B: Residuos contendo substéncias quimicas que podem

representar risco a saude publica ou ao meio ambiente, dependendo de suas

caracteristicas de inflamabilidade, corrosividade, reatividade e toxicidade.

a)

b)

produtos hormonais e produtos antimicrobianos; citostaticos;
antineoplasicos; imunossupressores; digitalicos;
imunomoduladores; anti-retrovirais, quando descartados por
servigos de saude, farmacias, drogarias e distribuidores de
medicamentos, ou apreendidos; residuos e insumos farmacéuticos
dos medicamentos controlados pela Portaria MS 344/98 e suas

atualizagdes;

residuos de saneantes, desinfetantes, desinfestantes; residuos
contendo metais pesados; reagentes para laboratério, inclusive os

recipientes contaminados por estes;
efluentes de processadores de imagem (reveladores e fixadores);

efluentes dos equipamentos automatizados utilizados em analises

clinicas; e

demais produtos considerados perigosos, conforme classificagao
da NBR 10.004 da ABNT (toxicos, corrosivos, inflamaveis e

reativos).
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Il - GRUPO C: Quaisquer materiais resultantes de atividades humanas que
contenham radionuclideos em quantidades superiores aos limites de
eliminagcdo especificados nas normas da Comissdo Nacional de Energia

Nuclear (CNEN) e para os quais a reutilizagdo é impropria ou n&o prevista.

a) enquadram-se neste grupo quaisquer materiais resultantes de
laboratérios de pesquisa e ensino na area de saude, laboratérios
de analises clinicas e servigos de medicina nuclear e radioterapia
que contenham radionuclideos em quantidade superior aos limites

de eliminacéo.

IV - GRUPO D: Residuos que nao apresentem risco biolégico, quimico ou
radiolégico a saude ou ao meio ambiente, podendo ser equiparados aos

residuos domiciliares.

a) papel de uso sanitario e fralda, absorventes higiénicos, pecas
descartaveis de vestuario, resto alimentar de paciente, material
utilizado em antissepsia e hemostasia de vendclises, equipo de

soro e outros similares nao classificados como A1,
b) sobras de alimentos e do preparo de alimentos;
c) restos alimentares de refeitorios;
d) residuos provenientes das areas administrativas;
e) residuos de varrigao, flores, podas e jardins; e

f) residuos de gesso provenientes de assisténcia a saude.

V - GRUPO E: Materiais perfurocortantes ou escarificantes, tais como: laminas
de barbear, agulhas, ampolas de vidro, brocas, limas endodénticas, pontas
diamantadas, laminas de bisturi, lancetas; tubos capilares; micropipetas;
ldaminas e laminulas; espatulas; e todos os utensilios de vidro quebrados no
laboratério (pipetas, tubos de coleta sanguinea e placas de Petri) e outros

similares.
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1.4 A resolucao da ANVISA RDC n°. 306/2004

No més de dezembro de 2004 um importante documento foi aprovado. A
Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, considerando a
necessidade de aprimoramento, atualizagdo e complementacdo dos
procedimentos relativos ao gerenciamento dos (RSS) com vistas a preservar a
saude publica e a qualidade do meio ambiente, considerando os principios da
biosseguranga de empregar medidas técnicas, administrativas e normativas
para prevenir acidentes, preservando a saude publica e o meio ambiente;
considerando que os servicos de saude sdo os responsaveis pelo correto
gerenciamento de todos os RSS por eles gerados, atendendo as normas e
exigéncias legais, desde o momento de sua geracao até a sua destinacao final;
considerando que a segregacéo dos RSS, no momento e local de sua geragéo,
permite reduzir o volume de residuos perigosos e a incidéncia de acidentes
ocupacionais dentre outros beneficios a saude publica e ao meio ambiente;
considerando a necessidade de disponibilizar informagdes técnicas aos
estabelecimentos de saude, assim como aos 6érgéos de vigilancia sanitaria,
sobre as técnicas adequadas de manejo dos RSS, seu gerenciamento e
fiscalizagdo; adotou a Resolu¢do da Diretoria Colegiada, aprovando o
Regulamento Técnico para o Gerenciamento de Residuos de Servicos de
Saude que determina como competéncia da Vigilancia Sanitaria dos estados,
dos municipios e do Distrito Federal, com o apoio dos Orgdos de Meio
Ambiente, de Limpeza Urbana, e da Comissdo Nacional de Energia Nuclear
(CNEN), divulgar, orientar e fiscalizar o cumprimento da Resolugao. A vigilancia
sanitaria dos estados, dos municipios e do Distrito Federal, visando o
cumprimento do Regulamento Técnico, podera estabelecer normas de carater
supletivo ou complementar, a fim de adequa-lo as especificidades locais. A
abrangéncia do regulamento aplica-se a todos os geradores de RSS. A norma
estabelece que todo o gerador deve elaborar um Plano de Gerenciamento de
Residuos de Servicos de Saude (PGRSS) baseado nas caracteristicas dos
residuos gerados. O gerenciamento dos RSS constitui-se em um conjunto de
procedimentos de gestao, planejados e implementados a partir de bases

cientificas e técnicas, normativas e legais, com o objetivo de minimizar a
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produgcao de residuos e proporcionar aos residuos gerados encaminhamento
seguro, de forma eficiente, visando a protecdo dos trabalhadores e a
preservacdo da saude publica, dos recursos naturais e do meio ambiente. O
gerenciamento deve abranger todas as etapas de planejamento dos recursos
fisicos, dos recursos materiais e da capacitacdo dos recursos humanos
envolvidos no manejo dos RSS (ANVISA, 2004). Os residuos que fazem parte

do estudo proposto sao classificados como sendo do GRUPO A1. 1.

1.5 Residuos de microbiologia

De acordo com a Associagédo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT,
2000), os residuos de microbiologia sdo culturas e estoques de
microorganismos, meios de cultura e instrumentais utilizados para
transferéncia, inoculagdo ou mistura de culturas. No capitulo VI (Manejo de
RSS), item 5.1 do grupo A1, da Resolugdo RDC n° 306/2004 da Agéncia de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2004), estes residuos ndo podem deixar a
unidade geradora sem tratamento prévio. O item 5.1.2 deixa claro que os
residuos devem ser submetidos a tratamento utilizando processos fisicos ou de
outra natureza que vierem a ser validados para obtencdo da reducido ou
eliminagcdo da carga microbiana, em equipamento compativel com Nivel Ill de
Inativacdo Microbiana.

Os residuos potenciais de contaminagao e o descarte final de reagentes,
materiais bioldgicos e principalmente meios de cultura contaminados com
microorganismos continuam sendo uma constante preocupagdo para
profissionais de laboratorios de analises clinicas. A geragao destes residuos,
em fungdo da presenca de materiais biolégicos capazes de causar infecgao,
requer cuidados especificos de acondicionamento, transporte, coleta,
tratamento e descarte final. Tendo em vista a sua propria natureza, os residuos
solidos ou semi-sélidos, no caso especifico citado, enquanto matéria, resultam
sempre em um rejeito para descarte final no solo e, portanto, seja qual for o
processo de tratamento adotado, devem ser dispostos em aterro sanitario ou

esgoto. Este aterro deve ser adequadamente projetado, operado e monitorado
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tanto para descarte das cinzas ou escérias provenientes de incineragdo como
para carga esterilizada em autoclaves ou para os rejeitos tratados por outra
tecnologia.

Os processos de tratamentos especiais, além de onerosos, costumam
causar algum tipo de impacto ambiental indesejavel.

Os residuos sodlidos, semi-solidos e liquidos provenientes do setor de
microbiologia dos laboratérios de analises clinicas (meios de cultura
contaminados juntamente com placas ou outros descartaveis de plastico) séo
rotineiramente acondicionados em sacos plasticos, autoclavados e enviados
para o descarte (por intermédio de servigos publicos ou privados) em aterro
sanitario. Este processo envolve aspectos de saude quanto a seguranca dos
técnicos que manipulam estes residuos, desperdicio de recursos financeiros
em custos de energia elétrica, e impacto ambiental apés o destino final do
rejeito.

Segundo informagdes de empresas fornecedoras de produtos para
laboratérios (comunicagao pessoal), durante o ano de 2004 foram consumidas
30 toneladas de meios de cultura liofilizados fornecidos a laboratérios de
analises clinicas e a industria de alimentos. Esta quantidade de meios
desidratados, em média, depois de hidratados, representa cerca de 855
toneladas de meios de cultura prontos para uso. Sendo gerados e descartados
apos o uso o total de 2,3 toneladas/dia de meios potencialmente contaminados,
representam de 0,092% a 0,18% do total de RSS produzidos diariamente no
Brasil. Baseando-se em amostragem de alguns centros hospitalares (Curitiba -
PR, Floriandpolis - SC, Porto Alegre - RS, 2004) e de laboratérios de
microbiologia publicos e privados (comunicagao pessoal) e no numero de
laboratérios no Brasil, pode-se inferir que o volume atual de residuos de
microbiologia produzidos por ano é da ordem de 650 toneladas. A diferenca
entre as duas analises (fornecedores e informagdes de laboratorios de analises

clinicas) € insignificante.
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1.6 Biosseguranca em servigos de saude

Biosseguranga €, no seu conceito amplo, o conjunto de saberes
direcionado para acbes de prevengdo, minimizacdo ou eliminacdo de riscos
inerentes as atividades de pesquisa, producdo, ensino, desenvolvimento
tecnolégico e prestacdo de servigos, atividades essas que possam
comprometer a saude do ser humano, dos animais, das plantas e do meio
ambiente ou a qualidade dos trabalhos desenvolvidos (CTBio-FIOCRUZ, 2005).
O fundamento basico da biosseguranga € assegurar o avango dos processos
tecnolégicos, protegendo a saude humana, animal e o meio ambiente
(HIRATA; MANCINI-FILHO, 2002). Portanto, a questao dos RSS nao pode ser
analisada apenas no aspecto da transmissao de doencas infecciosas; também
esta envolvida a questdo da saude do trabalhador e da preservacdo do meio
ambiente, sendo essas questbes também compreendidas no conceito de
biossegurancga.

Dentre o volume total de residuos gerados nos hospitais norte-
americanos, acredita-se que em torno de 10-15% sejam realmente perigosos e
considerados infectantes (RUTALA; MAYHALL, 1992). Esses residuos incluem os
perfurocortantes e os recipientes contendo culturas de microrganismos vivos. O
restante € residuo do qual boa parte pode ser reciclada, desde que haja
segregacao adequada. Varios estudos demonstram que a maioria dos
acidentes de trabalho com perfurocortantes ocorre no momento do descarte
desses residuos (RYDELL, 2004; RITZKOWSKY, 1994; WEISMANN, 1996;
MELZER; VERMUND; SHELOQOV, 1989) .

Shiao e colaboradores relataram que as agulhas foram os itens mais
frequentemente associados a lesdes, ocorrendo habitualmente por ocasido de
reencapamento ou coleta. (SHIAO et al., 1999). Estes autores estudaram a
ocorréncia de acidentes com perfurocortantes no pessoal de apoio de um
hospital tailandés, incluindo trabalhadores da lavanderia, da limpeza, da
recepcdo e do almoxarifado, e constataram que 61% desses funcionarios
tinham sofrido uma lesdo com perfurocortante no ultimo ano, mas que apenas
25,4% a reportaram. A maioria dos acidentes ocorreu com funcionarios da

limpeza que  manipulavam materiais perfurocortantes  descartados
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inadequadamente pela equipe clinica. O descarte inadequado estava
associado a 54,7% do total das lesdes. Os acidentes de trabalho com material
bioldgico representam risco para os trabalhadores das instituicbes hospitalares
e dos laboratérios de analises clinicas devido a possibilidade de transmissao
de patégenos como o HBV e o HIV. Os acidentes ocasionados por material
perfurocortantes séo responsaveis por 80 a 90% das transmissdes de doengas
infecciosas entre os trabalhadores dos servigos de saude (GODFREY, 2001).
No Brasil, a inexisténcia de um sistema de vigilancia de acidentes de
trabalho com material biolégico faz com que haja poucos estudos
epidemioldgicos sobre lesbes ocupacionais envolvendo RSS. Os estudos
existentes no pais referem-se a programas especificos realizados em hospitais
universitarios e outros servicos de saude, de forma individualizada
(RAPPARINI, 2005). Alguns trabalhos demonstram que a maioria dos
acidentes envolve a equipe de enfermagem, os médicos, os estudantes de
medicina e de enfermagem e os funcionarios de laboratério e da limpeza
(SMITH; LEGGAT, 2005; PIDO; KAGIMU, 2005; ELLIOTT; KEETON; HOLT,
2005; HOBAN, 2005; LEE et al., 2005). A imensa maioria dos acidentes esta
relacionada com objetos perfurocortantes (CIORLIA; ZANETA, 2004; FEARNE
et al.,, 1997; RITZKOWSKY, 1994). Alguns autores relataram que, em seis
anos, foram tratados aproximadamente 1.300 casos de acidentes envolvendo
materiais biolégicos no Hospital Sdo Paulo (MARINO et al., 2001). Desses
acidentes, 90% foram ferimentos percutédneos, a maioria envolvendo agulhas.
Robazzi estudou o trabalho desenvolvido pelos funcionarios coletores de lixo
da cidade de Ribeirdo Preto - SP na década de 1980, quando levantou os
acidentes de trabalho notificados. Durante trés anos de investigagdo foram
registrados 332 acidentes de trabalho em 159 garis. Em relacdo as causas
provocadoras desses acidentes, predominou aquela relacionada a problemas
decorrentes do acondicionamento do lixo. A autora concluiu que a populacéo
era desinformada quanto aos aspectos relacionados ao recolhimento dos
residuos, acondicionando-os erroneamente, e que os garis nao tinham o habito
de utilizar os EPI, mesmo quando oferecidos pelas empresas (ROBAZZI, 1991).
Dados da Pesquisa Nacional do Saneamento (IBGE, 2002) revelam que

dos 5.507 municipios brasileiros, apenas 451 possuem coleta seletiva e

Alvaro Largura Novembro/2007



15

1. Introdugao

somente 352 operam usinas de reciclagem. Materiais perfurocortantes — como
seringas e laminas de barbear — podem ser encontrados tanto nos residuos de
servicos de saude quanto nos domiciliares. A diferenga entre os residuos
citados é meramente de origem, ndo se podendo afirmar que um tipo de
residuo seja mais “contaminado” ou “infectante” que o outro. Ambos os tipos de
residuos apresentam microrganismos patogénicos viaveis. Tanto os RSS
quanto os residuos domiciliares comuns representam risco para quem o0s
manipula ou entra em contato direto com eles (catadores, funcionarios da
limpeza do estabelecimento de saude, funcionarios dos servigos de
recolhimento e descarte final dos residuos), e para a comunidade, que é
indiretamente exposta por meio dos aerossois e vetores. Todos os profissionais
da saude tém obrigagdo ética com a promogédo de saude. Se um trabalhador
que recolhe lixo sofre um acidente com uma seringa colocada juntamente com
os residuos domiciliares por uma pessoa leiga, temos um problema, mas se
essa seringa for proveniente de um servico de saude, o caso é muito mais
grave. E papel do gerador de RSS cumprir as normas de biosseguranca para
prevenir acidentes humanos e ambientais; € isso que a sociedade espera dele
(REBELLO, 2003).

1.7 Biosseguranca em laboratorio de microbiologia

O ambiente de trabalho em um laboratério de microbiologia pode expor
as pessoas a uma série de riscos, e varias infecgdes tém sido descritas na
histéria da microbiologia (RICHMOND; MCKINNEY; 1999). Em 1941 foi
publicada uma pesquisa de 74 casos de brucelose associados a contaminagao
em laboratérios nos Estados Unidos, que concluiu que a manipulagdo de
culturas ou espécies ou ainda a inalagdo da poeira contendo a bactéria
Brucella € eminentemente perigosa para os trabalhadores de laboratério.
Muitos dos casos foram atribuidos a falta de cuidados ou a ma técnica de
manuseio de materiais infecciosos (MEYER; EDDIE, 1941). Em uma
publicacdo sobre infeccbes ocorridas em laboratérios, foram relatadas 222

infeccdes virais, sendo 21 delas fatais. Em um terco dos casos fatais a provavel
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fonte era 0 manuseio de animais infectados. Vinte e sete (12%) dos casos
relatados deveram-se a acidentes de mecanismo conhecido(SULKIN; PIKE,
1949). Em uma segunda publicagdo, baseada em um questionario enviado a
5.000 laboratérios, afirma-se que somente um terco dos 1.342 casos citados
foram publicados. Neste trabalho, notou-se que a brucelose era a infeccao
mais freqlentemente encontrada nos relatérios e que esta, somada a
tuberculose, a tularemia, ao tifo e a infeccdo estreptocdcica, contribuia para
73% de todas as infecgdes bacterianas. O indice total de mortalidade era de
3% e somente 16% de todas as infec¢bes relatadas estavam associadas a um
acidente documentado; a maioria destes estava relacionada ao uso de pipetas,
seringas e agulhas (SULKIN, 1951). Embora esses relatérios sugerissem que
os funcionarios de laboratérios estavam expostos a riscos elevados de
contaminacgao pelos agentes que eles proprios manipulavam os indices atuais
de infeccdo nao estao disponiveis. Porém, ha dados indicando que as equipes
laboratoriais apresentam maiores indices de tuberculose, shigelose e de
hepatite B do que a populacdo em geral (HARRINGTON; SHANNON, 1976).
Dados mais recentes de infeccbes causadas por RSS de laboratério de
microbiologia foram documentados em 2000, quando trés casos de tuberculose
pulmonar foram diagnosticados em funcionarios de uma unidade de tratamento
de residuos em Washington - EUA (JOHNSON et al., 2000). A tipagem de DNA
mostrava ser a cepa da bactéria idéntica a de amostra de Mycobacterium
tuberculosis multidroga-resistente isolada de paciente que trabalhava na coleta
de residuos.

Embora ndo exista nenhum tipo de relatério nacional no Brasil que
descreva as infecgdes associadas a laboratérios de microbiologia, os relatos
historicos citados sugerem que uma rigida adesdo as normas preventivas
contribui para um meio de trabalho mais seguro e saudavel para a equipe do
laboratério, seus colaboradores e a comunidade ao redor. Para reduzir o
potencial de risco de infecgdes associadas a laboratérios, as normas
apresentadas pelo Ministério da Saude (ANVISA, 2004) devem ser
consideradas como uma orientagdo minima. Elas devem ser adaptadas a cada
laboratorio e podem ser utilizadas juntamente com outras informagdes

cientificas disponiveis.
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1.8 Tecnologia alternativa de desinfecgao

O desenvolvimento de novos métodos ou de métodos modificados para
o tratamento de RSS, utilizando calor, agentes quimicos ou irradiagao, tem
fornecido solugdes alternativas potenciais para o problema do descarte desses
residuos. No entanto, alguns desses métodos podem apresentar potenciais
riscos ao meio ambiente e a saude ocupacional. Nao existe critério
universalmente definido para avaliar a eficiéncia e a seguranga dos processos
de redugcdo da carga microbiana em RSS. A uniformizagdo das técnicas,
estabelecida por consensos nacionais ou internacionais, pode fornecer
potenciais beneficios adicionais apds a aprovagao dos processos.

Com a intengao de revisar e padronizar processos de tratamento dos
RSS, alguns estados norte-americanos organizaram um comité para o estudo
das técnicas alternativas de redugdo da carga microbiana em RSS. Em
fevereiro de 1993, em Atlanta, Gedrgia — EUA, este comité, o State and
Territorial Association on Alternate Treatment Technologies (STA?T?),
reconheceu a necessidade de assumir o papel de coordenar e dar suporte a
essas atividades. O termo “alternativo” foi definido como designando
tecnologias diferentes das de esterilizagdo ou incineragdo (TECHNICAL
ASSISTANCE MANUAL, 1994). Para definir corretamente a inativagao
microbiana, requeria-se que a definicdo estabelecida incluisse dois aspectos: o
qualitativo e o quantitativo. Com esta perspectiva, era necessario estabelecer
qual a forma e o tipo do microorganismo afetado e quanto se requeria em
termos de inativagédo (redugcédo da carga microbiana). A conclusdo do encontro
de Atlanta resultou na elaboragdo de algumas recomendacgdes estabelecendo
“NIVEIS DE INATIVACAO MICROBIANA”, que também foram adotadas por
outros paises. No Brasil, de acordo com a ANVISA e com a RDC n° 306/2004
(ANVISA, 2004), recomenda-se:

Nivel | - Para inativacdo de bactérias vegetativas, fungos e virus lipofilicos,

reducao igual ou maior que 6Log10;
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Nivel Il - Para inativacdo de bactérias vegetativas, fungos, virus lipofilicos e
hidrofilicos, parasitas e micobactérias, redugao igual ou maior que
6Log10;

Nivel lll -  Para inativacdo de bactérias vegetativas, fungos, virus lipofilicos e
hidrofilicos, parasitas e micobactérias, redugdo igual ou maior que
6Log10, e para inativacdo de esporos do Bacillus stearothermophilus

ou esporos do Bacillus subtillis, redug¢ao igual ou maior que 4Log10; e

Nivel IV - Para inativacdo de bactérias vegetativas, fungos, virus lipofilicos e
hidrofilicos, parasitas e micobactérias e inativacdo de esporos do

Bacillus stearothermophilus, reducao igual ou maior que 4Log10.

1.9 Biocida - critérios de escolha do desinfetante ideal

Biocida é o termo empregado coletivamente para desinfetantes,
esterilizantes quimicos, antissépticos e preservativos (MURTOUGH et al.,
2001). Antissépticos sao biocidas ou produtos que destroem ou inibem o
crescimento bacteriano dentro ou fora do tecido (lavagens de maos, etc.).
Desinfetantes sdo similares, mas geralmente sdo produtos ou biocidas usados
sobre objetos ou superficies inanimadas. Desinfec¢gdo é um processo pelo qual
microorganismos sao removidos total ou parcialmente, ou inativados por
processos quimicos ou fisicos (AUGUSTIN; LI-VEHMAS; ATROSHI, 2004;
MCDONNELL; RUSSELL, 1999). Esterilizagao refere-se a um processo fisico
ou quimico que destrdéi ou remove todas as formas microbianas vivas, incluindo
esporos. Antissépticos e desinfetantes sao usados extensivamente em
hospitais e outros servicos de saude, em inumeros tipos de superficies. Em
particular, essas substancias fazem parte de diversas praticas de controle de
infeccbes e podem ajudar na prevencdo de infecgdes hospitalares (RUTALA,
1996). Uma grande variedade de agentes quimicos ativos ou biocidas é usada
com esta finalidade, sendo que alguns sdo usados ha mais de uma centena de
anos (BLOCH, 1991). Apesar disso, pouco se conhece sobre sua forma de
acao. Em geral, os biocidas tém um espectro amplo de ag&do, maior que o dos

antibidticos e, enquanto estes tendem a atuar em nivel intracelular, os biocidas
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podem ter multiplos alvos. O amplo espectro do uso de antissépticos e
desinfetantes tem propiciado algumas especulagbes quanto a resisténcia
microbiana, em particular quanto a resisténcia cruzada aos antibidticos
(RUSSELL; GOULD, 1988; HIGGINS et al., 2001). E importante notar que
muitos desses biocidas podem ser usados isoladamente ou em combinacao
com uma variedade de produtos considerados ativos contra microorganismos.
A atividade antimicrobiana pode ser influenciada por varios fatores, como a
presenga de materiais organicos, sinergia, temperatura e diluicdo (LAMBERT et
al, 2003; RUSSELL, 2003).

