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RESUMO

O descarte dos Residuos de Servicos de Saude (RSS) compde uma importante
cadeia de problemas ambientais e de saude publica. Isto porque ha um volume
consideravel de plasticos presentes nestes residuos, além do caracteristico perigo
de contaminacao por microrganismos patogénicos. Ainda ha que se considerar o
crescente aumento dos gastos financeiros com o gerenciamento destes residuos,
pois, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) orienta o tratamento
especifico de alguns tipos de RSS como uma etapa anterior a destinacao final dos
rejeitos. Por outro lado, grande parte do volume destes residuos € composta por
materiais poliméricos potencialmente reciclaveis como: o polietiieno (PE),
polipropileno (PP), poli(cloreto de vinila (PVC), poliuretano (PU) e outros. Esses
polimeros sdao amplamente empregados na fabricacdo de embalagens de solcdes e
de materiais médico-hospitalares, tanto de artigos criticos (aqueles usados em
procedimentos invasivos) quanto nos artigos que nao entram em contato direto com
os pacientes. Entretanto, o descarte destes residuos é feito de forma indiscriminada,
no mesmo recipiente de acondicionamento. Plasticos como PP, PE e PVC, em
funcdo de suas caracteristicas, apresentam diferentes possibilidades de aderéncia
de microrganismos as suas superficies, contudo, a legislacao brasileira admite o
envase de solugcbes parenterais em diferentes tipos de polimeros. A comparacao da
aderéncia de bactérias na superficie das embalagens de polimeros presentes nos
RSS segregados e nado segregados trara subsidios para o planejamento de acdes
envolvidas no seu gerenciamento, vislumbrando a possibilidade de reducdo do
volume de residuos potencialmente infectantes. Uma vez que, segundo a ANVISA,
cerca de 70 a 80% dos RSS, que nao apresentam risco, acabam potencialmente
contaminados se ndo houver uma segregacao adequada. Este trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito da segregacao na contaminagcao microbiol6gica de residuos
poliméricos, bem como correlacionar as propriedades especificas dos polimeros PE
e PP na aderéncia bacteriana. Assim, comparou-se a aderéncia de microrganismos
na superficie externa das embalagens de solugdes parenterais de grande volume
(SPGV) fabricadas em PE e PP, de diferentes fabricantes. As amostras foram
coletadas no Centro de Terapia Intensiva-1 do Hospital Publico Regional de Betim,
nas quais realizou-se a caracterizacdo microbiolégica das superficies de
embalagens segregadas e nao segregadas utilizando-se placas de contato
Petrifilm/AC 3M. Nas amostras virgens realizou-se inoculacdo bacteriana com cepa
padrao ATCC de Staphylococcus aureus e procedeu-se a contagem dos
microrganismos aderidos. A caracterizacdo da superficie de amostras virgens foi
realizada utilizando-se as técnicas de: microscopia eletrénica de varredura (MEV),
espectroscopia de absor¢ao no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR),
rugosidade e hidrofobicidade. Os resultados mostraram que, no universo de
amostras deste estudo, ndo houve diferenca significativa na tendéncia a aderéncia
bacteriana nas superficies dos polimeros segregados e nao segregados. Ja no
ensaio de adesdo houve diferenca significativa de aderéncia relativa ao tipo de
polimero, PE e PP dos fabricantes estudados, pois, percebeu-se uma predilecao
pelo PP na aderéncia de S. aureus inoculados nas amostras virgens.

PALAVRAS-CHAVE: Residuos de servicos de saude, polimeros, aderéncia de
microrganismos.



ABSTRACT

The disposal of Waste in Health Services (RSS) composes an important chain of
environmental and public health problems. This happens due to the large amount of
plastic present in the waste, besides the risks of contamination by pathogenic
microorganisms. It is necessary to consider the increasing financial costs of the
management of these kinds of waste because the National Health Surveillance
Agency (ANVISA) directs the specific treatment of some types of RSS as a previous
step to the final destination of the waste. Moreover, most of the volume is composed
of these residues which are potentially recyclable polymeric materials such as
polyethylene (PE), polypropylene (PP), poly (vinyl chloride (PVC), polyurethane (PU)
and others. Such polymers are widely employed in the manufacturing of package
solutions, medical, and hospital supplies used critical items, those used in invasive
procedures, and other items that are not used directly in patients. Meanwhile, the
disposal of these waste is done indiscriminately in the same container. Plastics like
PP, PE and PVC, due to its characteristics, present different possibilities of
adherence of microorganisms to their surfaces. However, the Brazilian legislation
allows the filling of parenteral solutions on different types of polymers. The
comparison on adherence of bacteria on the surface of packaging polymers present
in segregated and non-segregated RSS bring support tor plans of action involved in
its management envisioning the possibility of reducing the volume of potentially
infectious waste. According to ANVISA, about 70-80 % of the RSS, that do not
present risks, end up potentially contaminated if there is no proper segregation. This
study aimed to evaluate the effect of segregation on the microbiological
contamination of polymeric waste, as well as correlate the specific properties of
polymers and PE PP on bacterial adherence. Therefore, there was a comparison of
the adhesion of microorganisms on the surface of the outer packaging of large
volume parenteral solutions (LVPS) made of PE and PP from different
manufacturers. Samples were collected from the Intensive Care Unit-1 at the Public
Hospital in Betim Region. Microbial characterization was made on the surfaces of
these samples collected from segregated and non-segregated packaging by using
contact plates Petrifilm/AC 3M. It was performed the bacterial inoculation on virgin
samples by using the standard strain of Staphylococcus aureus ATCC and the
counting of the adhered microorganisms. The characterization of the surface of virgin
samples was performed by using the following techniques: Scanning Electron
Microscopy (SEM), Fourier Transform Infrared (FTIR) spectroscopy, roughness and
hydrophobicity. The results showed that, in the universe of samples of this study, no
significant differences in the tendency to bacterial adhesion on surfaces of
segregated and non-segregated polymers On the other hand, in the adhesion
experiment there was significant difference concerning the related adhesion on the
polymer type by the PE and PP manufacturers studied. It was noticed a prece for PP
in S. aureus adherence inoculated in virgin samples.