O desenvolvimento de agentes antimicrobianos, farmacéuticos e
desinfetantes é bem conhecido; no entanto, o aumento de problemas
associados ao uso destes agentes continua ocorrendo. O desinfetante ideal
deve ter um amplo espectro de acao antimicrobiana, rapido efeito bactericida,
deve ser soluvel em agua, incolor, compativel com a superficie onde sera
utilizado, de facil preparagéao, estavel, atdxico, nao inflamavel, inodoro, de baixo
custo, ndo deve oferecer risco ao operador (biosseguranga) e ndo deve causar
prejuizo ao meio ambiente (HIRATA; MANCINI, 2002a; RUTALA et al., 1998)

A determinagdo da atividade antimicrobiana de desinfetantes e
antissépticos € um procedimento complexo e controverso. Publica¢des
demonstram que ha diferengas significativas entre os resultados publicados por
diferentes laboratérios (AUGUSTIN; LI-VEHMAS; ATROSHI, 2004; MCDONNELL;
RUSSELL, 1999; PAPAGEORGIOU; MOCE-LLIVINA; JOFRE, 2001). As
metodologias de avaliagdo microbiologica de desinfetantes quimicos
padronizadas para fins comerciais, para uso sobre superficies em ambientes
hospitalares, servigcos de saude em geral, em equipamentos ou para desinfetar
materiais biolégicos contaminados, com a finalidade de diminuir ou eliminar a
concentragdo de microorganismos para posterior descarte, sdo questionaveis.
Isto ocorre porque a eficacia necessaria de um composto ativo, nas condi¢coes
reais de uso, pela sua diversidade fisica (liquida, semi-sdlida ou sélida), requer

protocolos laboratoriais diferentes para cada caso.
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1.10 Hipoclorito de sédio — historia

Embora a aplicacédo cientifica dos desinfetantes e dos esterilizantes
tenha se iniciado ha cerca de 150 anos, o0 uso empirico dos desinfetantes é
descrito ha muito mais tempo (RUTALA; WEBER ,1997). Por volta de 800 a.C.,
o poeta grego Homero, na classica aventura “A Odisséia”, relatou o uso do
enxofre, na forma de diéxido, como um desinfetante. (MAZZOLA; VESSONI,
2000). A descoberta do cloro (em 1774) pelo quimico sueco Scheele foi um
grande evento da Quimica. Ao redor de 1785, Berthollet desenvolveu um
liguido sanitizante baseado em hipoclorito de soédio (CAVANNA;
ROCCHIETTA, 1961; SHAMPO; KYLE, 1975). O uso do hipoclorito de sédio
como antisséptico teve inicio no final do século XVIII (1792); a empresa
francesa Javel produziu uma solugao contendo hipoclorito de sédio e potassio
que se chamava eau de Javel. Em 1820, o quimico francés La Barraque
introduziu o hipoclorito de sodio a 2,5%, que ficou conhecido com o0 nome de
licor de La Barraque, usado para desinfetar necrotérios, esgotos, estabulos,
enfermarias de hospitais, navios e prisbes. Este relatou também que os
cirurgides parisienses conseguiram sucesso no tratamento de casos de
carbunculo, gangrena, ulceras e de queimaduras quando as feridas foram
cobertas com tecido contendo uma solugao aquosa diluida de hipoclorito de
sodio.

Oliver Wendell Holmes em Boston em 1843 (CAPLAN, 1994) e Ignaz
Semmelweis em Viena em 1861 foram creditados com a descoberta da causa
da febre puerperal e da sua prevengao (BRIDSON, 1996). Ambos concluiram
independentemente que a doenca era transferida de paciente para paciente
pelos médicos e enfermeiras por meio de suas méaos e roupas. Enquanto Oliver
Holmes observava que os pacientes de um médico que lavava as maos com
solugcado do hipoclorito de calcio entre as visitas raramente ficavam doentes,
Semmelweis por sua vez insistia para que os médicos, quando saissem do
quarto de autdpsia, lavassem suas maos com o cloreto do calcio antes de
examinar os pacientes obstétricos. Isto resultou em diminui¢do significativa na
taxa de sépsis puerperal (BEST; NEUHAUSER, 2004; JAY, 1999; LANGE,
1997).
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Embora os consensos de controle de infecgcdo parecessem simples e
altamente eficazes, desencadearam enorme oposi¢do. Em 1915, no decorrer
da Primeira Grande Guerra, o quimico americano Henry Drysdale Dakin
realizou um estudo com as solucdes de hipoclorito de sédio e ressaltou seu
valor antisséptico salientando, porém, a sua capacidade de irritar tecidos vivos
em virtude da alta concentragcdo de hidroxilas (HAWTHORNE-JR, 1983).
Assim, propds uma solugdo de hipoclorito de sédio a 0,5%, com potencial
hidrogénio-ibnico préximo ao neutro, obtido a partir da adigdo do acido bdérico.
Essa solugdo ficou conhecida como liqliido de Dakin, em sua homenagem
(PECORA et al., 1987).

O tratamento de esgotos e a desinfeccdo do abastecimento de agua,
tornando-os livres de contaminacgao, representam marcos da saude publica. A
cloracéo foi usada primeiramente para o tratamento dos esgotos em Londres,
em 1854. Em 1894, Traube estabeleceu as propriedades dos hipocloritos na
purificacdo e desinfec¢cdo de agua, porém o uso continuo do cloro como um
desinfetante da agua foi adotado pela primeira vez na pequena cidade belga de
Middekerke (em 1902). Johnson, em 1908, introduziu a cloragdo para a
purificacdo da agua na América do Norte. Com o passar dos anos, a cloragéo
passou a ser usada extensivamente nos Estados Unidos.

A despeito da introducido de muitas classes de desinfetantes, os
produtos que contém hipoclorito continuam a desempenhar papel importante
na melhoria da saude publica, reduzindo a transmissédo de agentes infecciosos

que ocorre pela ingestao de agua.

1.10.1 Mecanismo de ag¢ao do hipoclorito de sédio

Os compostos liberadores de cloro sdo biocidas muito ativos para
bactérias nas formas vegetativas Gram-positivas e Gram-negativas, para
micobactérias, esporos bacterianos, fungos e virus lipofilicos e hidrofilicos. O
mecanismo exato pelo qual o cloro ativo destréi microorganismos ainda n&o foi
demonstrado experimentalmente. Algumas teorias sdo sugeridas, tais como:

combinagao com proteinas da membrana celular formando compostos téxicos
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e inibicdo de reagdes enzimaticas essenciais, entre outras (DYCHDALA, 1991).
Os desinfetantes a base de cloro reagem rapidamente com a matéria organica,
incluindo sangue, fezes e tecidos. Seu grau de inativagdo € proporcional a
quantidade de material presente. Portanto, a concentragao de cloro disponivel
no processo de desinfeccdo deve ser alta o suficiente para satisfazer a
demanda do cloro (cloro consumido pela carga organica presente) e fornecer
cloro residual suficiente para destruir os microorganismos (BAGORDO et al., 2003).
Este fato deve ser cuidadosamente considerado quando se aplicam estes
compostos para desinfecgdo e descontaminacdo de superficies e objetos
contendo sangue e outros fluidos corpéreos. O hipoclorito de sddio sofre
decomposicao fotoquimica, o que evidencia a necessidade do armazenamento
em frascos opacos, ao abrigo da luz e, por ser corrosivo, em frascos que nao
sejam de metal. O efeito corrosivo e oxidante da solugdo aquosa de NaClO é,
portanto um fator limitante para seu uso em equipamentos metalicos.

O efeito antimicrobiano e o exato mecanismo de acido do hipoclorito de
sddio nao estdo elucidados. A inativagao bacteriana € multifatorial: oxidacao
irreversivel das enzimas e aminoacidos; perda do conteudo intracelular;
inibicdo da sintese protéica; oxidacdo de componentes respiratorios;
decréscimo da producédo de trifosfato de adenosina; quebra do DNA e
depressao da sintese de DNA (DYCHDALA, 2001). A capacidade de redugéo
da densidade Optica pela agao do hipoclorito de sddio sobre suspensdes de
células de microorganismos foi descrita em 1966 (RODE; WILLIAMS, 1966) em
estudos do uso deste agente quimico para examinar estruturas celulares de

bactérias.

1.10.2 Compostos clorados — controvérsias

Neubert, ativista do Greenpeace diz que, desde sua criagao, o cloro
tem sido uma catastrofe quimica, referindo-se ao herbicida desfolhante
chamado de agente laranja (usado pelos norte americanos no Vietna entre
1962 e 1971 como parte de uma estratégia de destruir as plantagdes de arroz

que alimentavam o inimigo e remover a folhagem da mata que servia de

Alvaro Largura Novembro/2007



23

1. Introdugao

abrigo). O agente laranja contém um dos mais fortes venenos existentes: uma
variacao da dioxina, chamada TCCD (2, 3, 7,8-tetraclorodibenzeno-p-dioxina).
Essa substancia é produzida em muitos processos industriais que envolvem
reacdes com cloro, tais como preparacdo de pesticidas, industria polimérica,
industria téxtil, branqueamento de papéis, entre outros, sendo produzida
também na incineracdo do lixo quimico, hospitalar e do PVC. Os efeitos do
agente laranja associado a dioxina tdxica incluiriam o cancer, diabetes e
defeitos congénitos (MALKIN; FUMETO, 1999).

Por outro lado, a industria quimica produz aproximadamente 15.000
diferentes compostos contendo o cloro como um dos componentes. A natureza
produz aproximadamente 1.500 halogénios clorados (ABELSON, 1994).
Quase 85% dos produtos farmacéuticos industrializados necessitam do cloro
em algum estagio do processo. Sdo exemplos o medicamento dimenidrinato
(anti-emético), o cloridrato de pseudoefedrina (descongestionante), o cloridrato
de procaina (anestésico local), a cloroquina (anti-malarico), a clortetraciclina
(antibidtico) e outros (MALKIN; FUMETO, 1996). Desinfetantes quimicos
alternativos, como o ozénio e outros radicais livres de meia-vida curta tém sido
usados no tratamento de agua, mas nenhum deles tem demonstrado a
seguranca e eficacia do cloro (MINTZ, 1995).

O servigo publico de tratamento de agua na cidade de Lima (Peru)
decidiu deixar de utilizar a cloragdo da agua porque a Agéncia Americana de
Protecdo Ambiental (EPA) fez estudos nos meados de 1980 mostrando um
hipotético aumento de risco de cancer associado ao consumo de trialometanos
(THM) que incluem o cloroférmio, o bromodiclorometano, o clorodibromometano e
o0 bromoférmio, subprodutos da cloracdo. Um desses estudos, baseado em
altas doses usadas em experimentos com animais, estimou que os THM
causariam 700 casos adicionais de cancer por ano, nos Estados Unidos. Por
outro lado, s6 a epidemia da colera na América Latina, em 1991, ceifou
aproximadamente 4.000 vidas (SWERDLOW et al.,, 1992). A idéia de que a
cloracdo para desinfeccdo da agua causa cancer tem ganhado espacgo na
imprensa leiga, entre a populagdo e entre muitos ambientalistas em paises em
desenvolvimento; contudo, as evidéncias que suportam essa afirmacdo nao

sao consistentes. Uma revisdo publicada no Journal of the National Cancer
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Institute encontrou somente evidéncias equivocas para aumento de casos de
cancer em ratas que receberam agua clorada sete dias por semana durante 2
anos em quantidades de 70 a 275 partes por milhdo ou 50 a 200 partes por
milhdo; n&o foi evidenciada atividade carcinogénica em ratas ou camundongos
machos e fémeas expostos as mesmas doses (DUNNICK; MELNICK, 1993). E
importante observar que o regulamento do EPA permite niveis residuais de
cloro na agua somente em concentragdes que ndo excedam 1,5 a 4,0 partes por
milhdo (U. S. ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1979). Assim como em
relacdo a carcinogénese, ndo ha dados disponiveis na literatura sobre a
mutagenicidade do gas cloro, muito embora a mutagenicidade das solugdes de
cloro (hipoclorito e seus sais) tenha sido investigada. Foi demonstrado que o
hipoclorito de sodio tem alguma atividade mutagénica in vitro sobre bactérias e
células mamarias. Entretanto, ndo ha evidéncia de atividade in vivo (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1999).

As evidéncias quanto a efeitos nocivos da adigao de produtos clorados a
agua potavel ndo sdo, enfim, consistentes. A Agéncia Internacional para a
Pesquisa sobre o Cancer (IARC), apds uma revisdo exaustiva, concluiu que os
estudos epidemiolégicos que relacionam o cancer e o consumo de agua
clorada eram inadequados para se obter conclusdes definitivas (MORRIS,
1992).

1.10.3 Métodos para avaliar a atividade dos desinfetantes

Os métodos reconhecidos pela Agéncia de Protegdao Ambiental dos
Estados Unidos da América do Norte para avaliar a atividade de uma
substancia bactericida sao aqueles preconizados pela Associacao Internacional
de Analistas Quimicos (AOAC Internacional). Entre eles estdo o método de
diluicdo (Use-dilution method - UDM), o método para superficies duras
(superficies friccionadas com swab umido) e o método para produtos sob forma
de spray. Os dois primeiros métodos sao usados para produtos liquidos. Cada
método serve para as 3 bactérias e é destinado a avaliar a atividade bactericida

do desinfetante sobre Salmonella choleraesuis, Staphylococcus aureus e
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Pseudomonas aeruginosa (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL
CHEMISTS, 2002). Esses métodos sdo também usados para dar suporte a
validacdo da eficacia de desinfetantes contra bactérias patogénicas nao
listadas na descricdo dos métodos originais (RUTALA; WEBER, 2004). Paises
como Brasil, Alemanha e Franga seguem e aceitam os métodos recomendados
pela AOAC para a avaliagcao de desinfetantes, biocidas e germicidas.

Nestes ultimos 25 anos, os métodos da AOAC tém sido submetidos a
extensivos exames e estudos colaborativos, os quais tém revelado niveis
inaceitaveis de variabilidade inter-laboratorial. A maior causa destas variacdes
€ a ampla variabilidade do numero de bactérias no teste de cilindros (método
de diluigdo — anéis cilindricos), na lavagem e na falta de uma técnica
quantificacdo adequada, além das caracteristicas dos patégenos. Por meio da
ASTM, da AOAC e da AFNOR diversas agdes e constantes esforcos tém sido
feitos para padronizar e melhorar os métodos de avaliagdo da atividade
antimicrobiana dos desinfetantes. Ha também um movimento para harmonizar
as metodologias dos testes para desinfetantes entre paises que tém acordos

comerciais.

1.10.4 Atividade antimicrobiana do cloro e compostos

Baixas concentracbes de cloro livre (24 ppm ou 0,24%) atuam em
segundos e com efeito bactericida sobre micoplasma e formas vegetativas de
bactérias (na auséncia de materiais organicos) (DYCHDALA, 2001; LEE;
MILES; PERRY, 1985). Altas concentra¢des (1.000 ppm ou 1,0%) de cloro séo
necessarias para matar Mycobacterium tuberculosis usando o teste
tuberculocida da AOAC (RUTALA; WEBER, 1991). Uma concentragéo de 100
ppm (0,1%) mata 99,99% dos esporos de Bacillus subtilis em 5 minutos
(WILLIAMS; RUSSELL, 1991). Dois autores publicaram estudos demonstrando que
25 tipos de virus foram inativados em 10 minutos com 200 ppm (0,2%) de cloro
livre (KLEIN; DEFOREST, 1963). Alguns estudos demonstram a eficiéncia do
hipoclorito de sédio diluido e de outros desinfetantes para inativar o virus do
HIV (SATTAR; SPRINGTORPE, 1991). A exposi¢cao de Candida spp. € inibida
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ap6s 30 segundos de exposicdo ao cloro (SILVERMAN et al., 1999).
Experimentos tém demonstrado que usando-se cloro livre na concentracdo de
100 ppm (0,1%) consegue-se matar Salmonella choleraesuis, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus em concentracdes de 10°-10” (RUTALA et
al., 1998) lembrando que se 1 ppm equivale a 1,0 mg por litro, 10.000 ppm
equivalem a 1,0 % de cloro ativo disponivel (ndo complexado com matéria

organica).

1.10.5 Hipoclorito de sédio - usos

O hipoclorito de sodio (NaClO) é um desinfetante amplamente utilizado
em hospitais, principalmente pela ag&o inativadora do HIV e do HBV (RUTALA
et al.,, 1998; ESTRELA et al., 2003). Disponivel na forma liquida sob diversas
concentragcbes € um agente quimico (biocida) de escolha para diversas
aplicagdes: desinfeccao de superficies, de lavanderias, de centros de
hemodialise, odontologia e outras (KWOK; RALPH, 1984; MENTZ, 1982,
RUTALA, 2005). O hipoclorito de sddio adicionado a agua é transformado em
acido hipocloroso (NaClO + H,O — HOCI + NaOH) e sua eficiéncia depende da
concentragdo de acido hipocloroso nao dissociado (HCIO) na solugdo. Os
compostos liberadores de cloro ativo tém ampla aplicacdo em diversas areas.
Especificamente em laboratério de analises clinicas, sdo apropriados para
desinfeccdo em geral de objetos e superficies inanimadas, inclusive as
contaminadas com sangue e outros materiais organicos, e para recipientes de
descarte de materiais (HOFFMAN, 1994). Em residéncias, as propriedades de
limpeza e higiene do hipoclorito de sodio sdo uteis no assoalho, cozinha e
superficies em banheiros. Nas concentragdes de 3 a 5% o hipoclorito de sddio
tem sido comercializado por muitos anos como agua sanitaria e o0 seu consumo
€ altamente expressivo em toda a Europa. O seu desempenho para remover
manchas e mau odor, bem como a sua condigdo de alvejar as roupas em
lavanderias, decorrem do grande poder oxidativo (WENTZ; LLOYD, 1975).

A filtracao e desinfecgcao da agua por cloragéo tem sido responsavel por

grande parte dos 50% de aumento da expectativa de vida neste século. Este
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fato levou a revista Life a citar a filtragcdo e cloragdo da agua como “O avango
mais significativo de saude publica do milénio” (CHRISTMAN, 1998).

1.10.6 Acido acético (vinagre)

O numero de acidos organicos conhecidos ultrapassa mil, dentre os
quais esta o acido acético, pertencente a classe dos carboxilicos. O acido
acético representa um dos mais importantes acidos desta classe. E um
etandico conhecido sob a forma de vinagre desde a antiglidade, e é difundido
no reino vegetal em estado livre. O termo acido acético vem do latim acetum e
significa vinagre: do cataldo vinagre, termo composto do radical vin, de vinho, e
agre, - de sabor &cido. E um &cido organico com a férmula estrutural
CH3COOH, que se produz pela fermentagcédo (oxidacao) do alcool etilico, por
acao da bactéria Acinetobacter aceti (CH3COOH + 2 O, + CH3COOH). No
estado anidro se solidifica a 16°C, em forma de cristais parecidos com gelo; por
isso recebe o nome de acido acético cristalizavel ou acido acético glacial. Seu
peso molecular é de 60,05, com 40% de carbono, 6,71% de hidrogénio e
53,29% de oxigénio. E um liquido transparente e incolor, de cheiro forte,
picante e irritante, paladar azedo; quando muito diluido em agua tem sabor
4cido. E miscivel em todas as propor¢cdes com agua, alcool, éter, carbono
tetracloridrico e glicerina; também dissolve fésforo e os acidos halogénico e
sulfarico. E praticamente insolivel em carbono dissulfidrico. Deve ser
conservado em frascos bem fechados (MORRISSON; BOYD, 1983; BUDAVARI et
al., 1989).

Quando ingerido, o &cido acético ou vinagre (4,0 a 4,2%) provoca
irritacdo severa da mucosa da boca e do trato intestinal, com vomito,
hematémese, diarréia, colapso respiratorio, uremia e morte. A exposicao
crbnica pode causar erosdo do esmalte dentario, bronquite e irritacdo ocular
(RICHEY, 1986; BUDAVARI et al., 1989).

A literatura refere o uso do acido acético ou vinagre no tingimento de
tecido de seda, como acidulante e como conservante de alimentos, solvente de

goma, de resina, de Oleos volateis e de outras substancias; como agente
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desinfetante de artigos semicriticos; no tratamento de verrugas, nos acidentes
caseiros como as queimaduras, e como agente antisséptico quando ha
suspeita de Pseudomonas. E largamente usado na sintese organica, nas
formulagbes farmacéuticas e também como reagente quimico industrial. A
concentragao habitualmente usada no tratamento de feridas € de 0,25%.

Um estudo in vitro com 20 cepas de Pseudomonas spp. isoladas de
sitios cirurgicos, e uma amostra padrdao de Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), constatou que todas as cepas foram inibidas pelo acido acético a 2,0,
a1,0,a0,5, e a0,25%, comprovando a eficacia do produto in vitro (ARAUJO et
al., 1995).

A atividade bactericida da solugdo de hipoclorito de sédio acidificada é
realcada pelo aumento dos niveis de acido hipocloroso (HCIO) dissociado.
Estudos tém mostrado a utilidade como um poderoso desinfetante da solucao
de hipoclorito de sdédio ajustada para o pH de 50 com HCI (OKUBO;
URAKAMI; TAMURA, 1998). Em um estudo recente foi avaliado o efeito de
diferentes acidos sobre a atividade bactericida da solugao acida de hipoclorito
de sddio e foi determinada a melhor concentragdo para o uso da solucao de
hipoclorito de sddio. O desinfetante preparado com hipoclorito de sddio e acido
acético mostrou alta atividade esporicida, o que n&o ocorreu com os acidos
fosforico, férmico, sulfurico e outros. Alguns acidos, como o citrico e o lactico,
quando combinados com o hipoclorito de sddio, ndo aumentam a atividade
bactericida (HUROIWA et al, 2002).
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Acondicionamento, armazenamento, manuseio, coleta, transporte e
tratamento prévio antes do descarte final sdo diferentes etapas que devem
ser observadas com atengao redobrada quando se trata de lixo biolégico. O
principal risco associado ao residuo laboratorial de microbiologia é o infecto-
contagioso. As principais categorias de doenga ocupacional sdo causadas
por exposigao a poeiras, produtos quimicos e agentes microbiologicos
(HIRATA; MANCINI-FILHO, 2002). A seguranga do operador é colocada em
risco em todas as etapas do processo. Com relacdo ao meio ambiente, o
pos-descarte pode ter impactos indesejaveis ja demonstrados e publicados
em outros paises, incluindo-se o risco ao qual estdo sujeitos os funcionarios
que operam os residuos na fase final do processo (JOHNSON et al., 2000).
Outro aspecto relevante relaciona-se ao tratamento fisico dos meios de
cultura pela autoclavagdo. O odor desagradavel, semelhante ao da
putrefacdo, que emana durante a esterilizagdo e a estocagem, torna o
ambiente de trabalho insalubre. Os laboratoérios de microbiologia, tanto no
Brasil como em outros paises, tratam os seus residuos de acordo com
normas estabelecidas. No Brasil, é o caso da RDC n° 306/2004, decretada
pela ANVISA. As placas descartaveis, tubos e demais acessorios, como
meios de cultura sdlidos e liquidos contaminados, sdo acondicionados em
sacos plasticos resistentes e autoclavados; desta forma, sdo remetidos ao
lixo hospitalar (ANVISA, 2004). O plastico descartavel esterilizado
juntamente com o meio de cultura fica no meio ambiente por muitos anos; o
meio de cultura, por sua vez, fica incorporado a matéria organica presente
no lixo. Em paises como o Canada, repete-se a mesma rotina inicial de
autoclavacdo e/ou desinfeccdo quimica, sendo que, na etapa final, os
residuos (meios de cultura autoclavados ou tratados quimicamente) séo
descartados na rede de esgotos (CANADIAN STANDARDS ASSOCIATION,
2005). Diversos autores em suas revisdes, artigos e outros tipos de
publicacbes, apresentam e discutem métodos de avaliagcdo, e aspectos
relacionados a validacao e eficacia de biocidas, antissépticos e desinfetantes

usados para reduzir a carga microbiana em superficies ou em equipamentos
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(HORTWITZ; LATIMER, 2005; RUTALA; WEBER, 2005; RUTALA; WEBER,
2004; COLE; RUTALA; SAMSA, 1988; COLE; RUTALA, 1988). O tratamento
quimico de residuos de microbiologia e o seu destino final ndo tém sido
descritos na literatura pesquisada.

Neste trabalho pretende-se estudar a questdo do tratamento do
residuo microbiolégico para contemplar uma exigéncia da legislagao, e ao
mesmo tempo analisar a questdo da responsabilidade empresarial com a
preservacdo ambiental. As normas ISO 14000 fomentam a prevengao das
contaminagdes ambientais, orientam a estrutura organizacional, a forma de
operagao, armazenamento, recuperacdo e tratam também da
disponibilizacdo de dados e resultados. Estas normas visam claramente a
um questionamento: ‘0 que a organizagao faz para minimizar os efeitos
nocivos ao ambiente causados pelas suas atividades?”. Neste contexto &
inserido o descarte de material contaminado em laboratdrios clinicos,

assunto pouco discutido e explorado no Brasil.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar um sistema alternativo automatizado de tratamento e de

descarte de residuos de microbiologia.

3.2 Objetivos especificos

Desenvolver uma metodologia especifica para avaliar a eficacia de

agentes quimicos no tratamento de residuos de microbiologia.

Determinar a concentracéo inibitéria minima (CIM) ou dose ideal
(minima concentragdo com seguranga maxima) e o tempo de exposi¢ao ao
hipoclorito de sédio isolado e combinado com acido acético necessarios para
reduzir a carga microbiana em meios liquidos, semi-solidos e solidos

contaminados com microorganismos;

Desenvolver prototipo de equipamento automatizado para a redugao
da carga microbiana. Avaliar se o protétipo atende a resolugédo da ANVISA
(RDC n° 306/2004) atingindo niveis aceitaveis (NIVEL IlI).

Verificar a eficacia de sistema alternativo de tratamento de residuos
de microbiologia contaminados usando metodologia molecular (PCR em

tempo real).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais utilizados para avaliar a sensibilidade dos
microorganismos ao hipoclorito de sédio pelo método de difusdo com
Perfurador Circular de Agar (PCA)

= PCA

» Microorganismos padrbes (13 cepas) liofilizados provenientes da
American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA) e do
Instituto Adolfo Lutz (IAL - S&o Paulo);

» Solugdo aquosa de hipoclorito de sédio a 12%;

= Agua deionizada;

» Placa de Petri descartavel de 140 x 15 mm;

= Meio de cultura: Agar de Miieller Hinton (Bio-RAD, USA);

» Pipeta de volume variavel (1 a 100 L)

» Agulha descartavel (25x0, 7 mm);

» Estufa bacterioldgica;

= Espectrofotometro (Micronal, BRASIL)

» Paquimetro digital modelo S 225 (Sylvac, SWITZERLAND).

= Pipetade 1,0 mL

4.2 Confeccao do Perfurador Circular de Agar

O molde de ago desenvolvido (Figura 1) para perfurar o meio de
cultura, formando cavidades, foi criado com base em um modelo proposto em
artigos sobre métodos para a deteccao da sensibilidade a agentes topicos
(medicamentos). Estes artigos relatam experimentos no tratamento de
agentes microbianos isolados de pacientes com feridas infectadas
provocadas por queimaduras (NATHAN; LAW; MURPHY, 1978; VU et al., 2002).
Nos trabalhos citados e em outros, foram usados canulas individuais de metal
ou canudos para aspirar refrigerante como ferramenta para perfurar o meio
de cultura e formar as cavidades (ESPINEL-INGROFF et al., 2005; GROVE;
RANDALL, 1955). O instrumento desenhado e criado para o método que
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propomos € composto de 8 perfuradores (pegas vazadas) com 6 mm de

diametro e foi denominado de Perfurador Circular de Agar (PCA).

Lista de materias

ITEM | QUANT COONGED MOME

1 1 LEAL-D0A5 Prato

2 1 LEAL-OO0OG Tubp central

2 (5] LEAL-ORT Tube do perfuradar circular

4 1 LBAL-OO12 Manipu o

I GTFRIS PRI 5 MGI'I‘I.EIQI}H'I
Famz: =criursdar ciedior de S Ankcdadn mm
S 3.2

COTIGT LS8l -MEGE

Figura 1. Molde de ago para perfurar o meio de cultura (Agar de Mueller
Hinton) ou Perfurador Circular de Agar (PCA).
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4.3 Método de difusdo para estudo e sensibilidade utilizando

perfuragéo circular de agar

Foram preparadas 140 placas de Petri de poliestireno medindo 140 x
15 mm, contendo Agar de Miieller Hinton. Cada placa foi inoculada com uma
suspensao de microorganismo padrédo, conforme relacéo descrita na Tabela
1. Foram usadas 13 cepas de microorganismos € uma mistura homogénea
delas. O teste foi realizado em 10 replicatas para cada microorganismo e para
a mistura de todos os microorganismos. Para testar a sensibilidade ao agente
quimico (hipoclorito de sddio) foi usado o principio do método de difusdo em
agar, preconizado para estudo da sensibilidade aos antimicrobianos (NCCLS,
2001), usando pogos perfurados no agar como suporte do agente quimico,

em vez de papel-filtro.

Tabela 1. Cepas de microorganismos liofilizados provenientes da Colecao de
Culturas do Instituto Adolfo Lutz (IAL - S&o Paulo) e cepas de referéncia da
American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA)

Microorganismos ATCC/IAL Sigla Identificacao
1. Acinetobacter calcoaceticus ATCC AC 19606
2. Bacillus subtillis ATCC BS 19659
3. Candida albicans ATCC CA 10231
4. Enterococcus faecalis ATCC EF 29212
5. Escherichia coli ATCC EC 25922
6. Proteus mirabilis ATCC PM 25933
7. Pseudomonas aeruginosa ATCC PA 27853
8. Salmonella typhimurium ATCC ST 14028
9. Serratia marcescens ATCC SM 4133
10. Shigella flexneri ATCC SF 12022
11. Staphylococcus aureus ATCC SAATC 25923
12. Staphylococcus aureus IAL SA1607 1607
13. Staphylococcus aureus IAL SA1604 1604
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Para padronizar a densidade do indculo foi usada uma solugao-
controle de BaSO, com a turbidez equivalente ao tubo 0,5 da escala de
McFarland de 0,5. A solugdo 0,5 da escala de McFarland foi preparada
acrescentando uma aliquota de 0,5 mL de BaCl, a 0,048 mol/L a 99,5 mL de
H,SO, a 0,18 mol/L. A densidade da turbidez foi medida usando
espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 625 nm . Para cada bactéria
(cepas-padrdes) foram isoladas de trés a cinco colbnias da cultura semeada
em agar nutriente, que foram entéo transferidas para um tubo contendo 5 mL
de caldo de soja triptica. O caldo foi incubado a 36°C; apds 24 horas a
turbidez foi ajustada com salina estérii até obter a densidade Optica
comparavel ao tubo 0,5 da escala de McFarland , suspenséo que corresponde a
concentracdo de 1,5 x 10® UFC/mL. A suspensdo ajustada do agente
bacteriano foi semeada com swab em meio Agar de Mieller Hinton
previamente preparado em placa de Petri, procurando-se assegurar
distribuicdo homogénea do inéculo. Em cada placa, apos a inoculagdo da
bactéria e incubagdo durante 15 minutos a 36°C em estufa, o Agar de Miieller
Hinton foi perfurado com o PCA. Ao mesmo tempo, foram preparadas solugdes
em 8 tubos de ensaio (12x75 mm) conforme sequéncia: no primeiro tubo, 1,0 mL
de hipoclorito de sodio a 12% e 2,0 mL de agua deionizada, obtendo uma
solucado a 4%; nos tubos subsequentes de numeros 2 a 8, foram pipetados
1,0 mL de agua deionizada. Com uma pipeta de 1,0 mL foram realizadas
diluicbes sucessivas,do primeiro até o oitavo tubo. Desta forma, as
concentragcdes de hipoclorito de sédio ficaram assim distribuidas (por tubo):
1=4,0%, 2=2,0%, 3=1,0%, 4=0,5%, 5=0,25%, 6=0,125%, 7=0,062%, 8=0,031%,
equivalentes a 4.000 ppm, 2.000 ppm, 1.000 ppm, 500 ppm, 250 ppm,125 ppm,
62 ppm, 31ppm, respectivamente.

Foram aspirados 35 uL de cada solugéo aquosa de hipoclorito de sodio
nas concentracdes descritas, sendo estas aliquotas dispensadas nos 8 pogos
perfurados. Apds a incubacdo a 37°C por 24 horas, a sensibilidade foi
determinada pela medida em mm do didmetro das zonas de inibicdo
formadas ao redor de cada cavidade contendo as diferentes concentracoes
de hipoclorito de sodio (Figura 2). A mensuragdo dos halos de inibicao

formados foi realizada usando um paquimetro digital. Uma placa com 8
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cavidades, acrescidas de solugdo fisiolégica e sem inoculagdo de
microorganismos, foi usada como controle negativo. As médias dos halos de
inibicdo de crescimento para cada microorganismo e para a mistura deles s&o

demonstradas nos resultados.

Figura 2. Padrdao do halo de inibicdo formado ao redor das cavidades
contendo solugdes de NaClO de 0,031% a 4,0% apds 24 horas da
semeadura de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, usando o método de
difusdo em pocgos circulares (PCA).

4.3.1 Materiais utilizados na avaliacdo da sensibilidade dos
microorganismos a combinacdo de hipoclorito de sodio e acido

acético usando o método de difusdo com PCA

= PCA;

= Microorganismos padrbes (13 cepas) liofilizados provenientes da
ATCC (Rockville, MD, USA) e do Instituto Adolfo Lutz (IAL - Sdo
Paulo, SP);

» Solugao aquosa de hipoclorito de sédio a 5% (Vetec Quimica Fina,
Rio de Janeiro, RJ);
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»  Solugédo de acido acético a 4% (vinagre de alcool, Irmaos Bochhi &
Cia Ltda, Cascavel, PR);

= Agua deionizada;

» Placa de Petri descartavel de 140x15 mm;

= Meio de cultura: Agar de Miieller Hinton (Bio-RAD, USA);

» Pipeta de 100 uL (vol. variavel);

» Agulha descartavel (25x0,7 mm);

» Estufa bacterioldgica;

» Paquimetro digital modelo S 225 (Sylvac, SWITZERLAND).

4.3.2 Procedimento do método por difusdo para avaliacido de
sensibilidade de microorganismos a combinagao de hipoclorito de

sodio e acido acético

Foram preparadas 140 placas de Petri de poliestireno 140 x 15 mm
contendo Agar de Miieller Hinton e inoculadas com uma suspensdo de cada
microorganismo padréo, conforme relagdo descrita na Tabela 1. Foram
usadas 13 cepas de microorganismos € uma mistura homogénea delas. O
teste foi realizado em 10 replicatas para cada microorganismo e para a
mistura de todos os microorganismos. Para testar a sensibilidade ao agente
quimico hipoclorito de sodio combinado com acido acético, foi usado o
principio do método de difusdo em agar, preconizado para estudo da
sensibilidade aos antimicrobianos (NCCLS, 2001), usando pogos perfurados
no agar como suporte do agente quimico, em vez de papel-filtro. A sequéncia
do procedimento microbiologico € idéntica a descrito no ensaio 4.3. A partir
de uma solucdo de NaClO a 5% e CH3COOH a 4%, foram preparadas as
solugdes de trabalho com concentragcbes de 0,125 % a 1,0% e de 0,1% a
0,8%, respectivamente. Sdo aspirados 35 pL de cada solugdo, sendo as
aliquotas dispensadas em 4 pocos perfurados no Agar de Miieller Hinton,
onde foi inoculada previamente a cepa-padrdo do microorganismo. Em cada

placa sdo adicionadas, nos outros 4 pocos, as solucdes de hipoclorito de
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sédio (sem acido acético) nas concentragcdes de 0,125 a 1,0% com a
finalidade de comparar os didmetros de inibicdo das duas solugbes biocidas
testadas (Figura 3).

Apds incubagdo a 37°C por 24 horas, a sensibilidade foi determinada
pela medida em mm do didmetro das zonas (halos) de inibigdo formadas ao
redor de cada cavidade contendo as diferentes concentragdes de hipoclorito
de sodio e acido acético. A mensuracédo dos halos de inibicdo foi realizada
usando um paquimetro digital. As médias dos halos de inibicdo de
crescimento para cada microorganismo usado e para a mistura deles sao

demonstradas nos resultados.

Figura 3. Padrao do halo de inibigdo de crescimento bacteriano formado ao
redor das cavidades contendo solugdes de NaClO em concentragdes de,
0,125 a 1,0% (pogos A, B, C e D) e NaClO acidificado com CH3COOH de 0,1
a 0,8% (pogos 1, 2, 3 e 4) apds 24 horas da semeadura de Escherichia coli
ATCC 25922, usando o método de difusdo em pogos circulares (PCA).
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4.4 Método de difusdo para estudo da sensibilidade dos
microorganismos ao hipoclorito de sddio pelo método de difuséo

com Perfurador Linear de Agar (PLA)

= Perfurador Linear de Agar (PLA);

= Microorganismos padrbes provenientes da American Type Culture
Collection (ATCC) e do Instituto Adolfo Lutz (IAL);

» Solugéo aquosa de hipoclorito de sédio a 12%;

= Agua deionizada;

» Placa de Petri descartavel de 140x15 mm;

» Placa de poliestireno com 96 cavidades;

= Meio de cultura: Agar de Miieller Hinton (Bio-RAD,USA);

» Pipeta automatica multicanal de 1-100 uL (Labsystems, usa);

» Agulha descartavel (25 x 0,7 mm);

= Estufa bacteriologica;

» Paquimetro digital modelo S 225 (Sylvac).

4.4.1 Confeccao do Perfurador Linear de Agar (PLA)

O Molde de ago (Figura 3) foi desenvolvido para avaliar a
sensibilidade antimicrobiana do hipoclorito de sdodio. Esta ferramenta foi
criada com a mesma proposta do PCA, porém com diferencas na
metodologia e na leitura dos resultados. Sua configuragdo baseia-se no
principio do Etest® (Figura 10). O Etest foi introduzido em 1988, como um
método alternativo para a determinagdo da concentracdo inibitéria minima
(CIM) (ANDREWS; WISE, 2000), no qual tiras de papel eram impregnadas
com concentracbes diferentes de antimicrobianos. Este instrumento foi
denominado Perfurador Linear de Agar. E composto de 8 perfuradores (pegas
vazadas) com 6 mm de didmetro. E demonstrado o procedimento da
perfuragdo nas Figuras 5 e 6 para o preparo das cavidades onde seréao

adicionadas concentragdes diferentes de hipoclorito de sodio (figura 7 e 8).
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Figura 4. Perfurador Plano de Agar (PLA).

Na Figura 5 é demonstrado o procedimento da perfuragdo do meio de
cultura e na Figura 6 a retirada de meio com uma agulha hipodérmica de 25 x

0.7 mm, preparando, desta forma, 8 cavidades de 6 mm de didametro.

Figura 5. Perfuragdo do Agar.

Figura 6. Retirada do agar com agulha.
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4.4.2 Procedimento do teste de sensibilidade dos microorganismos

ao hipoclorito de sédio pelo método de difusdo com PLA

Foram preparadas 140 placas de Petri de poliestireno 140 x 15 mm
contendo Agar de Miieller Hinton e inoculadas com uma suspens&o de cada
microorganismo padrao, conforme relagdo descrita na Tabela 1. Foram
usadas 13 cepas de microorganismos € uma mistura homogénea delas. O
teste foi realizado em 10 replicatas para cada microorganismo e a mistura de
todos os microorganismos. Para testar a sensibilidade ao agente quimico
(hipoclorito de sédio) foi usado o principio do método de difusdo em &agar,
preconizado para estudo da sensibilidade aos antimicrobianos (NCCLS,
2001), usando pogos perfurados no agar como suporte do agente quimico, ao
invés de papel filtro. A densidade da turbidez foi verificada usando um
espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 625 nm. Para cada bactéria
(cepas-padrdes) foram isoladas de trés a cinco colbnias de uma cultura
semeada em agar nutriente, transferindo-as para um tubo contendo 5 mL de
caldo de soja triptica. O caldo foi incubado a 36°C por 24 horas, e a turbidez
foi ajustada com salina estéril até obter a densidade Optica comparavel ao
tubo 0,5 da escala McFarland , suspensédo que corresponde a concentragao
de 1,5 x 10® UFC/mL. A suspensdo do agente bacteriano ajustada foi
semeada com swab em meios Agar de Mieller Hinton previamente
preparados em placa de Petri, procurando-se assegurar distribuicao
homogénea do indculo. Cada placa, apos a inoculagdo da bactéria e
incubagdo durante 15 minutos a 36°C em estufa, foi perfurada com o
Perfurador Linear de Agar (PLA). Ao mesmo tempo, em 8 tubos de ensaio
(12x75 mm), foram preparadas solugdes conforme sequéncia: no primeiro
tubo 1,0 mL de hipoclorito de sédio a 12% e 2,0 mL de agua deionizada,
obtendo uma solugao a 4%, nos tubos subsequentes de numero 2 a 8, foram
pipetados 1,0 mL de agua deionizada. Com uma pipeta de 1,0 mL foram
realizadas diluicbes sucessivas a partir do tubo numero um até o oitavo
tubo. Desta forma, as concentracdes de
hipoclorito de sédio ficaram assim distribuidas (por tubo): 1=4,0%, 2=2,0%,
3=1,0%, 4=0,5%, 5=0,25%, 6=0,125%, 7=0,062%, 8=0,031%. As solugbes

Alvaro Largura Novembro/2007



42

4. Materiais e Métodos

foram distribuidas em placa de poliestireno de 96 cavidades (Figura 7). Usando
uma pipeta multicanal de 8 ponteiras (Figura 7) foram aspirados 35 uL de cada
solugéo de hipoclorito de sédio nas concentragdes descritas, e dispensadas
nos 8 pocos perfurados no Agar de Miieller Hinton onde previamente foram
inoculadas as cepas-padroes de microorganismos. Uma placa com 8
cavidades, acrescidas de solugdo fisiologica e sem inoculagdo de
microorganismos, foi usada como controle negativo. Apds a incubagao a 37°C
por 24 horas, foi realizada a leitura e a mensuracao dos didmetros dos halos
de inibigcado formados ao redor das cavidades (Figura 9). O didametro do halo

de inibicado foi medido usando escala em mm, com um paquimetro digital.

Figura 8. Adicao de NaClO as cavidades.
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Figura 9. Padrao do halo inibicado formado ao redor das cavidades contendo
solugdes de NaCIlO de 0,031% a 4,0% , apos 24 horas da semeadura de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, pelo PLA.
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Figura 10. ETEST - fita de papel impregnada com suspensao decrescente
de antimicrobiano; halo em forma de raquete.
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4.5 Dosagem do hipoclorito de sédio: reagentes utilizados

Solugédo de iodeto de potassio (KI) a 10%, acido acético glacial 1:3,
tiossulfato de sddio (Na;S,03) 0,100 € amido a 0,5%.

Procedimento

Foram pipetados 10,0 mL de amostra para um balao volumétrico de
100,0 mL e completado o volume com agua deionizada (diluicdo da amostra
1:10). Em um erlenmeyer de 250,0 mL adicionaram-se 5,0 mL da diluicdo da
amostra (1:10), 10,0 mL da solucdo de Kl a 10% e 20,0 mL de acido acético
1:3 que foram titulados rapidamente com Na,S,03; 0,100 N até obter a cor
amarela. A titulacdo foi iniciada imediatamente apds a adicdo do acido
aceético, para evitar a perda de iodo. Foram adicionadas 10 gotas do indicador
amido a 0,5% e dada sequéncia a titulacdo até que a cor azul desaparecesse.
Anotou-se o volume gasto em mL (VG). Calculou-se o teor de hipoclorito de
sodio em percentual, usando a féormula conforme a Associagao Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT) (NBR-9425 — ABNT — Solugdo de Hipoclorito de
Sédio Comercial, determinagcdo do teor de cloro ativo pelo método

volumétrico — 1986 — adaptada) obtendo-se:
*Vam= volume da amostra e d = densidade

VG x0,372 y 100

NaClO(%) =
O =Namxd 10 W

Sendo VG o volume gasto para a titulagdo, a constante Vam igual a 5
e a constante d igual a 1,22 para NaClO de 12% a 14%, pode-se reescrever

Eq.(1) como:
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VG x0,372 100
% 2)
5x1,22 10

Simplificando a EQ.(2) pela multiplicagdo dos termos constantes,

NaClO(%) =

obtém-se:

VG x 0,744
1,22 (3)

NaClO(%) =

4.6 Metodologia estatistica

Para comparacgao dos didmetros dos halos de inibicdo do crescimento
bacteriano foi aplicada a técnica de analise de variancia simples. A utilizagao
desta técnica se justifica, pois as observagdes foram realizadas de forma
independente nos diferentes niveis de concentragdo e nos diferentes
microorganismos. Além disso, o pressuposto de normalidade das
observacbes também foi satisfeito. Foram feitas analises comparando as
concentragbes e os tipos de microorganismos. Para complementar as
analises de variancia, empregou-se o Teste de Comparacdo Multipla de

Tukey. O nivel de significancia considerado foi de 5%.

4.7 Avaliacdo da atividade bactericida do hipoclorito de sdédio

através da medida da fragmentacdo de DNA pela eletroforese

Foram utilizadas amostras de cepas-padrées de Escherichia coli
(ATCC-25922) caracterizadas previamente. Estas cepas foram concentradas
em solugdes até o equivalente a turbidez do tubo 4 da escala MacFarland.
Para cada amostra foi adicionado igual volume de solug&o salina a 0,9% ou

hipoclorito de sodio (NaClO) em concentragdes de 1% ou 0,03%. A reacéo
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entre as solugdes e os microorganismos foi interrompida apds 30 segundos e

seguiu-se a precipitacao do DNA.

4.7.1 Precipitacao de DNA bacteriano

Foi retirada uma aliquota de 500 pL de cada reag&o. A seguir, utilizou-
se o0 conjunto de diagndstico comercial TRIZOL® (Invitrogen, Carlsbad CA,
USA) para a precipitacdo do DNA bacteriano. Inicialmente, a amostra foi
submetida a centrifugacdo por 5 minutos a 5.000 gs. Em seguida, foi
descartado o sobrenadante, adicionado 1 mL de Trizol e, apds
homogeneizagdo, a mistura foi mantida em incubagdo por 5 minutos em
temperatura ambiente. Apds repouso de 3 minutos foram adicionados 200 pL
de cloroférmio a solugdo que foi entdo submetida a centrifugagdao por 15
minutos a 12.000 gs, a 4°C. Apdés completa remogao da fase aquosa, foram
adicionados 0,3 mL de etanol a 100% e a amostra foi homogeneizada e
centrifugada a 2.000 gs por 5 minutos, a 4°C. O DNA precipitado € lavado
com 1,0 mL de solucao de citrato de sddio a 0,1M em etanol a 10%. Este
material foi mantido em repouso por 30 minutos a temperatura ambiente e
em seguida centrifugado a 2.000 gs por 5 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e este ultimo passo foi repetido 2 vezes. Apds o ultimo descarte, o

precipitado foi diluido em 0,2 mL de solugdao 8mM de NaOH.