KEY WORDS: Healthcare solid waste, polymers, adhesion of microorganisms.
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1 INTRODUCAO

A reciclagem e o reaproveitamento de materiais nos diversos setores da industria e
de prestagdo de servicos mostram-se como processos imprescindiveis a
sustentabilidade. Esta necessidade imperativa de reaproveitamento e reutilizacdo
chega também aos servicos de saude, onde processos desta natureza poderiam
poupar o planeta da extracdo de novos recursos e reduzir o volume de residuos que
se acumulam nos aterros sanitarios ou sdo despejados a céu aberto. O descarte dos
Residuos de Servicos de Saude (RSS) compde uma importante cadeia de
problemas ambientais e de saude publica. Isto porque ha um volume consideravel
de plasticos presentes nesses residuos, além do especifico perigo de contaminacao
por microrganismos patogénicos. Ainda ha que se considerar o crescente aumento
dos gastos financeiros, principalmente do setor publico, com o gerenciamento destes

residuos.

A ANVISA, de acordo com a Resolucao de Diretoria Colegiada (RDC) n® 306, de 07
de dezembro de 2004, que trata sobre o regulamento técnico para o gerenciamento
de residuos de servicos de saude, define RSS como residuos gerados por
prestadores de assisténcia a saude. Dessa forma, incluem-se os residuos gerados
por todos os hospitais, centros de saude, servicos de assisténcia domiciliar, servigos
méveis de atendimento a saude, clinicas odontolégicas, consultérios médicos com
procedimentos especificos, laboratorios, drogarias e farmacias inclusive as de
manipulagéo, servicos de apoio diagndsticos, clinicas veterinarias e instituicdbes de
ensino e pesquisa relacionadas a saude humana e veterinaria, servicos de medicina
legal, necrotérios, funerarias, servicos de embalsamamento e ainda servigcos de
acupuntura e tatuagem. A ANVISA classifica os RSS quanto as caracteristicas
fisicas, quimicas, biolégicas e os subdivide, inclusive, conforme o perigo de
propagacao de infeccoes. A ANVISA também orienta o tratamento especifico de
alguns tipos de RSS, como uma etapa anterior a destinacao final dos rejeitos. Assim,
os residuos potencialmente infectantes dos subgrupos A1, A2 e A5 devem passar
por uma “descontaminacdo” na instituicdo geradora ou em algum servico

especializado, para que os mesmos possam ser descartados finalmente.
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Por outro lado, grande parte do volume dos RSS é composta por materiais
potencialmente reciclaveis como o poli(tereftalato de etileno) (PET), polietileno (PE),
polipropileno (PP), Poli (cloreto de vinila) (PVC) e poliuretano (PU). Estes materiais
estdo presentes nas embalagens dos artigos médico-hospitalares, na composicao do
préprio artigo ou equipamento a ser utilizado nos procedimentos profissionais (por
exemplo, no canhdo das agulhas hipodérmicas e no cateter de puncdo venosa
periférica de curta duracao), bem como nos recipientes utilizados para o envase de
solugdes parenterais de grande volume (SPGV)' (por exemplo, solugéo salina 0,9%,
soro glicosado e ringer lactato). Estes tipos de plasticos sdo amplamente
empregados nos materiais médico-hospitalares, tanto em artigos de pequeno volume
quanto em artigos maiores, aumentando a quantidade desses residuos. Também
sao utilizados tanto na fabricacdo de artigos criticos (aqueles usados em
procedimentos invasivos) quanto nos artigos que nao entram em contato direto com
os pacientes. Entretanto, o descarte deste tipo de residuo é feito de forma
indiscriminada, no mesmo recipiente de acondicionamento onde também sao

descartados residuos com presenca de secrecdes?® e excrecdes® dos pacientes.