4.7.2 Verificagao de presenca de material genético

As amostras foram analisadas por eletroforese em gel de Agarose a
2%. Foram utilizados uma solugdo tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1%, e
brometo de etidio. O gel de Agarose foi exposto & fonte de luz UV para a
revelacdo do material genético. E esperada a presenca de uma banda

fluorescente na parede do pogo de aplicagao do gel.
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4.7.3 Amplificagao de fragmento de DNA bacteriano

Para avaliar a integridade do material genético, foi realizada a
amplificagdo de fragmento do DNA ribossémico. Para isto foi utilizada a
amplificacdo com revelacdo em tempo real, com a presenca de fluordforo
(SYBR®-Green). O método tradicional da reagao em cadeia da polimerase
(PCR) requer uma amplificagdo em termociclador seguida de uma separacéo
em gel de eletroforese e exposig¢ao a luz UV. Este € um processo trabalhoso,
lento e com risco elevado de contaminagcdo do ambiente pelo produto final da
PCR. Entretanto, o produto da PCR pode ser detectado por um marcador que
se liga ao DNA. Foi utilizado o marcador SYBR-Green por ser de custo
reduzido se comparado com as tradicionais sondas usadas na reacdo em
tempo real (TagMan®-PCR) (SHARMA; DEAN-NYSTROM; CASEY, 1999;
OBERST et al., 1998; FORTIN; MULCHANDANI; CHEN, 2001). Foram
desenhados os oligonucleotideos iniciadores 5-GTATTACCGCGGCTGCTGC-3’
e 5-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3" para a amplificacdo de fragmento de DNA
ribossémico (16S rDNA), conforme descrito previamente (MAYNARD et al.,
2005). Para a reacédo, foi utilizado o protocolo descrito pelo fabricante
(SYBR®Green PCR Master Mix — Applied Biosystems, USA - numero de
catalogo 4309155). Na reacdo, devem-se observar os seguintes padrées de
temperatura: 95°C por 10 minutos, seguido de 35 ciclos de 92°C por 2
minutos; 48,5°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto. Apds esta reacao, foi
realizada a curva de dissociagao para observar a qualidade dos produtos de
amplificagdo. Para confirmar o produto da PCR, estes produtos foram ainda

revelados em eletroforese de gel de Agarose e exposicéo a luz UV.

4.7.4 Contagem bacteriana pela PCR em tempo real

No presente trabalho, para formagao de oligonucleotideos iniciadores e
sondas especificas para a quantificacdo por meio de Real-Time PCR, foi

utilizada a regido gendmica relacionada ao RNA ribossémico (rRNA), em
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particular, o RNA da subunidade pequena do ribossomo, denominada 16S em
bactérias (GREISEN; LOEFFELHOLZ; LEONG, 1994; FELSKE; DE VOS;
AKKERMANS, 2000; GRIFFITHS et al., 2000). Cepas microbianas-padréao de
Escherichia coli ATCC 25922 foram sub-cultivadas por 24 horas a 37°C em
10,0 mL de meio liquido (brain heart infusion Agar) (BHI; Difco Laboratories,
Detroit, MI, USA). O produto destas culturas foi lavado e ressuspenso em
solugdo salina para a concentracéo final de aproximadamente 0,5 a 30 x 108
células/mL, semelhante a dos tubos de numeros 1 a 10 da escala McFarland.

Os oligonucleotideos iniciadores e sondas foram utilizados de acordo

com o descrito previamente (NADKARNI et al., 2002). Foram eles:
= sense 5-TCCTACGGGAGGCAGCAGT-3;
= anti-sense 5-GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT-3;

= sonda marcada (6-FAM)-5-CGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC-(TAMRA).

4.7.5 Precipitagcao de RNA bacteriano

Para a extracdo de RNA, foi utilizado o método de extragcao por
Trizol®eMAX (Invitrogen, Carlsbad CA, USA) conforme orientagdo do
fabricante, que pode ser resumido assim: 1,0 mL da solugdo contendo
bactérias € submetido a centrifugacdo a 6.000 gs por 5 minutos em
temperatura constante de 4°C. Apos descartar o sobrenadante, o sedimento &
ressuspenso com 200 uL de reagente estimulador de extragdo (presente no
“kit” de extragao) previamente aquecido a 95°C e mantido a esta temperatura
por 4 minutos. A seguir, adiciona-se 1,0 mL de Trizol®, mantendo-se a
solugao por 5 minutos em temperatura ambiente. A seguir adicionam-se
200 pL de cloroférmio, agita-se intensamente por 15 segundos e centrifuga-
se a 12.000 gs, a 4°C por 15 minutos. A fase aquosa de aproximadamente
400 yuL é entdo separada e homogeneizada por 10 minutos com 0,5 mL de
isopropanol gelado e mantida por 10 minutos em temperatura ambiente.

Novamente, as amostras sédo centrifugadas a 12.000 gs, a 4°C por 30 minutos.
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Em seguida é retirado o sobrenadante por inversado, o produto de extragao é
lavado com etanol 100%, com uma ultima centrifugagdo por 15 minutos a
7.500 gs, 4°C. Apos cuidadosa retirada do sobrenadante, os tubos sédo
deixados abertos para secar. Finalmente, 50 yL de agua e 2,0 yL de inibidor
de RNAse (Invitrogen, 10777-019) sao utilizados para a eluigao final.

As amostras finais de rRNA foram tratadas com DNase | (Invitrogen,
18068-015) para excluir a presenga de DNA gendbmico que possa interferir
nas avaliacdes. Imediatamente antes do inicio das reagdes em tempo real,
10 U de DNase | sdo adicionadas a cada 10,0 yL de RNA. Apéds a adicao
de 1,0 yL de solugéo tampéo, a solugado é encubada por 30 minutos a 37°C.
Em seguida, a reagao € neutralizada com a adigdo de 1,0 uyL de EDTA 20 mM
e mantida as temperaturas de 37°C, por 1 minuto, e 65°C, por 10 minutos.

Para realizar as reacdes de PCR qualitativas e quantitativas foram
utiizados reagentes EZ-TagMan e o termociclador StepOne® (Applied
Biosystem).

As reagdes de PCR em tempo real foram realizadas em um volume de
50 pL, incluindo 10 pL de tampao 5 vezes concentrado, 0,1 pL (1 mM) de
cada uma das dNTPs e 10 uL de amostras do RNA. Temperaturas de reagao
e ciclos para as amostras foram os seguintes: 50°C por 5 minutos, 65°C por
30 minutos, 95°C por 10 minutos, 30 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C
por 1 minuto, sendo que a deteccdo de fluorescéncia ocorreu nesta ultima
etapa.

Foi utilizada a comparagao de turbidez das solugdes bacterianas com
a equivaléncia da escala MacFarland para determinar as concentragoes
das solugdes-padrdo de bactérias utilizadas na quantificacdo por
Real-Time PCR. Os valores do nivel de deteccdo (Ct) foram fornecidos
automaticamente pelo software do equipamento. Os valores de Ct sao,
tecnicamente, inversamente proporcionais a concentracdo inicial da

amostra microbiana.
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4.8 Descarte dos meios de cultura contaminados no desenvolvimento
do equipamento (maquina)

4 8.1 Materiais usados

e Tampo de acrilico;

e Corpo da maquina;

e Tubulagdo de secagem;

e Turbina de secagem,;

e Tubulacao de saida;

e Dosadores;

e Valvula de drenagem;

e Camara anticavitagao;

e Tubulagdo de bombeamento;

e Cesto;

e Motor de 2 CV/monofasico/1.730 rpm;

e Laminas de ago inox;

e Moto-bomba de 2CV/monofasica/1.730;

e Motor do secador de 1 CV/monofasico/1.730 rpm;

e Motor do cesto de 1 CV/monofasico/1.730 rpm;

e Bomba de esvaziamento — lavadora de roupa “Brastemp®” 220 v;

e Bomba de dosagem — lavadora de roupa “Brastemp®” 220 v;

e Eletrovalvula de entrada de agua — lavadora de roupa “Brastemp®”
220 v,

e Disjuntores de entrada: um bifasico e outro de 10 A , e disjuntor de
forca bifasico de 40 A;

e Chaves CLP;

e Fonte de corrente continua;

e Fusiveis de protecéo de 0,5 A;

e Transformador de 500 mA/127-220/12+12v;

¢ Retificador em ponte de 24 VCC/500 mA,;

e Botdes de funcgao;

e Chave de manobra;
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e Contadores (acionamento dos motores);

¢ Relés de sobrecarga.

4.8.2 Componentes basicos e fungdes da maquina
4.8.2.1 Introducgao

Este capitulo apresenta, em ordem cronoldgica, as diferentes fases do
desenvolvimento do equipamento e da metodologia de testes e analises,
além dos resultados e conclusdes de cada ensaio.

Os trabalhos relacionados a esta pesquisa, especificamente a
construgdo do equipamento automatizado para o tratamento dos meios de
culturas contaminados, tiveram inicio em agosto de 2004. Antes de se
projetar o equipamento definitivo, testes preliminares foram executados para
melhor compreensdo do processo, utilizando para esse fim protétipos
produzidos no Laboratério Alvaro e na oficina Rhenz (oficina mecanica) na

cidade de Cascavel, Parana.

Fase 1.0 As modificagdes da configuragdo inicial do plano original
(Figura 11) s&do mostradas nas Figuras 12 e 13. Foi usado
como recipiente para acondicionar a solugao de hipoclorito de
sodio um tambor de metal com capacidade para 200 litros
(dimensbdes 99 x 63 cm). Na parte interna do tambor, foi
colocado um cesto de metal (fios cobertos com plastico PVC)
de forma circular para acondicionar as placas e meios de
cultura. Este tambor € movimentado em sentido rotacional,
manualmente no primeiro momento e, a seguir, por um motor

acoplado (Figura 12).

Resultados: Observou-se oxidacdo de todos os componentes e o
descolamento dos meios de cultura foi parcial (30%). Este

resultado foi considerado insatisfatério.
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Figura 11. Apresentacdo esquematica do projeto original para a construgéo
da maquina.

Figura 12. Tambor de metal com cesto cilindrico operado manual e
mecanicamente.
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Fase 1.1

Resultados:

Devido aos resultados obtidos na Fase 1.0 optou-se por usar
como recipiente um tanque plastico de lavar roupa (Tanke
Wanke). Esta opcédo apresentava duas vantagens: sua
constituicdo fisica (plastica) e o turbilhonamento da agua
(Figura 13). Placas com meios de cultura estéril foram
deixadas em repouso em solucdo de hipoclorito a 1,0%
durante 4 horas e, na sequéncia, o tanque foi ligado durante

20 minutos.

Um dos objetivos foi alcangado: as placas ficaram limpas, mas
totalmente estilhacadas devido ao contato mecénico agressivo
com as pas da hélice no momento do turbilhonamento. Devido
ao choque e a solugao de hipoclorito de sodio, a borracha que
protege as pas da hélice foi destruida parcialmente e inumeros

pedacos de borracha de cor preta ficaram em suspenséo.

Figura 14. Tanque de lavar roupa com manivela.
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Fase 1.2

Resultados:

Fase 1.3

Resultados:

Fase 1.4

Resultados:

Fase 1.5

Resultados:

Passo seguinte: o experimento anterior foi repetido,
acrescentando-se uma proteg¢ao para as pas da hélice, com a
finalidade de evitar o choque mecanico.

Somente 50% das placas apresentaram-se totalmente limpas.
Em funcdo do movimento rotativo aspirativo, as placas eram

tragadas pela turbina, dificultando, assim, a lavagem.

Para resolver o problema foi criado um cesto (Figura 12) para ser
submetido a movimentos rotacionais com uma manivela (Figura
14) turbilhonando, assim, a agua por trinta minutos.

Foi observada melhora acentuada no numero de pecas limpas
(80%), porém a partes inferiores das placas se encaixavam umas
nas outras atrapalhando a limpeza. Apesar disto, o objetivo desta
fase foi alcangado. Os ensaios realizados foram encorajadores e a
experiéncia adquirida contribuiu para o desenvolvimento de um

novo desenho.

As placas e meios de cultura em solugéo aquosa foram aquecidos
a 65°C e, na segunda etapa, a 95°C durante duas horas.

O processo de aquecimento a 65°C nao alterou o resultado e, a
95°C, as placas ficavam esbranquicadas, perdendo-se a
possibilidade de recicla-las, apesar da eficiéncia da limpeza. Foi
abandonada, assim, a opc¢ao de acrescentar calor para auxiliar o

processo.

Voltou-se a utilizar o tambor de metal, com uma cesta
contendo as placas e meios, sem a solucao de hipoclorito de
sodio, usando somente agua com a finalidade especifica de
limpar. Foi acrescentado, além do movimento rotacional do
cesto, um jato de agua sob presséo.

Apds 5 minutos de lavagem, 95% das placas ficaram limpas.
Concluiu-se que o processo de rotacdo com jatos de agua era
eficiente e assim permitiria 0 aperfeicoamento do sistema para

atingir a meta de 100% de limpeza.
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Fase 1.6

Resultados:

Fase 1.7

Na sequéncia, com o objetivo de aumentar a velocidade da
limpeza, as placas foram separadas (tampa e fundo) e
acrescentaram-se oito bicos de lavagem acoplados a uma
bomba de alta pressdo de multiplo estagio.

Apds 5 minutos, 100% das placas ficavam totalmente limpas.
Concluiu-se que a maquina deveria ter seis a oito bicos para o
enxague, um cesto removivel com dois compartimentos e um
triturador de residuos para destruir completamente papéis das
etiquetas auto-adesivas e discos de antibidticos. Para resolver
o problema da oxidagao, todos os materiais usados deveriam

ser fabricados em aco inoxidavel ou plastico.

Apos as fases (1.0 a 1.7), alguns aspectos ja estavam definidos
e outros tinham de ser analisados de forma conjunta. Os
elementos e fungdes importantes (13 itens) sao listados abaixo

€ uma nova proposta foi desenhada (Figura 15).

1. Sistema de recirculacédo da solucédo de NaClIO;

2. Trituragao de papéis e/ou restos de plastico (triturador
comercial ou constru¢do de um modelo apropriado para o
sistema);

Cesto removivel com dois compartimentos;

Secagem das placas apds lavagem — sistema a frio e
ventilagao forgada ou a quente;

Abastecimento de agua, NaClO e CH3COOH;

Protétipo em aco inoxidavel ou plastico;

Cesto removivel;

© N O O

Velocidade do cesto (fixa ou variavel);

9. Bicos de lavagem (6 ou 8);

10. Fechamento hermético com tampa de acrilico ou vidro;
11. Saida para amostra na tubulagéo de esgoto;

12. Numero de motores (7);

13. Tanque de lavagem de ago inox (modelo comercial).
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Tampo de acrilico

Tubulagéo de secagem

Turbina de secagem

Tubulagdo de saida —____|

Dosadores

"~ Bomba de lavagem

lé"H Triturador
Valvula de amostragem Balzo de hipoclarito / %

Vzhula de drenagem / Camara ant-cavitagén Lntn—trituradnr de alta vazo

Figura 15. Esquema expandido do projeto do sistema automatizado de
tratamento e descarte de meios de cultura contaminados.

4.8.2.2 Componentes basicos e detalhamento da maquina (Figura 15)

Tampo de acrilico

O tampo de acrilico serve para abrir e fechar a maquina, possibilitando a
colocagao e retirada de placas; € transparente para visualizar o processo e
verificar sua eficacia ou ocorréncias indesejaveis durante o funcionamento do
rotor e jatos da solugdo biocida. E adaptado ao corpo da maquina, e se fecha
hermeticamente ao ser pressionado sobre uma base de borracha. O tampo

foi construido de forma artesanal, em acrilico.
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Corpo da maquina - base com cuba de ago inox

E a estrutura central da maquina; consiste em uma armacdo de aco a
qual se fixa uma cuba de aco inox. E a cdmara na qual ocorre a limpeza dos

materiais. Foi produzido de forma artesanal.

Tubulagédo de secagem

Duas mangueiras de poliestireno, uma para a entrada e outra para a

saida do ar. Tém a funcdo de conduzir o ar na secagem dos materiais

plasticos.

Turbina de secagem

Dispositivo que movimenta o ar na secagem dos materiais plasticos. E

acionado pelo motor de secagem.

Tubulagdo de saida

A tubulacdo de saida serve para a retirada da solugdo biocida e dos
meios de cultura apds o processo de reducao da carga microbiana. Este material
tratado é descartado na rede coletora de esgoto. Estas tubulagbes séo

conhecidas comercialmente como “mangueiras cristal”.

Dosadores

Sao elementos de medi¢cao, com a finalidade de medir o volume de
agua, hipoclorito de sodio e acido acético a ser usado. Ha um dosador para

cada elemento.
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Valvula de amostragem

E uma via de saida de material que permite a retirada de amostras de
meios de cultura homogeneizadas e tratadas, sem interferir no processo.

Usada para fazer o controle de qualidade pds-tratamento.

Valvula de drenagem

E um mecanismo semelhante & véalvula de amostragem, porém tem

como funcao esgotar a maquina.

Camara anticavitagao

Esta parte da maquina corresponde apenas a uma conformacao da
entrada do triturador, que permite eliminar problemas com cavitacdo na
entrada da bomba, problemas estes que reduzem a vida util da bomba e seu

rendimento.

Tubulagdo de bombeamento

E a tubulacdo que conduz a 4gua da bomba até os bicos de lavagem;
os tubos sdo feitos em aco inox. E utilizado um conjunto de tubos soldados

artesanalmente.
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Cesto

E uma armacao circular de barras de aco inox que tem a finalidade de
conter as placas enquanto giram durante a lavagem; é fechado por uma tela

plastica de PVC. O cesto contém dois compartimentos.

4.8.3 Motores

Os motores sao responsaveis por transformar energia elétrica em
movimento, por isso sao de fundamental importancia. Foram utilizados quatro

motores de corrente alternada e um de corrente continua.

Motor do triturador

Motor de 2 cv/monofasico/1.730 rpm acoplado a seis laminas de ago
inox dentro de um corpo de nylon com quebra-turbuléncia; tem como
finalidade triturar corpos soélidos ou gelatinosos, como pedagos de papel
utilizados na identificagao de placas, discos de antibidticos ou partes do meio
de cultura utilizado nas placas.

O triturador possui a particularidade de triturar os subprodutos sem

causar perda de carga na tubulagao.

Moto-bomba

Motor de 2 cv/monofasico/1.730 rpm montado em uma bomba com
fluxo maximo de 30 mil litros/hora e 12 metros de coluna d'agua de pressao;
tem como finalidade bombear a agua do molho e a agua limpa para a limpeza

das placas.
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Motor do secador

Motor de 1 cv/monofasico/1.730 rpm, montado sobre um caracol de

turbina, tem como finalidade secar as placas antes de serem retiradas da

maquina, facilitando a reciclagem.

Motor do cesto

Motor de 1/2 cv/monofasico/1.730 rpm, tem como finalidade girar o

cesto com as placas e meios de cultura.

Bomba de esvaziamento

Bomba de lavadora de roupa "BRASTEMP®" 220 v, tem como

finalidade esvaziar a bacia de lavagem.

Bomba de dosagem

Bomba de lavadora de roupa "BRASTEMP®" 220 v, tem como

finalidade aspirar os agentes quimicos e transferi-los para o corpo da

maquina.

4.8.4 Eletrovalvula de entrada de agua

Eletrovalvula "BRASTEMP®" 220 v, tem como finalidade medir a agua

que entra na maquina para preparar a solugao de biocida.

Alvaro Largura Novembro/2007



61

4. Materiais e Métodos

ABRIR TAMPA DE ACRILICO E
COMPARTIMENTOS DO CESTO

v

COLOCAR AS PLACAS
CONTAMINADAS SEPARANDO
AS PARTES

v
TRANCAR A TAMPA DE
ACRILICO
v
INCIAR O PROCESSO DE

ABASTECIMENTO DE AGUA IGAR O CESTO
= BOMBEAR
AGUA
ADICIONAR NaClO e CH3COOH R L GAR
TRITURADOR
REPOUSO |
10 MINUTOS
LIGAR O CESTO
BOMBEAR
AGUA e
LIGAR P MINUTOS
TRITURADOR
AMOSTRAS PARA O
CONTROLE DE I
QUALIDADE
DESLIGAR
v CESTO
ANALISE POR PCR BOMBA D'AGUA
TRITURADOR
ESVAZIAR
MAQUINA
\4
RETIRAR AS
PLACAS
REDE v
RECEPTORA
P TACAG D RECICLAGEM
TRATAMENTO

Figura 16. Esquema do procedimento operacional da maquina.

Alvaro Largura Novembro/2007



62

4. Materiais e Métodos

4.8.5 Painel de controle da maquina (Figura 17)

O painel de controle adotado é um arranjo que permite viabilizar as
rotinas de funcionamento. E composto de um controlador l6gico programéavel
(CLP), como item principal de comando, que permite a alteragao de qualquer
l6gica de funcionamento para adequar a rotina que sera adotada.

As rotinas basicamente sdo sequéncias de acionamentos temporizados,
permitindo diferentes combinagdes de atuadores.

As dimensdes do painel sdo: 200 x 300 x 400 mm.

4.8.5.1 Componentes do painel de controle

Disjuntores de entrada

Sao dois - um para protecdo e manobra da alimentacdo dos
componentes de comando como: botdes, chave, CLP e fonte de corrente
continua, e outro para protecdo e manobra dos elementos de corrente
elevada — forga / acionamento de motores. O disjuntor de comando é bifasico

e de 10 A e o disjuntor de forga é bifasico de 40 A.

Fusiveis de protecéao

Diferentes dos disjuntores, os fusiveis tém a fun¢do unica de proteger
0 circuito, ndo permitindo a manobra, porém servindo para ramificar os
circuitos de forma eficiente e barata, além de ocupar pouco espago. Foram
utilizados oito fusiveis de 0,5 A, nas saidas do CLP, e um fusivel de 0,5 A

para a alimentagao do CLP.
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Transformador

O transformador tem a funcao de modificar o valor da tensdo e da
corrente; foi utilizado um modelo de 500 mA/127-220V/12+12v para reduzir o

valor da tensao de entrada de 220v para 12v.

Retificador em ponte

Os retificadores em ponte tém a finalidade de transformar a corrente
alternada que sai do transformador em corrente continua, possibilitando a
alimentacao do CLP. Foi utilizado um modelo de 24VCC/500mA.

Botoes

Os botdes tém a funcdo de possibilitar a intervencdo do operador.

Foram instalados nove botoes.

Chave de manobra

As chaves de manobra provocam intervengdes no processo que sao
mantidas, de modo diferente dos botdes que apenas ddo um pulso de
comando. Foi colocada uma chave de manobra para possibilitar o

funcionamento da maquina em manual/automatico.

Contatores

Os contatores servem para acionar mecanismos que demandam
corrente elevada ou para efetuar um comando remoto. Foram utilizados
quatro para o acionamento dos motores que funcionam com correntes

elevadas.
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Relés de sobrecarga

Estes tém a fungéo de proteger o motor, desligando o circuito de forga

no momento em que eventualmente surgirem alteracbes na voltagem da

corrente elétrica. Foram utilizados quatro: um para cada contador.

I J 'g’g ‘ | IJ

Figura 17. Painel de controle da maquina.

Nomenclatura no painel de comando (Figura 17)

= Chave manual utomatico - M/A = Botao de parada - Para
= Botdo secador - Séc = Bot&o rotina 1 - Rot 1
= Bot&o triturador - Trit = Botdo rotina 2 -Rot 2
= Botdo cesto - Cest = Botdo rotina 3 -Rot 3
= Botdo moto-bomba - Bomb = Botdo rotina 4 -Rot 4
Alvaro Largura Novembro/2007
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Figura 18. Fotografia do sistema automatizado de tratamento e descarte de
meios de cultura contaminados.

4.8.5.2 Procedimento operacional do SADEMC (Figuras 16 e 18)

O tampo de acrilico que abriga o cesto de plastico (cor azul) dividido
em dois compartimentos € aberto. A seguir, apos terem sido separadas suas
2 partes (tampa e base com meio de cultura contaminados), as placas sao
colocadas no cesto, cada parte sendo depositada em um compartimento.
Este procedimento evita que durante a lavagem a tampa torne a se acoplar a
base, impedindo a lavagem e desinfecgdo das mesmas. O cesto e a tampa
de acrilico da maquina sao fechados. A partir deste momento o operador nao
tem mais contato com o sistema. Através de comando externo e medidores
de volume (dosadores tipo hidrdbmetro) sao injetados 50 litros de agua, 2,1
litros de NaCIO a 12% e 2,0 litros de CH3COOH a 10,0% , adicionando-se a
seqguir 48 litros de agua para atingir o volume final de 100 litros da solu¢ao
biocida. Liga-se a maquina para girar o cesto e neste momento os bicos de
jato de alta pressédo sédo acionados juntamente com o triturador. Desta forma,
a solucao biocida é bombeada continuamente para os 8 bicos (sob pressao),
lavando as placas com jatos. O triturador situado na base da maquina
homogeneiza a mistura e fraciona os pedagos de papéis ou discos de

antibidtico presentes nas placas. O tempo de operacdo da maquina foi
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determinado avaliando-se de minuto a minuto até a completa limpeza das
placas. Apds 15 minutos de operagcdo a maquina € desligada e uma amostra
da mistura € coletada para o controle de qualidade (avaliagdo da eventual
presengca de bactérias viaveis). O procedimento completo da maquina foi
repetido 5 vezes, avaliando: tempo do processo, rotagdes do cesto, volume
da carga, numero de placas 90 x 15 mm e 120 x 15 mm, peso dos meios de

cultura contaminados e peso da carga total.

4.8.6 Avaliagao microbioldgica dos residuos pos-tratamento com o
biocida e 0o SADEMC

4.8.6.1 Materiais usados

e Hipoclorito de sddio a 10% (Vetec Quimica Fina Ltda — RJ);

e Acido acético a 9,75% (4cido acético a 4.000 ppm - IndUstria e
Comeércio Chemin — PR);

e Placas de Petri 140 x 15 mm (poliestireno);

e Placas de Petri 90 x 15 mm (poliestireno);

e Liquidificador (capacidade de 1.000 mL);

e Copo Becker forma baixa graduado Griffin de 500 mL (marca Schott);

e Bastao de vidro;

e Seringas descartaveis de 10,0 mL (Becton Dickinson);

e Meios de cultura Cled, Mac Conkey, Muller Hunton, Brain Heart
Infusion Broth, Agar Sangue;

e Bactec Plus - Aerobic/F (Becton Dickinson);

e Equipamento Bactec (Becton Dickinson);

e Cepas de microorganismos liofilizados provenientes da Colecao de
Culturas do Instituto Adolfo Lutz (IAL - S&o Paulo) e cepas de
referéncia da American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD,
USA) (Tabela 1).

Alvaro Largura Novembro/2007



67

4. Materiais e Métodos

4.8.6.2 Ensaio microbiolégico da atividade bactericida do biocida
combinado (NaClO e CH3COOH)

As cepas-padrdes (Tabela 1) foram cultivadas em agar nutriente (Difco
USA) e incubadas a 36°C em estufa durante 24 horas. Em seguida, 5,0 mL da
cultura foram centrifugados e ressuspensos em salina, sendo ajustadas ao
tubo 10 da escala MacFarland (30 x 10® UFC/mL). O experimento para
determinar a atividade bactericida do biocida foi preparado conforme descrito
a seguir:

Quatro aliquotas de 20 pL (30x10°) da suspens&o bacteriana (tubo 10
da escala MacFarland) foram misturadas com 200 yL da solugao biocida de
NaClO a 250 ppm e CH3COOH a 200 ppm, e deixadas em repouso a 25°C
durante os tempos zero, 5, 10 e 30 minutos, respectivamente. Apds estes
periodos foram acrescentados 200 uL de tiossulfato de sédio a 0,6% para
neutralizar o efeito do biocida. Em seguida, a mistura foi semeada em agar
nutriente, com alga calibrada, para contagem das bactérias sobreviventes. As
placas foram incubadas aerobicamente por 24 horas a 37°C (KUROIWA et
al., 2003).

4.8.6.3 Ensaio microbiolégico da atividade bactericida do biocida
(NaClO e CH3 COOH) apés tratamento com o SADEMC

A capacidade maxima da maquina (SADEMC) é de 100 litros de
solucao biocida e 138 placas de Petri (90 x 15 mm), com peso total (placas e
meios contaminados) de 10,72 kg, sendo 4,62 kg de meios de cultura e
6,10 kg de placas, carga acondicionada em caixa de plastico com dimensao
que comporta 56 litros (Figura 19). Os testes microbioldgicos foram realizados
usando uma proporc¢ao reduzida da carga descrita. Assim, foram preparadas
diversas placas contaminadas com as 13 cepas e a mistura delas (Tabela 1).
Apos 24 horas em estufa a 36°C os meios contaminados foram separados

das placas, acondicionados em um Becker forma baixa graduado Griffin
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de 500 mL (marca Schott) e homogeneizados com bastdo de vidro. Para o
controle positivo foram pesados 9,24 g da mistura homogeneizada de meios e
bactérias, que foi diluida em 200 mL de agua deionizada. Para o teste, foi
utilizada a mesma quantidade (9,24 g), mas diluida em 200,0 mL de biocida
(NaClO a 120 ppm e CH3COOH a 100 ppm). Em seguida, as misturas foram
trituradas em um liquidificador (procedimento que simula o SADEMC) e,
posteriormente, coletadas amostras de 10 mL em seringa descartavel com
agulha, nos tempos 5, 15, 30 e 60 minutos (tempo de contato com o biocida
do meio de cultura contaminado). As amostras foram injetadas nos frascos
Bactec Plus — Aerobic (Figura 19), compostos de caldo de soja tripsicaseina,
hemina, polianetol, sulfato de sodio e resinas anidnicas e catibnicas com acéo
neutralizante sobre os antibiéticos (Becton Dickinson) e incubados no sistema
Bactec (Figura 21) 9050® (Becton Dickinson and Company) por um periodo
maximo de 7 dias ou até a detecgdo da positividade, conforme instrugdes do
fabricante (LARGURA et al., 2005). Seguindo o mesmo protocolo descrito,
reduziu-se o volume das amostras (meios contaminados e biocida) para
1,0 mL que foram em seguida injetadas nos frascos Bactec Plus e incubadas
no sistema Bactec 9050 (Figura 21). Este procedimento de redugédo do
indculo para 1,0 mL baseia-se no mesmo critério usado para amostras
clinicas (secre¢des purulentas) quando o paciente esta sob vigéncia de
antimicrobianos. A reducdo da quantidade de amostra semeada em meios
liquidos favorece o crescimento bacteriano porque a concentracido de
antimicrobiano eventualmente presente na amostra pode inibir o crescimento

do agente patogénico envolvido na infecgao.

4.8.6.4 Ensaio por PCR em tempo real apds tratamento com o
SADEMC

Além da avaliagao por cultura descrita acima, foram separadas duas
aliquotas de 1,0 mL para cada tempo de exposicdo ao SADEMC e também 2
aliquotas de 1,0 mL da mistura para os controles positivos. Uma aliquota

seguiu para a realizacao direta de quantificagdo de carga microbiana por PCR
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em tempo real e outra aliquota foi inoculada nos frascos Bactec Plus —
Aerobic e mantida em incubagao por 18 horas, quando 1,0 mL foi retirado
para precipitacado de RNA e quantificagao por Real-Time PCR.

Figura 19. Carga de placas com meios de cultura contaminados a serem
processados no SADEMC.

Figura 20. Frasco de cultura aerébico C/F (Becton Dickinson, USA).
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Figura 21. Instrumento de monitoramento continuo de cultura de sangue
modelo 9050 (Becton Dickinson, USA).

4.8.6.5 Avaliacdo da eficiéncia do SADEMC para reducédo da

carga bacteriana, através da técnica de PCR em tempo real

Para avaliar a eficiéncia do sistema SADEMC, foi realizada a
quantificacdo a partir do rRNA em tempo real dos microorganismos
presentes em meios de cultura provenientes de laboratério de microbiologia
clinica. Uma carga de meios de cultura contaminados (4,5 a 5,0 Kg),
acondicionados em placas de Petri de poliestireno foi colocada no SADEMC,
em seguida acrescentaram-se 100 litros de agua. Apds 15 minutos de
agitacdo continua (jatos de agua sob pressao, rotacdo e trituragdo) foi
retirado 1,5 mL desta solugdo para a quantificacdo bacteriana inicial (pré-
tratamento). Na sequéncia foram acrescentados NaClO e CH3COOH o
suficiente para obter a concentragcdo de 0,250% (250 ppm) e 0,200% (200
ppm) respectivamente. Apds 15 minutos de funcionamento do SADEMC foi
coletado 1,5 mL de uma segunda amostra (pds-tratamento). Este
procedimento foi realizado em 10 replicatas. Apds o tratamento todas as
amostras foram submetidas a cultura em BACTEC conforme experimento
descrito no item 4.8.6.3, pag. 68-69.
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5. RESULTADOS

5.1 Comparacgao entre os resultados obtidos pelo método PLA

Na Tabela 2 é apresentado um quadro-resumo de diametros dos halos

de inibicdo de crescimento bacteriano obtidos para todas as concentracdes

de hipoclorito de sddio e para os 13 tipos de microorganismos e sua mistura

pelo método PLA. Para todas as cepas, o numero de amostras (N) é 10. A

coluna M apresenta as médias e a coluna DP os desvios-padréao.

Tabela 2. Resumo dos didametros dos halos de inibicdo de crescimento
bacteriano obtidos para todas as concentragdes de hipoclorito de sédio pelo

método PLA.

Concentragéo 0,031% 0,062% 0,125% 0,250% 0,500% 1,00% 2,00% 4,00%
M |DP| M |(DP| M |[DP| M |DP| M |DP| M (DP| M |DP| M |DP
1. Acinetobacter calcoaceticus
ATCC 19606 0,00/ 0,00] 8,95/ 0,50 15,12| 1,59|24,77| 1,80| 34,48| 2,04| 43,24| 2,95| 48,01| 3,27|48,58| 3,49
2. Bacillus subtillis ATCC 19659 0,00/ 0,00] 9,53|0,42|18,45| 1,42|27,60| 1,15|38,47| 1,52| 45,60| 0,56| 48,41|0,80{49,17| 0,84
3. Candida albicans ATCC 10231 | 15,28| 4,05|28,02| 4,76| 39,62| 4,87|50,46| 4,59| 57,62| 4,52|62,67| 3,06| 65,18| 2,58|65,95| 3,30
4. Enterococcus faecalis ATCC
29212 0,00{ 0,00| 10,53| 1,26|17,40( 2,07| 25,24/ 2,36| 34,14| 2,76|40,75| 1,84| 45,80| 2,43|45,33| 2,71
5. Escherichia coli ATCC 25922 0,00/ 0,00] 9,66/ 0,84|16,26| 1,57|26,74| 1,71|35,82| 1,73|43,04| 1,57| 47,50| 1,37|47,38| 1,45
6. Proteus mirabilis ATCC 25933 0,00/ 0,00] 9,30/0,71|16,97| 1,65|28,02| 1,43|37,73| 2,83|44,40| 2,64| 47,67| 3,06|47,55| 3,36
7. Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 0,00/ 0,00| 8,42(0,27|11,19/0,91/18,12| 1,81]27,33| 1,37| 34,87| 1,41| 39,38| 1,74|39,50| 1,46
8. Salmonella typhimurium ATCC
14028 0,00| 0,00| 10,95/ 0,85 19,29| 1,62| 28,72| 1,91|37,78| 3,24| 44,64| 2,69| 48,10| 2,31|48,85| 2,02
9. Serratia marcescens ATCC 4133 | 0,00/ 0,00| 8,98 0,65|11,57| 1,55| 19,06| 1,93|28,78| 2,01| 36,18| 2,03| 40,56| 1,83{40,61| 1,70
10. Shigella flexneri ATCC 12022 0,00| 0,00] 11,13 1,09| 18,52 1,30/ 28,03| 1,93|36,73| 1,66| 43,94 1,80| 48,76| 1,99|49,25| 1,99
11. Staphylococcus aureus ATCC
25923 0,00| 0,00| 10,41/ 1,06| 17,44| 1,71/ 26,78| 1,15 35,96| 1,48 43,15| 2,66| 47,38|2,77|47,10| 2,31
12. Staphylococcus aureus IAL
1607 0,00{ 0,00| 11,81| 1,64|20,39| 2,14| 28,74| 2,23|37,16| 2,20(43,47| 2,12| 47,80| 2,47|47,71| 2,08
13. Staphylococcus aureus IAL
1604 0,00{ 0,00 9,43|0,81|14,01|1,02/23,17|1,77|33,11]| 2,31/40,56| 2,66| 44,36| 1,99|44,90| 2,59
14. Mistura ( 1...13)
0,00| 0,00] 10,00| 0,33| 17,27| 0,98] 26,91| 1,03| 37,88| 1,19 43,59| 0,65| 48,07* 1,16 47,01 2,62
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Na Tabela 3 estdo dispostos os resultados das anadlises de variancia,
comparando os microorganismos em todas as concentragdes, utilizando-se o
método PLA.

Tabela 3. Analise de variancia (método PLA)

SQ GL QM SQ GL QM

Concentraga

o Efeito Efeito Efeito Erro Erro Erro F P
0,031% 2.167,162 13 166,7048 | 147,5784 126 1,171257 | 142,3298 | <0,00001
0,062% 3.153,436 13 242,572 295,8863 126 2,348304 | 103,2967 | <0,00001
0,125% 5.923,445 13 455,6496 | 492,8773 126 3,911724 | 116,4831 | <0,00001
0,250% 7.222,961 13 555,6124 | 549,5962 126 4,361874 | 127,3793 | <0,00001
0,500% 6.204,941 13 477,3032 | 705,9549 126 5,602816 | 85,18987 | <0,00001
1% 5.188,606 13 399,1235 601,316 126 4,772349 | 83,63251 | <0,00001
2% 4.413,769 13 339,5207 | 625,3639 125 5,002911 | 67,86462 | <0,00001
4% 4.717,519 13 362,8861 | 727,1737 126 5,77122 62,87858 | <0,00001

Analisados os resultados da Tabela 3, pode-se comprovar diferenca

significativa entre os microorganismos em todas as concentragdes. Na

aplicagao

do teste de Tukey para identificagdo dessas diferencas

(assinaladas em vermelho na Tabela 2), constatou-se:

A Candida albicans comporta-se de forma diferente. Este
microorganismo apresenta em todas as concentragdes diametro
do halo de inibicdo muito maior que os demais microorganismos
(p=0,000023);

= Os demais microorganismos, por sua vez, comportam-se todos

de maneira muito semelhante (p>0,05).
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5.2 Comparacgao entre os resultados obtidos pelo método PCA

A Tabela 4 apresenta um quadro-resumo de diametros para todas as
concentragdes de hipoclorito de sédio e para os 13 tipos de microorganismos
€ sua mistura, obtidos pelo método PCA. As cepas-padrdes foram ensaiadas
em 10 replicatas. A coluna M apresenta as médias e a coluna DP os desvios-

padrao.

Tabela 4. Resumo dos diametros (mm) de inibicdo de crescimento bacteriano
dos halos obtidos pelo método PCA para todas as concentragdes de
hipoclorito de sodio

Concentragéo 0,031% 0,062% 0,125% 0,250% 0,500% 1,00% 2,00% 4,00%

1. Acinetobacter calcoaceticus

ATCC 19606 0 0 [8,96]0,63|10,26/0,73|15,43[1,53[20,64|1,49|25,24|1,40| 34,32 |3,42|45,47 (1,42
2. Bacillus subtillis ATCC 19659 0 0 |0,00]0,00/11,71]|0,53]|14,09|0,80|19,47|1,75]|23,94|1,11| 27,57 |1,40|37,95| 1,04
3. Candida albicans ATCC 10231 0 0 |10,50]0,86]17,19]1,95]|23,39|1,33|31,82|2,06|39,71|4,35| 48,21 |2,98|65,51|3,15
4. Enterococcus faecalis ATCC

29212 0 0 |943]0,37|12,74(1,00|14,79|1,25|21,22|1,66 | 26,56 | 1,58 | 35,51 | 2,26 |44,51|0,86
5. Escherichia coli ATCC 25922 0 0 |0,00]0,00]| 9,59 |0,53]|13,22|1,26|17,81[1,32]|22,68|1,35| 29,84 | 1,88|37,53|3,26
6. Proteus mirabilis ATCC 25933 0 0 |0,00]0,00/11,29]1,15]|15,35|1,60|21,46|2,03|27,57|2,65| 34,64 | 3,55|46,25|2,82

7. Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 0 0 [849]049|11,24|1,03|14,18(1,19[19,52|1,54|24,22|1,42| 30,59 |2,63]46,30|3,40

8. Salmonella typhimurium ATCC
14028 0 0 |0,00]0,00]8,92 |0,78|11,22|1,09(15,86|0,84|19,70|1,46| 26,28 |1,42|36,41|1,99

9. Serratia marcescens ATCC 4133 | 0 0 10,00]0,00] 8,86 [0,63|11,03]|1,14(17,11]|1,38|22,67|1,46| 29,43 |1,51]40,62(2,86

10. Shigella flexneri ATCC 12022 0 0 |0,00]0,00]|9,71|0,68|12,42|0,73[17,48]1,23|22,37|1,45| 28,92 |2,03|37,56|2,07

11. Staphylococcus aureus ATCC

25923 0 0 |0,00]0,00|9,61]0,60|12,78|0,87]|17,93|0,85]|23,02|1,44| 31,53 |1,74|43,02|2,58
12. Staphylococcus aureus IAL
1607 0 0 |8,82]0,21|12,09|0,85|15,16|1,37|19,03|1,02|24,77|1,70] 33,15 |2,35|42,29| 1,59
13. Staphylococcus aureus IAL
1604 0 0 | 0,00]0,00]| 9,96 |0,66]|13,41|0,98]|19,04|0,82|23,66|0,74| 31,31 |1,99|39,54|3,63
14. Mistura ( 1...13) 0 0 |0,00|0,00| 9,40 |0,78(12,45|0,82(17,25|0,44|22,06|1,02| 27,62 |1,40|39,16(1,03
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Na Tabela 5 estdo os

resultados das analises de varidncia

comparando os microorganismos em todas as concentragdes, utilizando-se o

método PCA.

Tabela 5. Analise de variancia (método PCA)

sQ gl QM SQ GL QM
Concentragao Efeito Efeito Efeito Erro Erro Erro F P

0,031% 0 13 0 0 126 0
0,062% 2.769,317 13 213,0243688 | 13,99558 | 126 0,111076032 1917,824804 |<0,00001
0,125% 616,7399 13 47,44152885 | 106,71855 | 126 0,846972619 56,01306085 | <0,00001
0,250% 1.172,517 13 90,19360071 | 172,49297 | 126 1,368991825 65,88322811 |<0,00001
0,500% 1.932,468 13 148,6513688 | 245,14303 | 126 1,945579603 76,40467067 | <0,00001
1% 2.871,595 13 220,8918888 | 436,00742 | 126 3,460376349 63,83464297 |<0,00001
2% 3.835,095 13 295,0073268 | 661,82318 | 126 5,252564921 56,16443229 | <0,00001
% 6.979,316 13 536,8704721 | 753,59562 | 126 5,980917619 89,76389683 | <0,00001

Analisados os resultados da Tabela 5, pode-se comprovar diferenca

significativa entre os microorganismos em todas as concentragdes, exceto na

concentragédo 0,031%. Na aplicacédo do teste de Tukey para identificacdo

dessas diferencas (assinaladas em vermelho na tabela 4), constatou-se:

Na concentracao 0,062% verifica-se a existéncia de dois grupos

de microorganismos, segundo o seu comportamento diante do

hipoclorito de sodio. Os grupos sdo mostrados na Tabela 6.
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Tabela 6. Agrupamento de microorganismos de acordo com

comportamento diante do NaCIO.

seu

Grupo 1

Grupo 2

Acinetobacter calcoaceticus ATCC 19606

Bacillus subtillis ATCC 19659

Candida albicans ATCC 10231

Escherichia coli ATCC 25922

Enterococcus faecalis ATCC 29212

Proteus mirabilis ATCC 25933

i E o o

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

®© |o |o N

Salmonella typhimurium ATCC 14028

12. Staphylococcus aureus IAL 1607

9.

Serratia marcescens ATCC 4133

10.

Shigella flexneri ATCC 12022

11.

Staphylococcus aureus ATCC 25923

13.

Staphylococcus aureus IAL 1604

14.

Mistura ( 1...13)

= Os microorganismos do grupo 1 sado significativamente mais

sensiveis, ou seja, em concentragbes menores ja apresentam

resposta ao hipoclorito de sédio;

= Nas demais concentracdes, a Candida albicans comporta-se de

forma diferente dos demais: em todas as concentracoes,

apresenta diametro do halo de inibicdo muito maior que os

demais microorganismos (p=0,000023);

» Os demais microorganismos, por sua vez, comportam-se todos

de maneira muito semelhante a partir da concentragao

0,125%(p>0,05).

5.3 Anadlise dos resultados obtidos pelo método PCA com o uso

do biocida hipoclorito de sddio combinado com acido acético

Na Tabela 7, segue um quadro-resumo de didmetros dos halos de

inibicdo, para todas as concentragdes de hipoclorito de sédio combinado com

acido acético e para os 13 tipos de microorganismos e sua mistura, obtidos

pelo método PCA. Para todas as cepas, o numero de amostras (N) é 10. A

coluna M apresenta as médias e a coluna DP os desvios-padréo.
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Tabela 7. Resumo dos didmetros dos halos de inibicdo do crescimento
bacteriano obtidos pelo método PCA para todas as concentragcdes de acido
acético combinado com hipoclorito de sédio

Concentragéo 0,1% - 0,125% 0,2% - 0,25% 0,4% - 0,5% 0,8% - 1%
M DP M DP M DP M DP
1. Acinetobacter calcoaceticus ATCC 19606 13,44 0,98 17,81 0,63 24,24 1,42 30,16 2,21
2. Bacillus subtillis ATCC 19659 12,80 0,65 14,98 0,61 19,73 1,67 24,95 1,22
3. Candida albicans ATCC 10231 34,05 1,45 40,82 1,39 53,85 1,49 58,31 1,94
4. Enterococcus faecalis ATCC 29212 13,89 0,37 19,81 1,55 27,45 1,64 39,18 2,75
5. Escherichia coli ATCC 25922 14,87 1,32 18,45 1,82 23,26 1,02 32,92 2,36
6. Proteus mirabilis ATCC 25933 14,84 0,74 20,87 1,44 26,71 1,17| 33,09 1,96
7. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 12,07 0,62] 14,96 1,08] 20,92 1,53 25,64 0,99
8. Salmonella typhimurium ATCC 14028 12,53 0,70 14,74 0,95 18,34 0,97| 26,38 1,92
9. Serratia marcescens ATCC 4133 12,30 0,62 16,99 0,64 21,66 1,54 24,94 1,30
10. Shigella flexneri ATCC 12022 13,00 0,55 18,40 0,64 24,66 3,23 29,83 3,04
11. Staphylococcus aureus ATCC 25923 14,63 1,46] 20,42 1,74 30,63 2,01 39,69 1,80
12. Staphylococcus aureus IAL 1607 15,62 0,47] 19,61 1,92 29,17 1,76 33,95 1,46
13. Staphylococcus aureus IAL 1604 14,50 0,74 18,38 0,84 23,36 1,08 28,48 1,47
14. Mistura ( 1...13) 12,35 0,60[ 15,65 0,63 17,51 0,42 22,50 1,29

Na Tabela 8 estdo apresentados os resultados das analises de

variancia comparando os microorganismos em todas as concentragoes.
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Tabela 8. Analise de variancia (hipoclorito de sédio e acido acético pelo
método PCA)

SQ GL QM SQ GL QM

Concentragao Efeito Efeito Efeito Erro Erro Erro F p

0,031% 2.167,162 13 166,7048 | 147,5784 126 1,171257 | 142,3298 |<0,00001
0,062% 3.153,436 13 242,572 | 295,8863 126 2,348304 | 103,2967 [<0,00001
0,125% 5.923,445 13 455,6496 | 492,8773 126 3,911724 | 116,4831 [<0,00001
0,250% 7.222,961 13 555,6124 | 549,5962 126 4,361874 | 127,3793 [<0,00001
0,500% 6.204,941 13 477,3032 | 705,9549 126 5,602816 | 85,18987 |<0,00001
1% 5.188,606 13 399,1235 | 601,316 126 4,772349 | 83,63251 [<0,00001
2% 4.413,769 13 339,5207 | 625,3639 125 5,002911 | 67,86462 |<0,00001
4% 4.717,519 13 362,8861 | 727,1737 126 5,77122 | 62,87858 |<0,00001

Analisados os resultados da Tabela 7, pode-se comprovar diferenca
significativa entre os microorganismos em todas as concentragbes. Na
aplicacdo do teste de Tukey para identificacdo dessas diferengas

(assinaladas em vermelho na tabela), constatou-se:

= A Candida albicans comporta-se de forma diferente. Em todas
as concentragdes, apresenta didmetro do halo de inibicdo muito

maior que os demais microorganismos (p=0,000023);

=  Os demais microorganismos, por sua vez, comportam-se todos

de maneira muito semelhante (p>0,05).

5.4 Analise para determinar a concentracio ideal do biocida pelo
método PLA

Na Tabela 9 estdo apresentadas as comparacbes entre as
concentragdes investigadas para todos os microorganismos, utilizando o

método PLA e hipoclorito de sodio.
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Tabela 9. Comparagdes entre as concentragdes (PLA)

1. Acinetobacter calcoaceticus ATCC 19606

Concentragdo| 0,031%| 0,062%| 0,125%| 0,250%| 0,500% 1,00% 2,00% 4,00%
Médias 0 8,95 15,119 24,774 34,484 43,244 48,011 48,584
N 10 10 10 10 10 10 10 10
D.P. 0] 0,50277| 1,586488| 1,799983| 2,038617| 2,951595| 3,272676| 3,487642
2. Bacillus subtillis ATCC 19659

Concentragdo| 0,031%| 0,062%| 0,125%| 0,250%| 0,500% 1,00% 2,00% 4,00%
Médias 0 9,53 18,448 27,6 38,467 45,6 48,406 49,169
N 10 10 10 10 10 10 10 10
D.P. 0| 0,423031| 1,422727| 1,152389| 1,516385| 0,557614| 0,800086| 0,843557
3. Candida albicans ATCC 10231

Concentragéo 0,031%| 0,062%| 0,125%| 0,250%| 0,500% 1,00% 2,00% 4,00%
Médias 15,277 28,015 39,621 50,461 57,615 62,673 65,175 65,954
N 10 10 10 10 10 10 10 10
D.P. 4,049395154| 4,759758| 4,869464| 4,593891| 4,519101| 3,058769| 2,575885| 3,303443
4. Enterococcus faecalis ATCC 29212

Concentragdo| 0,031%| 0,062%| 0,125%| 0,250%| 0,500% 1,00% 2,00% 4,00%
Médias 0 10,534 17,403 25,243 34,142 40,753 45,803 45,333
N 10 10 10 10 10 10 10 10
D.P. 0| 1,258025| 2,069262| 2,363359| 2,761512| 1,837511| 2,433489| 2,713542
5. Escherichia coli ATCC 25922

Concentragdo| 0,031%| 0,062%| 0,125%| 0,250%| 0,500% 1,00% 2,00% 4,00%
Médias 0 9,657 16,264 26,741 35,819 43,04 47,497 47,379
N 10 10 10 10 10 10 10 10
D.P. 0| 0,844973| 1,568816| 1,705947| 1,728098| 1,566567| 1,372217| 1,447423

6. Proteus mirabilis ATCC 25933

Concentragéo ‘

0,031%| 0,062%| 0,125%| 0,250%| 0,500% 1,00% 2,00% 4,00%
Médias 0 9,997 17,27] 26,914] 37,884 43,59| 48,066) 47,011
N 10 10 10 10 10 10 10 10
D.P. 0] 0,33096| 0,981541| 1,026853| 1,187389| 0,646684| 1,161906| 2,616522
7. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Concentragdo| 0,031%| 0,062%| 0,125%| 0,250%| 0,500% 1,00% 2,00% 4,00%
Médias 0 9,302 16,974| 28,017 37,728| 44,395 47,669| 47,549
N 10 10 10 10 10 10 10 10
D.P. 0| 0,706066| 1,650301| 1,425787| 2,829565| 2,64136| 3,061719| 3,358334
continua
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continuagao da Tabela 9.

8. Salmonella typhimurium ATCC 14028

Concentragdo| 0,031%| 0,062%| 0,125%| 0,250%| 0,500% 1,00% 2,00% 4,00%
Médias 0 8,421 11,192 18,121 27,328 34,87 39,377 39,497
N 10 10 10 10 10 10 10 10
D.P. 0] 0,270943| 0,912808| 1,809545| 1,365282| 1,414253| 1,740505| 1,458569
9. Serratia marcescens ATCC 4133

Concentragdo| 0,031%| 0,062%| 0,125%| 0,250%| 0,500% 1,00% 2,00% 4,00%
Médias 0 10,949 19,285 28,721 37,779 44,642 48,096| 48,847
N 10 10 10 10 10 10 10 10
D.P. 0] 0,850914| 1,616919| 1,914706| 3,240687| 2,68765| 2,314559| 2,016278
10. Shigella flexneri ATCC 12022

Concentragdo| 0,031%| 0,062%| 0,125%| 0,250%| 0,500% 1,00% 2,00% 4,00%
Médias 0 8,975 11,566 19,056 28,784 36,182| 40,561 40,607
N 10 10 10 10 10 10 10 10
D.P. 0| 0,648798| 1,549568| 1,926535| 2,008206| 2,025711| 1,830182| 1,699791
11. Staphylococcus aureus ATCC 25923

Concentragdo| 0,031%| 0,062%| 0,125%| 0,250%| 0,500% 1,00% 2,00% 4,00%
Médias 0 11,13 18,523| 28,026| 36,726| 43,935 48,762| 49,247
N 10 10 10 10 10 10 10 10
D.P. 0] 1,088301| 1,304173| 1,928835| 1,660563| 1,801489| 1,985737| 1,987439
12. Staphylococcus aureus IAL 1607

Concentragdo| 0,031%| 0,062%| 0,125%| 0,250%| 0,500% 1,00% 2,00% 4,00%
Médias 0 10,411 17,44 26,778 35958| 43,152| 47,376] 47,101
N 10 10 10 10 10 10 10 10
D.P. 0] 1,061879| 1,710861| 1,153447| 1,482174| 2,655894| 2,768261| 2,314526
13. Staphylococcus aureus IAL 1604

Concentragdo| 0,031%| 0,062%| 0,125%| 0,250%| 0,500% 1,00% 2,00% 4,00%
Médias 0 11,811 20,388| 28,736| 37,155| 43,467 47,796| 47,705
N 10 10 10 10 10 10 10 10
D.P. 0] 1,643286| 2,136705| 2,229779| 2,204764| 2,123404| 2,4681| 2,079141
14. Mistura (1...13)

Concentragdo| 0,031%| 0,062%| 0,125%| 0,250%| 0,500% 1,00% 2,00% 4,00%
Médias 0 9,427 14,013] 23,166| 33,112| 40,558| 44,36444| 44,904
N 10 10 10 10 10 10 9 10
D.P. 0| 0,808566| 1,019412| 1,771046] 2,30628| 2,659577| 1,994524| 2,591195
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5. Resultados

Analisando-se a Tabela 9 apresentada, pode-se comprovar que:

» Para todos os microorganismos, existe inibicdo significativa do
crescimento a partir da concentragdo de 0,062% (p=0,000123).
Esta pode ser considerada, portanto, a concentracdo minima

para inibir o crescimento bacteriano;

» Para a Candida albicans, nas concentracbes acima de 0,5%,
ndo existe efeito significativo, ou seja, o halo de inibicdo n&o

aumenta significativamente;

» Para os demais microorganismos, nas concentragbes acima de
2%, nao existe efeito significativo, ou seja, o halo de inibicao

ndo aumenta significativamente.

5.5 Analise para determinar a concentracao ideal do biocida pelo
método PCA

Na Tabela 10 estdo apresentadas as comparagbes entre as
concentragdes investigadas para todos os microorganismos, utilizando o

método PCA e hipoclorito de sodio.
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Tabela 10. Comparagdes entre as concentragcdes de hipoclorito de sédio pelo

método PCA
1. Acinetobacter calcoaceticus ATCC 19606
Concentragdo| 0,031%| 0,062%| 0,125%| 0,250%| 0,500% 1,00% 2,00% 4,00%
Médias 0 8,961 10,259 15,434 20,644 25,244 34,318 45,469
N 10 10 10 10 10 10 10 10
D.P. 0| 0,632815| 0,731398| 1,531645| 1,492285| 1,398008| 3,417845| 1,417827
2. Bacillus subtillis ATCC 19659
Concentragdo| 0,031%| 0,062%| 0,125%| 0,250%| 0,500% 1,00% 2,00% 4,00%
Médias 0 0 11,707 14,088 19,467 23,943 27,566 37,946
N 10 10 10 10 10 10 10 10
D.P. 0 0| 0,53041| 0,800622| 1,74975] 1,10757| 1,395048| 1,042488
3. Candida albicans ATCC 10231
Concentragdo| 0,031%| 0,062%| 0,125%| 0,250%| 0,500% 1,00% 2,00% 4,00%
Médias 0 10,5 17,188 23,386 31,818 39,71 48,207 65,508
N 10 10 10 10 10 10 10 10
D.P. 0| 0,856024| 1,949911| 1,326861| 2,057343| 4,352537| 2,984363| 3,151799
4. Enterococcus faecalis ATCC 29212
Concentragdo| 0,031%| 0,062%| 0,125%| 0,250%| 0,500% 1,00% 2,00% 4,00%
Médias 0 9,429 12,735 14,785 21,215 26,562 35,514 44,51
N 10 10 10 10 10 10 10 10
D.P. 0] 0,36501| 1,000169| 1,250451| 1,656504| 1,577261| 2,260655| 0,863571
5. Escherichia coli ATCC 25922
Concentragdo| 0,031%| 0,062%| 0,125%| 0,250%| 0,500% 1,00% 2,00% 4,00%
Médias 0 0 9,585 13,218 17,812 22,682 29,843 37,529
N 10 10 10 10 10 10 10 10
D.P. 0 0| 0,53313 1,2572| 1,322017| 1,346558 1,8787| 3,260336
6. Proteus mirabilis ATCC 25933
Concentragdo| 0,031%| 0,062%| 0,125%| 0,250%| 0,500% 1,00% 2,00% 4,00%
Médias 0 0 11,288 15,347 21,461 27,567 34,636 46,253
N 10 10 10 10 10 10 10 10
D.P. 0 0| 1,147372| 1,600014| 2,026971| 2,654037| 3,546583| 2,824945
7. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Concentragdo| 0,031%| 0,062%| 0,125%| 0,250%| 0,500% 1,00% 2,00% 4,00%
Médias 0 8,494 11,243 14,182 19,522 24,221 30,592 46,304
N 10 10 10 10 10 10 10 10
D.P. 0| 0,493563| 1,028278| 1,187348| 1,53841| 1,422005| 2,630259| 3,395645
continua
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5. Resultados

continuagao da Tabela 10.

8. Salmonella typhimurium ATCC 14028

Concentracéo| 0,031%| 0,062%| 0,125%| 0,250%| 0,500% 1,00% 2,00% 4,00%
Médias 0 0 8,916 11,22 15,859 19,696] 26,283 36,408
N 10 10 10 10 10 10 10 10
D.P. 0 0] 0,776376] 1,09135| 0,83717| 1,464045| 1,415769|1,991357996

9. Serratia marcescens ATCC 4133

Concentragéo| 0,031%| 0,062%| 0,125%| 0,250%| 0,500% 1,00% 2,00% 4,00%

Médias 0 0 8,863 11,033 17,106| 22,674| 29,427] 40,615
N 10 10 10 10 10 10 10 10
D.P. 0 0] 0,629569| 1,141413| 1,379776| 1,462313| 1,506969| 2,858003

10. Shigella flexneri ATCC 12022

Concentracdo| 0,031%| 0,062%| 0,125%| 0,250%| 0,500% 1,00% 2,00% 4,00%

Médias 0 0 9,711 12,42 17,476| 22,373] 28,924 37,558
N 10 10 10 10 10 10 10 10
D.P. 0 0] 0,676272| 0,733924| 1,229609| 1,446744| 2,033225| 2,068444

11. Staphylococcus aureus ATCC 25923

Concentragdo| 0,031%| 0,062%| 0,125%| 0,250%| 0,500% 1,00% 2,00% 4,00%

Médias 0 0 9,608 12,78 17,927|  23,023|  31,532| 43,023
N 10 10 10 10 10 10 10 10
D.P. 0 0] 0,599255| 0,87271| 0,85457| 1,444892| 1,738964| 2,576423

12. Staphylococcus aureus IAL 1607

Concentracdo| 0,031%| 0,062%| 0,125%| 0,250%| 0,500% 1,00% 2,00% 4,00%

Médias 0 8,822 12,094 15,162 19,03 24,765] 33,145 42,285
N 10 10 10 10 10 10 10 10
D.P. 0] 0,212122| 0,849316| 1,368176] 1,015404| 1,700688| 2,350542| 1,586521

13. Staphylococcus aureus IAL 1604

Concentragéo| 0,031%| 0,062%| 0,125%| 0,250%| 0,500% 1,00% 2,00% 4,00%

Médias 0 0 9,964 13,409 19,039| 23,664 31,311 39,542
N 10 10 10 10 10 10 10 10
D.P. 0 0] 0,656475| 0,983807| 0,823049| 0,743359| 1,987564| 3,632804

14. Mistura (1...13)

Concentracdo| 0,031%| 0,062%| 0,125%| 0,250%| 0,500% 1,00% 2,00% 4,00%

Médias 0 0 9,404 12,449 17,249| 22,062| 27,622 39,16
N 10 10 10 10 10 10 10 10
D.P. 0 0] 0,782903| 0,818813| 0,441071| 1,022294| 1,398664| 1,025335
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5. Resultados

Analisando-se a tabela 10 apresentada, pode-se comprovar:

» Para alguns microorganismos, existe inibigao significativa do
crescimento a partir da concentragdo de 0,062% (p=0,000123);
outros microorganismos, contudo, s apresentam inibigao
significativa a partir da concentragéo de 0,125% (p=0,000123).
Esta ultima pode ser considerada, portanto, a concentragao

minima para inibitoria.

5.6 Analise para determinar pelo método PCA a concentragéo

ideal do biocida hipoclorito de sddio combinado com acido acético

Na Tabela 11 estdo apresentadas as comparacbes entre as
concentragdes investigadas para todos os microorganismos, utilizando o

método PCA e hipoclorito de s6dio combinado com acido acético.
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Tabela 11. Comparacodes entre as concentracdes pelo método PCA utilizando
hipoclorito de s6dio combinado com acido acético

1. Acinetobacter calcoaceticus ATCC 19606

Concentragdo 0,1% - 0,125% 0,2% - 0,250% 0,4% -0,50% | 0,8% - 1%
Médias 13,442 17,813 24,244 30,164
N 10 10 10 10
D.P. 0,97738654 0,62774818 1,41665647| 2,206214
2. Bacillus subtillis ATCC 19659

Concentragéo 0,1% - 0,125% 0,2% - 0,250% 0,4% - 0,50% 0,8% - 1%
Médias 12,801 14,979 19,731 24,945
N 10 10 10 10
D.P. 0,65267739 0,61228987 1,66975347 1,223059
3. Candida albicans ATCC 10231

Concentragdo 0,1% - 0,125% 0,2% - 0,250% 0,4% -0,50% | 0,8% - 1%
Médias 34,046 40,819 53,853 58,314
N 10 10 10 10
D.P. 1,45332722 1,38759144 1,48654745 1,937491
4. Enterococcus faecalis ATCC 29212

Concentragéo 0,1% - 0,125% 0,2% - 0,250% 0,4% - 0,50% 0,8% - 1%
Médias 13,891 19,809 27,451 39,18
N 10 10 10 10
D.P. 0,37331696 1,54827826 1,63608238| 2,749129
5. Escherichia coli ATCC 25922

Concentragdo 0,1% - 0,125% 0,2% - 0,250% 0,4% -0,50% | 0,8% - 1%
Médias 14,873 18,448 23,257 32,919
N 10 10 10 10
D.P. 1,31936896 1,81878959 1,01797239|  2,356954
6. Proteus mirabilis ATCC 25933

Concentragéo 0,1% - 0,125% 0,2% - 0,250% 0,4% - 0,50% 0,8% - 1%
Médias 14,844 20,873 26,714 33,093
N 10 10 10 10
D.P. 0,74220692 1,43759869 1,17186651 1,962125
7. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Concentragdo 0,1% - 0,125% 0,2% - 0,250% 0,4% -0,50% | 0,8% - 1%
Médias 12,065 14,961 20,924 25,644
N 10 10 10 10
D.P. 0,6207925 1,07760485 1,52961288|  0,992474

continua
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continuagdo da Tabela 11.

8. Salmonella typhimurium ATCC 14028

Concentragéo 0,1% - 0,125% 0,2% - 0,250% 0,4% - 0,50% | 0,8% - 1%
Médias 12,528 14,737 18,342 26,381
N 10 10 10 10
D.P. 0,69644813 0,95287926 0,97386743 1,923633
9. Serratia marcescens ATCC 4133

Concentragdo 0,1% - 0,125% 0,2% - 0,250% 0,4% -0,50% | 0,8% - 1%
Médias 12,298 16,987 21,66 24,941
N 10 10 10 10
D.P. 0,61733837 0,63767024 1,54205491 1,303648
10. Shigella flexneri ATCC 12022

Concentragéo 0,1% - 0,125% 0,2% - 0,250% 0,4% - 0,50% | 0,8% - 1%
Médias 12,996 18,397 24,656 29,827
N 10 10 10 10
D.P. 0,55134583 0,63908007 3,22657782|  3,042035
11. Staphylococcus aureus ATCC 25923

Concentragdo 0,1% - 0,125% 0,2% - 0,250% 0,4% -0,50% | 0,8% - 1%
Médias 14,63 20,416 30,634 39,685
N 10 10 10 10
D.P. 1,46342824 1,74259194 2,01491218 1,798149
12. Staphylococcus aureus IAL 1607

Concentragéo 0,1% - 0,125% 0,2% - 0,250% 0,4% - 0,50% 0,8% - 1%
Médias 15,619 19,609 29,171 33,946
N 10 10 10 10
D.P. 0,46971504 1,91766322 1,76318178 1,4579
13. Staphylococcus aureus IAL 1604

Concentragdo 0,1% - 0,125% 0,2% - 0,250% 0,4% -0,50% | 0,8% - 1%
Médias 14,5 18,384 23,362 28,481
N 10 10 10 10
D.P. 0,73742796 0,83763158 1,08256691 1,472605
14. Mistura (1...13)

Concentragéo 0,1% - 0,125% 0,2% - 0,250% 0,4% - 0,50% 0,8% - 1%
Médias 12,354 15,649 17,506 22,5
N 10 10 10 10
D.P. 0,59902142 0,630528 0,416632 1,29071
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5. Resultados

Analisando-se a Tabela 11 apresentada, pode-se comprovar que:

» Para todos os microorganismos existe inibicdo significativa do
crescimento a partir da concentragao de 0,2% de acido acético
e 0,25% de hipoclorito de sédio (p=0,000159). Estas ultimas
podem ser consideradas, portanto, as concentragdes minimas

inibitorias.

5.7 Comparagao entre os métodos de inibicdo do crescimento
bacteriano (PLA e PCA com NaClO e PCA com biocida

combinado)

A Tabela 12 apresenta a comparagao entre os 3 métodos, em relagéo

a todas as bactérias e concentragdes.
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Tabela 12. Comparagdes entre as concentragdes (3 métodos)

CONCENTRACOES
0,1% AA - 0,125% HS 0,2% AA - 0,250% HS 0,4% AA - 0,500% HS 0,8% AA - 1% HS

BACTERIAS METODOS |Médias| N | D.P. p Médias| N | D.P. P Médias| N |[D.P. p Médias| N |[D.P p

1. Acinetobacter|PCA-AA-HS 0,98 219202 17,81 | 10 | 0,63 10 [ 1,42 10 [2,21

calcoaceticus PCA-HS 0,73 ’E—09 10 | 1,53 U, 42242E 10 |1,49 1,81306 10 |1,40 6,1971

ATCC 19606 -14 E-16 1E-16
PLA-HS 1,59 10 | 1,80 10 | 2,04 10 |2,95

2. Bacillus PCA-AA-HS 0,65 CR°m 10 | 0,61 10 11,67 pZSl 10 1,22

subtillis ATCC  |pcA-HS 0,53 4,03422 14,09 | 10 | 0,80 3,0879E- 10 1,75 2,72667 23,94 | 10 1,11 2,6056

19659 E-15 24 E-21 2E-28
PLA-HS 1,42 10 | 1,15 10 | 1,52 10 [0,56

3. Candida PCA-AA-HS 1,45 10 [ 1,39 10 [ 1,49 232813 10 [1,94

albicans ATCC  [pcA-HS 1,95 6,58391 10 | 1,33 1,23732E 10 |2,06 | E-17 10 |4,35 5,9925

10231 E-15 -17 4E-15
PLA-HS 4,87 ‘ 10 | 4,59 10 |4,52 10 [3,06

4. Enterococcus |TCA-AA-HS 0,37 19,81 | 10 | 1,55 10 | 1,64 10 |2,75

faecalis ATCC  [pca-HS 1,00 6,11503 10 | 1,25 [1,95278E 10 | 1.66 [5.27145 10 |1.588,5347

29212 E-08 ’ -12 ’ E-13 —1 E-15
PLA-HS 2,07 10 | 2,36 10 [2,76 10 [1,84
PCA-AA-HS 1,32 10 [ 1,82 10 [ 1,02 10 [2,36

5. Escherichia  [pca-HS 0,53 2,92342 10 | 1,26 2,652E- 10 |1,32 2,24909 10 1,35 1,8213

coli ATCC 25922 E-12 16 E-21 2E-19
PLA-HS 1,57 10 | 1,71 10 [ 1,73 10 [1,57

6. Proteus PCA-AA-HS 0,74 10 | 1,44 10 (1,17 10 [1,96

mirabilis ATCC  |pcA-HS 1,15 5,37998 10 | 1,60 3,08113E 10 |2,03 2,78702 10 |2,65 3,3242

25933 E-13 -16 E-19 1E-16
PLA-HS 0,98 10 | 1,03 10 [ 1,19 10 [0,65

7.

Pseudomonas PCA-AA-HS 0,62 CRelcm 10 | 1,08 10 [ 1,53 PLIZE 10 0,99

aeruginosa PCA-HS 1,03 |2,38114 JEVEFE! | 10 | 1,19 [1,06583EEIN:Pi | 10 | 1,54 [9,69187 ER¥IpP) | 10 |1,42(1,6369

ATCC 27853 E-11 -20 E-18 7E-20
PLA-HS 1,65 10 | 1,43 10 | 2,83 10 |2,64

8. salmonella [PCA-AA-HS 0,70 10 [ 0,95 10 [ 0,97 10 [1,92

typhimurium PCA-HS 0,78 5,40204 10 | 1,09 3,70971E| 10 |0,84 2,2909E 10 |1,46 1,8103

ATCC 14028 E-10 -11 -19 6E-17
PLA-HS 0,91 10 | 1,81 10 [ 1,37 10 [1,41

9. Serratia PCA-AA-HS 0,62 10 | 0,64 10 [ 1,54 10 [1,30

marcescens PCA-HS 0,63 3,89724 10 [ 1,14 1,7457E- 10 [1,38 6,59195 10 |1,46 9,8932

ATCC 4133 E-18 21 E-18 TE-21
PLA-HS 1,62 10 | 1,91 10 |3,24 10 [2,69

10. Shigella PCA-AA-HS 0,55 10 | 0,64 10 13,23 10 |3,04

flexneri ATCC  [pcA-HS 0,68 5,5584E- 10 | 0,73 [1,92593E 10 | 1,23 |8,73078 10 |1.45(8,0084

12022 07 ’ -12 ’ E-11 — 8E-13
PLA-HS 1,55 10 | 1,93 10 | 2,01 10 [2,03

11.

Staphylococcus |7 CA-AA-HS 1,46 10 [1,74 10 | 2,01 10 [1,80

aureus ATCC  |pCA-HS 0,60 444131 10 | 0,87 [9,93248E 10 | 0,85 |2,78809 10 |1,44 |3,5906

25923 E-15 -18 E-20 8E-21
PLA-HS 1,30 10 | 1,93 10 | 1,66 10 [1,80

12. PCA-AA-HS 0,47 10 | 1,92 10 [ 1,76 10 [1,46

Staphylococcus [pcA-HS 0,85 8,57851 10 | 1,37 1,36105E 10 |1,02 6,80939 10 |1,70 1,8659

aureus IAL 1607 E-10 -14 E-19 5E-16
PLA-HS 1,71 10 [ 1,15 10 | 1,48 10 [2,66

13. PCA-AA-HS 0,74 10 [ 0,84 10 [ 1,08 10 [1,47

Staphylococcus [pca-HS 0,66 2,83185 10 | 0,98 1,05638E 10 |0,82 8,58912 10 |0,74 2,3051

aureus IAL 1604 E-15 -18 E-21 4E-21
PLA-HS 2,14 10 | 2,23 10 |2,20 10 [2,12
PCA-AA-HS 0,60 10 [ 0,63 10 (0,42 10 [1,29

14. Mistura PCA-HS 0,78 3,73845 10 | 0,82 12,45565E V&Ll 10 | 0,44 2,85275 e X0l 10 |1,02 6,7681

(1...13) E-12 -17 E-21 7TE-20
PLA-HS 1,02 10 [ 1,77 10 | 2,31 10 |2,66

I Vaior Inibigao

I > Vaior inibicao

I Venor inibicao
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5. Resultados

Na Tabela 12 sdo apresentados os resultados das analises de variancia.
Os trés métodos foram comparados para cada bactéria e para cada
concentragao, perfazendo, assim, 56 analises que estdo resumidas na Tabela
11. Os resultados sdo comentados a seguir:

As cepas-padroes relacionadas no grupo 1 da Tabela 13 apresentam
padroes de resultados semelhantes. Em todas as concentragbes ocorreu o
mesmo comportamento. O método PLA (Tabela 12, Figuras 22 a 29) apresenta
resultados de didmetro do halo de inibigdo sempre maiores que os dos demais
métodos. Por sua vez, o método PCA (com hipoclorito de sddio e acido acético)
apresenta resultados de didmetros também maiores que os observados pelo
PCA usando apenas com hipoclorito de sddio. As diferencas mais significativas
observadas. Neste grupo pelo método PCA estéo relacionadas com o maior ou
menor didmetro do halo de inibicdo do crescimento bacteriano. Como exemplo

desta observagao, destacam-se as diferengas entre as Figuras 22,23 e 24.

Tabela 13. Agrupamento de microorganismos de acordo com seu
comportamento diante do NaClO e do NaCIO combinado com CH3COOH

Grupo 1 Grupo 2
Acinetobacter calcoaceticus ATCC 19606 Bacillus subtillis ATCC 19659
Candida albicans ATCC 10231 Enterococcus faecalis ATCC 29212
Escherichia coli ATCC 25922 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Proteus mirabilis ATCC 25933 Shigella flexneri ATCC 12022
Salmonella typhimurium ATCC 14028 Mistura das 13 cepas padao

Serratia marcescens ATCC 4133

Staphylococcus aureus IAL 1607

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Staphylococcus aureus IAL 1604
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Figura 22. Distribuicdo das médias dos didametros dos halos de inibicdo das
duas solugdes biocidas pelos trés métodos - PCA-AA-HS : PCA (CH3COOH +
NaClO), PCA-HS : PCA (NaClO) e PLA-HS: PLA (NaClO) (Acinetobacter

calcoaceticus)
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Figura 23. Distribuicdo das médias dos didmetros dos halos de inibicdo das
duas solugdes biocidas pelos trés métodos - PCA-AA-HS : PCA (CH3COOH +
NaClO), PCA-HS : PCA (NaClO) e PLA-HS: PLA (NaClIO) (Candida albicans)
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Figura 24. Distribuicdo das médias dos didmetros dos halos de inibicao das
duas solugdes biocidas pelos trés métodos - PCA-AA-HS: PCA
(CH3COOH+NaCIO),PCA-HS:PCA(NaCIO),PLA-HS:PLA(NaCIO)  (Escherichia
coli)

As cepas-padrdes relacionadas no grupo 2 da Tabela 13 apresentam
padrdes de resultados diferentes. Para o Bacillus subitillis (Figura 25) o método
PLA em todas as concentragdes apresenta didmetros maiores que os demais
métodos. Por sua vez, o método PCA com hipoclorito de sédio e acido acético,
n&o difere do método PCA apenas com o hipoclorito de sodio (Figura 25). O
mesmo padrao de resultado foi observado com a cepa de Enterococcus faecalis,
a nao ser para a concentragao 0,8% de acido acético e 1% de hipoclorito de
sédio (figura 26) nas quais os resultados nao diferem dos do método PCA com
hipoclorito de sddio. Para a cepa de Pseudomonas aeruginosa ocorreu 0 mesmo
comportamento em todas as concentragdes. O método PLA apresenta
didmetros sempre maiores que os demais. Por sua vez, a relacdo entre os 2
métodos PCA é muito estreita (Figura 27). Para a cepa de Shigella flexneri o
método PLA apresenta os maiores didmetros em todas as concentragdes,
exceto na concentracdo de 0,125% de NaClO onde apresenta os piores
resultados. O método com a solugdo combinada é superior ao com NaClO . Para

a mistura das 13 cepas de microorganismos, o meétodo PLA apresenta
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diametro do halo de inibigdo sempre maiores que os demais. Por sua vez,
nas concentragdes mais baixas o PCA com hipoclorito de sédio e acido
acético apresenta didmetros maiores que o PCA apenas com hipoclorito de

sédio; nas concentragbes mais altas (Figura 29), se equivalem.

45 4 i

o
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© 25 1 /{/://‘
3 20 =
2el —— 5 —

10 |

0,1AA 0,2AA 0,4 AA 0,8 AA

0,125HS 025HS 05HS 1HS

Concentragéo

—— PCA-AA-HS —— PCA-HS —— PLA-HS

Figura 25. Distribuicdo das médias dos didmetros dos halos de inibigdo das
duas solugdes biocidas pelos trés métodos - PCA-AA-HS : PCA (CH3COOH
+ NaClO), PCA-HS : PCA (NaClO) e PLA-HS: PLA (NaCIO) (Bacillus
subtillis).

45
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Figura 26. Distribuicdo das médias dos didametros dos halos de inibigdo das
duas solucdes biocidas pelos trés métodos - PCA-AA-HS : PCA H3COOH +
NaClO), PCA-HS:PCA(NaClO) e PLA-HS: PLA (NaClO) (Enterococcus
faecalis).
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Figura 27. Distribuicdo das médias dos didmetros dos halos de inibicdo das

duas solugdes biocidas pelos trés métodos - PCA-AA-HS: PCA
(CH3COOH+NaCIO), PCA-HS:PCA (NaClO) e PLA-HS: PLA (NaClO)
(Pseudomonas aeruginosa).
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Figura 28. Distribuicao das médias dos didmetros dos halos de inibicdo das

duas

solugdes biocidas

pelos

trés

métodos

PCA-AA-HS: PCA

(CH3COOH+NaCIO), PCA-HS: PCA (NaClO) e PLA-HS: PLA (NaCIO)

(Shigella flexneri).
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Figura 29. Distribuicdo das médias dos didametros dos halos de inibigdo das
duas solugdes biocidas pelos trés métodos - PCA-AA-HS: PCA
(CH3COOH+NaCIO), PCA-HS: PCA (NaClO) e PLA-HS: PLA (NaClO)
(mistura das 13 cepas).

5.8 Atividade bactericida do hipoclorito de sédio com fragmentacéo

de DNA avaliado pela PCR e PCR em tempo real

Quando se avalia a integridade do DNA, apds exposigcao a diferentes
concentracdes de NaClO seguida da precipitacdo de DNA e eletroforese em
gel, observa-se presenca de uma banda fluorescente nas amostras diluidas
em solugdo salina ou em NaClO a 0,03% (Figura 22). Nao foi observado
material gendmico nas amostras a que foi adicionado NaCIlO a 1%.

Dados semelhantes ao observados em produtos de PCR também
foram notados quando da realizacdo da reacao de detecgcdo em tempo real
pela PCR. As amostras diluidas em solucdo salina apresentaram evidente
deteccgao de fluorescéncia. Por outro lado, as amostras diluidas em NaClO a
1% apresentaram apenas discreta emissdo fluorescente. Ao avaliar as
curvas de dissociagdo relacionadas aos produtos de reacdo, naquelas
referentes as solucdes diluidas em NaClO 1%, observa-se a presenca de
produtos inespecificos (Figuras 31 e 32). Estes dados foram confirmados

pela analise de eletroforese em gel de Agarose (Figura 30).

Alvaro Largura Novembro/2007



94

5. Resultados

5.9 Quantificagdo de rRNA bacteriano

Na quantificagdo de rRNA das solugbes bacterianas equivalentes aos
tubos da escala de McFarland, foi observada diminuicdo progressiva dos
valores de ciclo de detecgao (Ct) a partir das concentragdes equivalentes aos
tubos 0,5 a 4 da escala. Observa-se a elevacdo dos Ct quando as
concentracdes se elevam a valores maiores que o0s equivalentes ao nivel 4
da escala de MacFarland (Tabela14 e Figuras 33 e 34).

Quando se realizou PCR em tempo real com assimetria de
concentragdo de oligonucleotideos iniciadores, com o intuito de inibir o “efeito
gancho”, nado foi observada diferenga dos valores de Ct quando comparados
aos obtidos com a utilizacdo de concentragcbes semelhantes dos

oligonucleotideos iniciadores.

Figura 30. Fotografia do gel de Agarose a 5% e brometo de etidio sob
emissao de luz UV. (1) Amostra controle contendo solugédo bacteriana pura.
(2) Amostra com solugédo bacteriana + 0,5% de NaClO a 1%. (3) Amostra com
solugéo bacteriana pura + igual volume de solugao fisiologica.
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Delta Bn vs Cycle
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Figura 31. Determinacdo de intensidade de fluorescéncia emitida pelas
reacoes de SYBR-Green. As amostras submetidas a solugédo salina (linhas
vermelha e purpura) apresentam um sinal de detecg¢ao a partir dos ciclos 17 e
20. As amostras submetidas ao mesmo volume de solugdo de NaClO a 1%
(linha verde-escuro) e as amostras controle negativo (linhas marrom e verde-
claro) apresentam sinal de detecgao a partir do ciclo de numero 30.
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Dissociation Curve

Derivative
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Figura 32. Curva de dissociagao dos produtos das reagdes de SYBR-Green.
As amostras submetidas a solugédo salina (linhas vermelha e azul clara)
apresentam um sinal unico de dissociacdo. As reacdes que contém as
amostras submetidas as solu¢gées de NaClO 1% (linha vermelha — inferior e
verde-escuro), NaClO 0,03% (linhas purpura e verde-claro) e a amostra
controle negativo (linha marrom) apresentam sinais inespecificos de
dissociacao.
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Tabela 14. Valores do ciclo de deteccdo de sinal de sonda Tagman® de
acordo com a concentragcao de RNA das amostras pela escala de MacFarland

1] 0.5 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ct |16.3 | 153 | 151 | 14.6 | 1455 | 1472 | 149 | 150 | 14.18 | 17.35 | 18.88

[ = Concentragéo das solugdes de acordo com a escala de MacFarland

Ct = Ciclo do Real-Time PCR no qual a amostra cruza a linha de detecgao.
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Figura 33. Curva de amplificacdo das solu¢gdes com concentracdes de RNA
por Tagman® em amostras bacterianas nao diluidas equivalentes aos niveis

0,5 a 3 da escala de MacFarland.
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Figura 34. Curva de amplificagdo das solu¢gdes com concentragdes de RNA

por Tagman® do tubo 4 a 10 da escala MacFarland em amostras bacterianas
nao diluidas.
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Figura 35. Curva de amplificagdo de RNA por Tagman® das solu¢gdes com
concentragdes de diluicdes 1:10 a partir tubo 0,5 da escala McFarland até a
concentragao final de 15 (A) ou até 150 (B) UFC/mL utilizadas como curva
padréo para calculo de diminuigdo de carga bacteriana.
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Ao observar o limite maximo de proporcionalidade da curva com
amostras puras até o tubo 4 da escala de MacFarland, foi realizada uma
diluicdo das amostras em 1:10 para dar sequéncia aos estudos . Na avaliacao
das amostras diluidas a partir do tubo 0,5 da escala de MacFarland para
estabelecer a sensibilidade de detecgao de carga microbiana por PCR em
tempo real, observou-se que o limite de detecgdo era a concentragao de
1,5 x 10> UFC/mL (Figura 25). Na padronizagdo da curva-padrdo, ao utilizar
até 15 UFC/mL foi observado um grau de inclinagdo da curva (slope) de -1,6,
sendo que ao utiliza-la até 150 UFC/mL, a inclinagdo da curva é de -2,9.
Quando avaliado o grau de inclinacdo entre as quantificacdes de 1,5 x 10°
até 1,5 X 10® UFC/mL, a eficiéncia da reacéo ficou acima de 98% (slope=-
3,2).

Ao quantificar o rRNA das amostras contendo meio de cultura semi-
solido enriquecido com E. coli e submetido ao tratamento com solugao
fisiolégica (controle positivo) ou apds biocida em tempos progressivos, foi
possivel observar (Figura 36) a redugdo de carga microbiana em 1,07 X10
(+2,5x 10° ), atingindo valores inferiores aos limites de quantificagdo 15 UFC/mL
(Figura 33 ).

Ao quantificar rRNA apds incubagdo em meio de cultura do material
resultante do tratamento com biocida, foi observada redugéo de carga em 1,4
X 10 (¥2X10°) (Figura 37).
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Figura 36. Curva de amplificagcdo de RNA por Tagman® dos meios de cultura
contaminados submetidos ao tratamento com solugdo biocida (NaClO +
CH3COOH) nos tempos 30 segundos, 5, 15, 30 e 60 minutos.
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Figura 37. Curva de amplificagcdo de RNA por Tagman® dos meios de cultura
contaminados submetidos ao tratamento com solugdo biocida (NaClO +
CH3COOH) nos tempos 30 segundos, 5, 15, 30 e 60 minutos apds incubagao
em meio de cultura por 24 horas.

Alvaro Largura Novembro/2007



101

5. Resultados

5.9.1 Ensaio microbiolégico da atividade bactericida do biocida
combinado (NaClO e CH3COOH)

Os resultados do ajuste do pH da solugdo aquosa de NaClO (pH 11.0)
combinada com CH3COOH, para pH 6,6 e utilizada contra as diversas
espécies bacterianas estudadas sdo mostrados na Tabela 15. A acidificacao
amplifica a atividade bactericida e ja nos primeiros 30 segundos nao foram
observadas bactérias viaveis no meio de cultura. Houve uma reducao da
viabilidade bacteriana em 3 x 10° UFC/mL . Estes resultados complementam
os estudos de inibicdo do crescimento bacteriano através do método de
difusdo com PCA e sao informacdes uteis e seguras para o uso efetivo deste

biocida.
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Tabela 15. Atividade bactericida da solugdo combinada de NaCIO e CH3COOH

Numero de células sobreviventes (log;o UFC/mL™)

Periodo de contato (min.)

Microorganismos 0,5 5 10 30
Acinetobacter <1.00 £ 0.00 <1.00 £ .00 <1.00 .00 <1.00 £ .00
calcoaceticus

Bacillus subtillis * <1.00£0.00 <1.00+0.00 <1.00+0.00 <1.00%0.00
Candida albicans <1.00£0.00 <1.00+0.00 <1.00+0.00 <1.00%0.00
Enterococcus faecalis <1.00£0.00 <1.00£0.00 <1.00+£0.00 <1.00=0.00
Escherichia coli <1.00£000 <1.00£0.00 <1.00+£0.00 <1.00<0.00
Proteus mirabilis <1.00£000 <1.00£0.00 <1.00+£0.00 <1.00<0.00
Pseudomonas aeruginosa <1.00£000 <1.00£0.00 <1.00+£0.00 <1.00<0.00
Salmonella typhimurium <1.00£0.00 <1.00£0.00 <1.00+£0.00 <1.00<0.00
Serratia marcescens <1.00£0.00 <1.00£0.00 <1.00£0.00 <1.00<0.00
Shigella flexneri <1.00£0.00 <1.00£0.00 <1.00£0.00 <1.00<0.00
Staphylococcus aureus <1.00£0.00 <1.00£0.00 <1.00+0.00 <1.00%0.00
Staphylococcus aureus <1.00£0.00 <1.00£0.00 <1.00£0.00 <1.00=0.00
Staphylococcus aureus <1.00£000 <1.00£0.00 <1.00+£0.00 <1.00=0.00

5.9.2 Ensaio microbiolégico do efeito da atividade bactericida do
biocida combinado (NaCIO e CH3COOH) no SADEMC

Estes ensaios foram realizados para evidenciar a agao do biocida

(NaClO e CH3COOH) no SADEMC. Dois testes foram realizados, usando

como inoculo volumes de amostras diferentes (10,0 e 1,0 mL) nos tempos
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5,15,30 e 60 minutos (Tabela 16). Nao foi observado crescimento bacteriano

em nenhum dos 8 frascos de hemocultura usados.

Tabela 16. Resultados dos testes microbiologicos realizados em meios de
hemocultura (Bactec plus) apds contato das bactérias com o biocida (NaClO
e CH3COOH)

Cultura em meio liquido (Bactec plus)

Periodo de contato (min.)

Microorganismos 5 15 30 60

Mistura dos microorganismos (Tabela

1) usando 10,0 mL como volume de

acb acb acb Acb
inoculo
Mistura dos microorganismos (Tabela
1) usando 1,0 mL como volume de ach ach ach Acb

in6culo

acb: auséncia de crescimento bacteriano

5.9.3 Sistema Automatico de Tratamento e Descarte de Meios de
Cultura Contaminados (SADEMC)

Para avaliar o protdtipo do sistema automatizado de descarte de meios
de cultura contaminados (SADEMC) foram selecionados processos que sao
listados a seguir, juntamente com as justificativas. As configuragdes de
tempo, rotagdo, carga e volume para o funcionamento da maquina sao
descritas, tendo como base os resultados obtidos, e outros dados aleatorios
em decorrentes do dimensionamento do sistema. O tempo de 15 minutos e a
velocidade de rotagao do cesto (8 £+ 1 rpm) no procedimento (SADEMC) para
a limpeza das placas (Figura 28) foram considerados ideais e como tendo

margem de seguranga adequada.
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A velocidade do triturador (3.500 rpm) foi aleatoriamente determinada

na construcado do protétipo, tendo-se em conta a sua funcdo (homogeneizar

totalmente os meios triturando todo e qualquer residuo de etiquetas ou discos

de antibidticos). O volume da carga foi determinado em fungdo do tamanho

do cesto, sendo que pode ser carregada com 138 placas de 140 x 15mm ou

338 de 90 x 15 mm, com uma variagao de 5 a 10 placas. Da mesma forma, o

peso dos meios de cultura contaminados também varia e € de 4,5 a 5,0 kg

por carga. O volume do biocida é fixo em 100 litros para uma carga completa.

Seguranca do operador na preparacdo do biocida

O teste deste processo verificou a eficiéncia dos dois motores que
injetam automaticamente a agua e as solugbes (NaClO e
CH3COOH), constituintes do biocida, juntamente com os
hidrbmetros (dois) que controlam o volume de entrada para
processar a mistura dentro da maquina (base com cuba de aco
inox). O operador somente conecta a mangueira ao frasco
contendo as solugcbes de NaClO a 12% e CH3COOH a 10 %
(vinagre forte), ndo tendo contato direto com as solugdes. Todas as

operagdes sao comandadas através de um painel de controle;

Seguranca no momento da operacao (desinfec¢cédo e lavagem
dos meios e placas descartaveis)

O fechamento da maquina (com tampo de acrilico) com vedagéao de
borracha contra a parte superior da base em cuba de aco inox, sob
pressdao mecanica, impede o vazamento da solugdo biocida,

protegendo o operador.
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= Qualidade do pléastico
O sistema de jatos (bicos) de alta pressdao com quatro pontos na
parte interna da base de aco inox da maquina e os movimentos
giratérios do cesto fazem com que as condi¢gdes de limpeza das
pecas de plastico sejam evidenciadas visualmente e satisfagcam os
critérios minimos exigidos pelos compradores (empresas) de

plastico para reciclagem;

= Controle da qualidade do produto final

Os restos de discos de antibiograma no residuo sao reduzidos por
um triturador de multiplas facas acoplado no interior do corpo da
maquina a uma mistura totalmente homogeneizada.

O pH médio do residuo apds 30 dias de funcionamento oscilou em
tono de 6,7 com DP de 0,1. O pH quase neutro e a
homogeneidade da solugdo preenchem condigdes ideais para
descartar o liquido na rede coletora de esgoto, ndo causando
impacto ambiental nem comprometendo o tratamento no destino

final.
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Figura 38. Curva de desempenho na limpeza das placas de Petri no
SADEMC.
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Tabela 17. Especificacdes, tempo, rotacdes, peso e volume do SADEMC

Especificacbes Variaveis
Tempo do procedimento 15 minutos
Rotacgdes do cesto 8 rpm
Rotacgdes do triturador 3.500 rpm
Volume da carga 56 litros £ 5
Numero de placas 140 x 15 mm 138+ 5
Numero de placas 90 x 15 mm 338 £ 10
Peso dos meios de cultura contaminados 4,62+5 Kg
Peso da carga total 9,68 kg
Volume de biocida 100 litros

5.9.4 Diferengas e custo/beneficio do sistema automatizado em
comparagao com autoclave

Os resultados obtidos no experimento do SADEMC (processo quimico)
foram comparados com os do uso da autoclave (processo fisico) na rotina de
um laboratério de analises clinicas (Laboratério Alvaro, Cascavel, PR), tendo
como objetivo demonstrar as vantagens econdmicas do sistema. O
Laboratério Alvaro, no seu setor de microbiologia (Quadro 1) descarta
mensalmente 268 kg de meio de cultura contaminados, acondicionados em
3.450 (152,5 kg) de placas de Petri descartaveis, perfazendo 420,5 kg de

residuo de microbiologia. Ap6s autoclavagdo e considerando-se o custo de
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R$ 2,16/hora de processo conforme artigo publicado (RUTALLA, 2002) e a
quantidade de 50 procedimentos por més (capacidade da autoclave em uso),
ha consumo de 50 sacos plasticos especiais (R$ 0,43/saco). Na seqiiéncia os
sacos plasticos contendo meios de cultura e placas sao recolhidas por

empresa terceirizada (custo de R$ 1,75/Kg) para tratamento e destino final.

Quadro 1. Comparativo econémico entre o SADEMC e AUTOCLAVE no

Laboratoério Alvaro

SADEMC AUTOCLAVE
Consumo de energia R$ 30,00 R$ 1.296,00
Sacos plasticos autoclavaveis R$ 0,00 R$ 258,00
Coleta de lixo (empresa terceirizada) 420,5 kg R$ 0,00 R$ 8.830,44
Biocida R$ 990,00 R$ 0,00
Placas descartaveis a reciclar R$ 915,00 (+) R$ 0,00
Total (saldo) R$ 75,00 R$ 10.384,44*

*equivalente a 5.465 dolares americano/ano

Por outro lado, processando no SADEMC a mesma carga tratada por
autoclavacéao, considerando, porém, 25 cargas por més, devido a capacidade
da maquina, o consumo de energia é reduzido (R$ 0,10/rotina), e o custo do
biocida é de R$ 3,30/rotina. O aproveitamento das placas descartaveis
(152,5 kg/més) para reciclagem gera um retorno de R$ 82,50 por més.
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5.9.5 Avaliacdo da eficiéncia do SADEMC para reducao da carga

bacteriana, através da técnica de PCR em tempo real

As quantificagbes bacterianas (rRNA) pré- tratamento com SADEMC
foram proximas a mediana de 3,8 X 108 UFC/mL. Houve uma variagéo de
1,9 X 10" a 2,7 X 10" UFC/mL. O produto final, pds-tratamento com o
SADEMC apresentou uma concentracdo mediana de 2,6 X 10* UFC/mL, com
variacbes de 245 a 2,7 X 10° UFC/mL (Tabela 18). As 10 amostras
submetidas a cultura em BACTEC nao apresentaram crescimento bacteriano,

reproduzindo os resultados obtidos no experimento (item 5.9.2, pag. 102).

Tabela 18. Contagem bacteriana por PCR em tempo real, pré e péds
SADEMC

Amostra Pré SADEMC P6s SADEMC | Redugéo Reducéo
(%)

1 59104578 473 5,9 X107 99,9992
2 635575488 1770 6,4 X10® | 99,99972
3 41698156 1170 4,2 X10" | 99,99719
4 19516563 245 2,0 X10" | 99,99874
5 69115250 1645 6,9 X10" | 99,99762
6 6355477507 51041 6,4 X10° 99,9992
7 10848365568 2734206 1,1 X10™ 99,9748
8 127568912 362752 1,3 X108 | 99,71564
9 3743996928 99269 3,7 X10° | 99,99735
10 27026714624 239132 2,7 X10" | 99,99912
Média 4,9 X10°
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6. DISCUSSAO

A escolha de um desinfetante atendendo especificamente as necessidades
de um laboratério de microbiologia de diminuir a carga microbiana de meios de
cultura contaminados, preenchendo os requisitos basicos estabelecidos pela
legislacdo em vigor (Lei n°. 6.360, de 23 de setembro de 1976; Decreto n°.
79.094, de 5 de janeiro de 1977; Portaria n°. 15, de 23 de agosto de 1988) é uma
preocupacao de todos os profissionais da area de analises clinicas.

A maioria (>98%) dos laboratérios de andlises clinicas do Brasil,
principalmente os da iniciativa privada, ndo realiza cultura para bacilos alcool-
acido resistentes (micobactérias) e os poucos que processam esta analise tém
dela uma demanda quase que inexpressiva comparada com a de solicitagdes de
culturas em geral. Estes materiais, tanto os biolégicos (escarro, urina, liquido
cefalorraquidiano e outros) bem como os meios semeados, negativos e positivos,
em funcdo da quantidade, poderdo ser segregados e autoclavados antes de
serem remetidos para o descarte. Por esta razdo, no presente trabalho, nio
foram usados cepas padrbes de micobactérias para avaliagdo do sistema
proposto, mas somente de microorganismos que sao habitualmente isolados na
pratica clinica de laboratérios de microbiologia. A avaliagcdo de trés cepas
diferentes de Staphylococcus aureus usadas nos experimentos (tabela 1) se
justifica pela preocupacdo com a eventual resisténcia a biocidas
(McDONNELL,1999). As cepas usadas tém padroes de sensibilidade diferentes,
sendo uma delas (S. aureus ATCC 25923) resistente a oxacilina.

A escolha do desinfetante nesta pesquisa foi baseada em seu amplo
espectro antimicrobiano; rapidez de acao; propriedades nao irritantes; nao
implicagdo em danos ao operador e ao meio ambiente; facilidade de uso;
presenca de pouco ou nenhum odor; custo econdmico, e alta solubilidade em
agua (RUTALA et al., 1998; HIRATA; MANCINI-FILHO, 2002). Os experimentos
de que trata a tese tiveram como objetivo avaliar diferentes concentragbes da
solugcdo aquosa de hipoclorito de sodio (NaClO), com ou sem neutralizagdo com
acido acético comercial como proposta alternativa para reducdo da carga

bacteriana. Sua ag¢do bactericida, virucida e fungicida fazem-na um biocida de
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escolha como desinfetante de superficie nos servicos de saude e a sua
combinagdo com acido acético (CH3COOH), com a resultante acidificacéo,
potencializa sua atividade bactericida pelo aumento da concentragdo de acido
hipocloroso (HCIO) dissociado (KUROIWA et al., 2003). Outros fatores
importantes, tais como a oncogenicidade e a mutagenicidade, ndao foram
analisados uma vez que vasta literatura comprova a auséncia destes efeitos
(MORRIS, 1992; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1999; DUNNICK; MELNICK,
1993). Os métodos propostos e desenvolvidos no experimento, o PCA e o PLA,
mostram correlagdo proporcional entre os didmetros de inibicdo de crescimento
microbiano e a concentragdo de NaClO. Os resultados obtidos sugerem que
ambos os métodos sao eficientes para a avaliacdo semiquantitativa da acdo de
biocidas em meios de cultura contaminados . O PCA e o PLA podem suprir a
inexisténcia de um método de avaliacdo de biocidas especificos para a
desinfec¢cao de meios de cultura semi-solidos e liquidos contaminados. Ambos os
métodos medem a concentragao inibitéria nos halos de inibicdo do crescimento
bacteriano. Usando diversas concentragdes da solucdo de biocida é possivel
estabelecer a concentragéao inibitéria minima do agente quimico.

Os resultados obtidos pelo método de difusdo em Agar PLA, quando
analisados, mostram que todos os microorganismos se comportam de maneira
muito semelhante frente as diferentes concentracbes de NaClO, com exce¢ao da
Candida albicans, que em todas as concentragdes apresenta didmetro de halo de
inibicdo muito maior que os demais microorganismos. Esta constatacédo é também
observada com o método de difusdo em Agar PCA. Para o PLA, frente a todos os
microorganismos observa-se um halo de inibicdo a partir da concentragcdo de
0,062% (62 ppm) de NaCIlO. Portanto, a concentragédo de 0,062% (62 ppm) pode
ser considerada a concentragdo minima inibitoria ideal para o uso de uma solugéo
aquosa de NaClIO.

As analises pelo método PCA permitem observar que a concentracéo
minima para inibir o crescimento bacteriano é de 0,125% (125 ppm). Observou-se
aumento significativo do halo de inibigdo frente a associagdo de NaClO e
CH3COOH, e que para todos os microorganismos estudados e a mistura deles,

ocorreu inibicdo significativa e com margem de seguranga a partir da
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concentragéo de 0,2% (200 ppm) de H3COOH e de 0,25% (250 ppm) de NaClIO.
Esta pode ser considerada, portanto, a concentracdo inibitéria minima com
maxima seguranga para inibir o crescimento bacteriano e consequentemente
reduzir a carga bacteriana dos meios de cultura que foram utilizados para
diagnostico (descarte microbiologico infectante).

O método PLA apresenta diametros sempre maiores que os do PCA; por
sua vez o PCA aponta melhores resultados quando se utiliza o biocida
combinado, em relacdo ao uso de NaClO isolado, mas somente nas
concentragcdes baixas, havendo equivaléncia nas concentracdes mais altas. No
entanto, como se emprega um perfurador de caracteristicas diferentes em cada
método, pode nao ser adequado comparar o PCA e o PLA.

Foram observadas algumas diferencas importantes com relacdo as
metodologias quando se analisou o comportamento individual das cepas
bacterianas. O Bacillus subtillis ATCC 19659 e a Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 comportaram-se de forma idéntica em todas as concentracdes de biocida;
o método PLA apresenta resultados de didmetro do halo de inibicdo sempre
maiores que os demais meétodos. Por sua vez, sdo elas as unicas cepas de
bactérias em que o método PCA ndo acusa diferengca entre o uso do biocida
combinado e o do NaClO isolado (tabela 12). Para a Salmonella typhimurium
ATCC 140828 e a Shigella flexneri ATCC 12022, assim como com as outras
cepas bacterianas, a analise do uso do NaClO pelo PCA apresentou os piores
resultados entre os trés métodos ( PCA e PLA com NaClO e PCA com o biocida
combinado NaClO e CH3COOH) (tabela 12). Os resultados apresentados n&o
demonstraram diferenca significativa entre os didametros de halos de inibigéo entre
os Staphylococcus aureus (ATCC 25923, IAL 1607 e IAL 1604). Em todas as
concentragdes ocorreu 0 mesmo comportamento.

As maiores areas de inibicdo de crescimento, observadas nos testes de
PLA, podem ser resultantes da sobreposicdo das areas de diferentes
concentragcdes. Certos autores usaram métodos similares ao PCA para avaliar
atividade antimicrobiana e citotéxica de desinfetantes na terapéutica de feridas
(UTYAMA, 2003).
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Quando o hipoclorito de sédio foi usado combinado com acido acético no
método PCA, foi observado que as concentragdes de 0,25% (250 ppm) de NaClO e
0,2% (200 ppm) de CH3COOH eram efetivas para inibir o crescimento de todas
as cepas bacterianas (tabela 11). Estas concentragdes da mistura destes 2
agentes quimicos apresentam os melhores resultados de redugdo da carga
microbiana em meios de cultura contaminados em laboratorios de analises
clinicas. Utilizando-se o biocida na menor concentracédo efetiva obtém-se maior
seguranga tanto para o operador quanto para o meio ambiente. A redugao para
pH de 6,7, préximo ao neutro, condigdo que contempla as normas de emisséo de
efluentes para a rede de esgoto, aumenta e potencializa sensivelmente a
eficiéncia da acdo do hipoclorito de sdédio, pela formagcdo de HCIO (acido
hipocloroso) em meio acido, aumentando a concentragdo de cloro na sua forma
ativa. Estes resultados sdo concordantes com outros estudos, embora com
metodologias diferentes, segundo as quais, o NaClO também foi acidificado com
uma solugdo de CH3COOH (KUROIWA et al., 2003). Esta combinagéo biocida
também foi usada pela agéncia americana de meio ambiente (U.S
ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2005), medindo a atividade
esporicida pelo método da AOAC (Association of Official Analytical Chemists), que
demonstrou que o NaClO é efetivo para reduzir até sete logaritmos de uma
concentracio de esporos de Bacillus subtilis, quando aplicado em superficies ndo
porosas, ajustando-se o pH para 7 com acido acético (AOAC INTERNATIONAL,
2005).

As técnicas para a pesquisa e contagem de agentes bacterianos em geral,
ao longo da histéria, sempre utilizaram a microscopia e a cultura em meios
especiais acompanhada de reagdes bioquimicas. Classicamente a viabilidade de
bactérias € definida por sua capacidade de formar colénias em meios de cultura
solidos ou de proliferar em meios de cultura liquidos. Estes ensaios sdo0 morosos
e habitualmente finalizados apds 24 ou 48 horas. Com o advento da biologia
molecular, tornou-se possivel realizar a deteccdo e a quantificacdo bacteriana
com boa especificidade e acuracia no tempo de até 3 horas. Tem sido
demonstrado que a reacdo em cadeia pela polimerase com deteccdo em tempo

real (Real-Time PCR) é a metodologia de escolha para a quantificacdo de
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microorganismos (GREISEN; LOEFFELHOLZ; LEONG, 1994; FEY et al., 2004).
Apesar do alto custo da implementacéo inicial, a sensibilidade, o0 menor manuseio
e a consequente reducao do risco de contaminacao tém estimulado o uso de PCR
em tempo real para essa finalidade (BUSTIN, 2000).

Ao avaliar a integridade de DNA nas solugdes diluidas em NaClIO, foi
observada evidente degradacdo do material gendmico quando exposto a
concentragodes finais de 0,25 % do biocida (Figura 22). Dados semelhantes foram
observados ao se estudar a desinfeccdo de superficies soélidas com
concentragdes ainda maiores (PRINCE; ANDRUS, 1992). Foi possivel observar
esta degradagcdo de DNA com o PCR em tempo real. Apesar de ser bem
conhecida existe a possibilidade de contaminacdo por DNA das enzimas
utilizadas na PCR (SCHMIDT; PACE; PACE, 1991; BOTTGER, 1990; HUGHES;
BECK; SKUCE, 1994), ndo foi observado produto de amplificagdo nas amostras-
controles negativos utilizando reagdes de detecgao de DNA integro por SYBR®-
Green.

A reacao de PCR em tempo real é bastante sensivel para a detecgao e
quantificagdo de bactérias (MCINGVALE, ELHANAFI; DRAKE, 2002; MCKILLIP;
JAYKUS; DRAKE, 1998). Neste trabalho, foi utiizado um método quantitativo
eficiente para demonstrar a agdo dos bactericidas citados e usados no presente
sistema de tratamento de meios de cultura contaminados. Foi possivel observar
diminuicao da emissao de fluorescéncia, empregando a PCR com detecgdo em
tempo real e o SYBR-Green. (Figura 22). Estes dados sugerem ter havido
degradagdo do DNA dos microorganismos apds o tratamento com o NaClO. A
utilizagao deste corante ja tinha sido proposta (PHE; DOSSOT; BLOCK, 2004) e
apresentou a mesma eficacia para a avaliagao de viabilidade celular que a aqui
observada

Nao ha padronizacdo de método molecular para a quantificacdo de
viabilidade celular; entretanto, tem sido sugerido que a utilizagdo de mRNA possa
ser um marcador mais especifico da viabilidade celular, pois sua degradacéao
progride até a completa auséncia de mRNA apdés um periodo de 16 horas,
tempo este menor que o0 necessario para a degradagédo do DNA (SHERIDAN et

al., 1998). Por este motivo, no segundo momento, foi utilizada a RT-PCR com
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sondas especificas para rRNA pelo sistema TagMan®. Como o objetivo era
avaliar quantitativamente a contaminagao dos meios de cultura, nesse trabalho foi
necessario estabelecer qual o limite minimo de quantificagdo da reacdo. Assim,
observou-se que até a concentragdo equivalente a do tubo 4 da escala de
MacFarland, foi possivel verificar correlagdo direta entre concentracio bacteriana
e poder de detecgcao da reacdo, sem a necessidade de diluigdo das amostras a
serem estudadas. Assim, foi possivel avaliar o grau de redugcdo de carga
microbiana pelo sistema quando utilizando solugdes iniciais de até o equivalente a
1.200 X 10° UFC/mL. Do mesmo modo, observou-se que o método utilizado é
eficaz para verificar a eficiéncia de reacédo a partir de numero equivalente a
150 UFC/mL (Figuras 27, 28 e 29)

Observou-se redugao do numero de microorganismos nos meios de cultura
apods uso do biocida. Previamente, tinha sido demonstrada a correlagao direta da
quantificacdo de rRNA com a viabilidade bacteriana apdés a exposicdo a
processos de desinfecgao mais intensos. A presenca de rRNA em controles de
reacao positiva do ensaio sugere degradagao quase total destes microorganismos
(MCKILLIP; JAYKUS; DRAKE, 1998).

Sheridan e colaboradores, ao avaliar a viabilidade celular pela deteccéo de
RNA, observaram que apés utilizar temperatura em tempos variados ou etanol a
50 ou 67%, pode haver presengca de mMRNA detectavel dependendo do método e
tempo de exposicao aos agentes biocidas (SHERIDAN et al., 1998). Entretanto o
rRNA permanece detectavel independentemente das condigdes avaliadas. A
reducdo de rRNA observada no presente trabalho sugere que a degradagao
bacteriana com hipoclorito e acido acético deve ser ainda mais intensa do que
com os metodos citados acima, que empregam calor ou etanol.

A quantificagdo de RNA para avaliar a viabilidade bacteriana tem sido
utilizada em amostras clinicas (BELLIN et al., 2001; SHARMA; CARLSON, 2000)
ou mesmo na avaliagao de descontaminacido de superficies planas laboratoriais
(BUTTNER; CRUZ-PEREZ; STETZENBACH, 2001). Entretanto, inexistem relatos
de estudos em meios de cultura contaminados.

A observacédo de degradagdo do material gendmico dos microorganismos

expostos ao NaClO em superficies solidas tem apresentado resultados
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semelhantes aos observados no presente estudo; contudo, alguns métodos de
avaliacdo usados, como a reagdo em cadeia pela polimerase (PCR), apresentam
capacidade de quantificagcao inferior a do método utilizado em nosso estudo
(PRINCE; ANDRUS, 1992). A degradacao da estrutura dos acidos nucléicos foi
observada em concentracbées menores do que as relatadas em outros modelos
experimentais na confirmagdo dos produtos da PCR em tempo real (ESTRELA et
al., 2003). E importante ressaltar que a inviabilidade celular deve ocorrer antes da
degradacdo do DNA. Assim, é muito provavel que a célula se torne inviavel em
tempo inferior ou em concentracdo menor de NaClO do que a aqui observada
(MASTERS 1994; JOSEPHSON,1993). A quantificagdo dos microorganismos a
partir do rRNA em tempo real aplicado a meios de cultura contaminados
submetidos ao SADEMC demonstrou uma reducdo significativa apods o
tratamento. A reducdo observada no SADEMC foi superior ao determinado pela
RDC no. 306/2004 preconizado pela ANVISA para classificar como efetivo
método de tratamento de material contaminado (TECHNICAL ASSISTANCE
MANUAL, 1994). Observamos que, independentemente da carga inicial de
microorganismos, a concentracao final de rRNA ficou préoxima a 1.000 UFC/mL.

Através dos resultados da cultura em BACTEC (auséncia de crescimento
bacteriano em todas as amostras) é possivel inferir que, apesar dos resultados de
PCR detectarem quantitativamente a presenca de rRNA, as bactérias podem ser
consideradas mortas ou inviaveis.

Diversos sdo os parametros que afetam a esterilizacdo dos residuos de
microbiologia quando se usa a autoclave como meio fisico (presséo e calor) de
reducdo da carga microbiana. Alguns autores (RUTALA; STIEGEL; SARUBBI,
1982) tém demonstrado que a grande maioria de laboratérios e hospitais da
Carolina do Norte (USA) usa padrdes de tempo e de temperatura que sao
recomendados para artigos que tém contato direto com o vapor (por exemplo,
121°C por 15 minutos). Conclusbes de experimentos mostraram que quando séo
usados sacos de polipropileno como recipientes para acondicionar os residuos
para posterior autoclavagao, considerando que a evidéncia de esterilizagcédo é a
eliminacdo de Bacillus stearothermophilus, o tempo minimo do ciclo de

esterilizacdo foi de 90 minutos. Durante os experimentos deste trabalho, foram
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consultados diversos laboratérios em todo o territorio nacional (dados n&o
publicados) e observou-se que 100% dos laboratérios de analises clinicas usam
15 minutos e 121°C como padrao de tempo e temperatura para esterilizar sacos
de polipropileno com residuos de microbiologia.

Com base nos experimentos realizados e observando cada uma das
vantagens e desvantagens, foram selecionados 13 itens, contemplando:
seguranga, meio ambiente, tempo de operagao, controle de qualidade e aspectos

financeiros (economia de R$ 10.309,00/ano equivalente a 5.727 dodlares

americanos) e que sao apresentados a seguir (Quadro 2):

Quadro 2. Vantagens e desvantagens do SADEMC e AUTOCLAVE

SADEMC AUTOCLAVE

Seguranga Processo fechado Processo fechado
Temperatura 25-30°C Temperatura 120°C
Sem pressao interna Alta presséao interna

Meio Ambiente Residuo homogéneo diluido Plastico compactado e
- pH neutro na rede coletora descartado no meio ambiente
de esgoto

Reciclagem (pléstico) Efetiva Nao é reciclado

Odor Sem odor Odor desagradavel

Tempo de operagao 15 minutos 90 minutos

Carga 56 a 60 litros Diversos

Manutengao Semestral Anual

Controle de qualidade Cultura ou PCR Fitas e ampolas

Consumo de energia/ano R$ 30,00 R$ 1.296,00

Sacos plasticos autoclavaveis  R$ 0,00 R$ 258,00

Coleta de lixo (empresa R$ 0,00 R$ 8.830,44

terceirizada) 420,5 kg

Biocida R$ 990,00 R$ 0,00

Placas descartaveis a R$ 915,00 (+) R$ 0,00

reciclar
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Ao se iniciar a pesquisa, um objetivo foi tracado: desenvolver um
equipamento para reduzir a carga microbiana dos meios contaminados no setor
de microbiologia e para o descarte seguro dos mesmos. Tal objetivo foi
alcancado; um protétipo foi construido e através da analise de testes os
resultados se mostraram satisfatorios. Como objetivo secundario do trabalho,
definiu-se que o projeto deveria estar o mais préximo possivel da realidade
técnica e econdmica dos laboratérios de médio e pequeno porte. Tal meta fez
com que se procurassem, durante todo o processo de desenvolvimento,
alternativas para tornar o menor possivel o custo total de mecanizagao de todos
os processos. Neste sentido, o SADEMC possui custo relativamente baixo, se
comparado com outros equipamentos, o que traz como beneficio ao proprietario
de laboratério a possibilidade de recuperar rapidamente o investimento

empregado na sua aquisi¢ao.
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7. CONCLUSOES

O método de difusdo em Agar PCA mostrou-se adequado como teste in
vitro para avaliar a eficiéncia de um biocida para uso especifico em
descarte de meios de cultura contaminados em laboratorios de

microbiologia.

O biocida proposto (acido acético a 0,2% e hipoclorito de sodio a 0,25%,
pH 6,7) mostrou-se efetivo para reduzir a carga microbiana de meios de
cultura contaminados em laboratério de microbiologia. O tempo de
exposicao de 15 minutos no SADEMC é suficiente para reduzir a carga

bacteriana aos niveis preconizados pela ANVISA.

Os resultados obtidos demonstram que o SADEMC €& um método
alternativo eficiente para fazer tratamento quimico dos meios de cultura
contaminados, com redugdo da carga bacteriana conforme preconizado
pela ANVISA.

Considerando-se o desempenho nos diversos itens selecionados, o
SADEMC podera substituir com vantagens o processo fisico

(AUTOCLAVE) usado nos laboratorios de microbiologia.

A reducédo da carga bacteriana observada no SADEMC, avaliada pela PCR
em tempo real, foi superior ao determinado pela RDC no. 306/2004 (nivel
[Il de inativagao microbiana — apéndice V) preconizado pela ANVISA para
classificar como efetivo um método alternativo para o tratamento de

residuos de microbiologia contaminados.
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8. CONTRIBUICOES DO ESTUDO

Este estudo podera contribuir para estabelecer uma rotina alternativa de
tratamento e descarte de meios de cultura contaminados com bactérias e fungos
provenientes de laboratorios de analises clinicas, centros de pesquisas, hospitais
e universidades.

A proposta padroniza novas metodologias para avaliar a concentragao
inibitéria minima do agente quimico (biocida) sobre meios de cultura sélidos e
liquidos; a redugao da carga microbiana, por meio de um sistema automatizado, e
o controle microbioldgico por técnicas de biologia molecular (PCR em tempo real
quantitativo), contemplando as exigéncias preconizadas pela ANVISA na RDC n’
306/2004 e aceitas internacionalmente.

O sistema inovador de redugcdo da carga microbiana por meio de
equipamento automatizado (SADEMC) viabiliza a redu¢édo no consumo de energia
elétrica e aumenta a segurancga do operador (do laboratério). O SADEMC podera
dispensar a necessidade de recorrer a empresa coletora de lixo hospitalar,
reduzindo riscos e custos e podera propiciar 100% de reciclagem do material
plastico. O destino do produto final descartado apds as analises, ou seja, a rede

coletora de esgotos podera evitar impacto negativo ao meio ambiente.
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