Plasticos como o PP e PE, em fungdo de suas caracteristicas, apresentam
diferentes possibilidades de aderéncia de microrganismos as suas superficies. A
aderéncia de microrganismos, especialmente de bactérias patogénicas, as
superficies de residuos sélidos aumenta de forma consideravel o risco de danos a
salde e ao meio ambiente. Contudo, a legislacao brasileira admite o envase de
solugdes parenterais em diferentes tipos de materiais, ndo considerando a
viabilidade da aderéncia microbiolégica quando do descarte desse material
(BRASIL, 2010).

! Solugéo estéril e apirogénica, destinada a aplicacdo parenteral em dose Unica, cujo volume é de
100mL ou superior. Estéao incluidas nesta definicdo as solugbes para irrigagao e solugbes para didlise
peritoneal; (BRASIL, 2010b).

2 Processo de produzir substancia(s) por secrecdo e elaboracdo, e libera-las dentro ou fora do
organismo (FERREIRA, 2010).

8 Eliminacao, do corpo, de qualquer substancia ou matéria (FERREIRA, 2010).
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A comparacdo da aderéncia de bactérias nas superficies de polimeros presentes
nos residuos de servico de saude segregados e ndo segregados trara subsidios
para o planejamento de acdes envolvidas no gerenciamento de RSS, vislumbrando
a possibilidade de reducao do volume de residuos potencialmente infectantes. Cabe
ressaltar que, segundo a ANVISA (2006), cerca de 70 a 80% dos residuos gerados
em servicos de saude, acabam potencialmente contaminados por nao haver uma

segregacao adequada.

A discussdo sobre segregacao e reciclagem de RSS é ampla e complexa, pois,
aborda diferentes perspectivas sociais como: 0 risco a saude da populagédo, a
preservacao do meio ambiente, além das questdes econdmicas relacionadas a
producao industrial e ao gasto com a destinacao correta. As pesquisas cientificas
relacionadas a este tema ainda sdo poucas, assim, a realizagdo de novos estudos
torna-se imprescindivel para subsidiar os érgaos governamentais e técnicos na

definicao de estratégias eficazes no manejo dos RSS.

Este trabalho propde comparar a aderéncia de microrganismos na superficie dos
residuos segregados e nao segregados no momento da sua geracao, visando a
avaliagdo dos riscos associados a reciclagem.

Alguns estudos tém se dedicado a busca de respostas quanto a interacdo dos
microrganismos com os residuos de saude. Ha alguns anos atrds Rutala (1989),
Morel e Bertussi Filho (1997), e mais recentemente, Nascimento et al. (2009)
encontraram bactérias viaveis nos residuos de servicos de saude as quais
representam riscos a saude humana e animal. Entretanto, Rutala (1989) e Zanon
(1990) descrevem nao haver fatos que comprovem que o residuo hospitalar seja
mais contaminado que o residuo doméstico e que possa causar doenca. Esses
autores fazem excessao aos residuos perfurocortantes e as culturas microbioldgicas,
pois, o0 risco de contaminagdo pelo manuseio desses residuos é alto, em qualquer
que seja a etapa do seu manejo. A existéncia de duvidas relacionadas ao risco de
contaminacao por RSS torna mais evidente a necessidade de se colaborar com o
esclarecimento de questionamentos a respeito da presengca de microrganismos nos
RSS.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Comparar a aderéncia de microrganismos nas superficies de polietileno e
polipropileno das embalagens de solug¢des parenterais de grande volume (SPGV)
geradas, segregadas e nao segregadas, no Centro de Terapia Intensiva-1 do
Hospital Publico Regional de Betim.

2.2 ESPECIFICOS

v Correlacionar a aderéncia de microrganismos com as propriedades de
rugosidade e hidrofobicidade, nas superficies das embalagens de PE e PP.

v’ |dentificar microrganismos de importancia epidemiol6gica, possivelmente
presentes no RSS.

v Avaliar o perfil de resisténcia antimicrobiana das principais bactérias

encontradas.



22

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 RESIDUOS SOLIDOS

O lixo, anteriormente, era definido como todo e qualquer residuo sélido proveniente
das atividades humanas. Desde o final da década de 90, Bidone e Povinelli (1999)
definiram lixo como: “aquilo que ninguém quer ou nao tem valor comercial’. Em
2010, a Politica Nacional de Residuos Soélidos (PNRS) instituida pela lei n® 12.305
(BRASIL, 2010a) faz distincao entre residuo (lixo que pode ser reaproveitado ou
reciclado) e rejeito (0 que nao é passivel de reaproveitamento). Assim, essa opiniao
sobre “lixo” torna-o um conceito relativo, pois, 0 que é considerado lixo para alguém
pode nao sé-lo para outra pessoa se puder ser transformado em um novo produto
ou utilizado em um novo processo; gerar lucro, empregos e evitar desperdicio de
recursos naturais. Assim, deve-se avaliar continuamente o que deve ou nao ser

descartado.

A idéia do reaproveitamento traz uma reflexdo sobre o conceito classico de lixo,
como se ele pudesse ser classificado como tal, somente quando nao |he for atribuida
nenhuma nova fungdo ao que anteriormente fora considerado indtil. E importante
serem feitas consideracbes sobre os residuos para que a idéia de coisa suja e inutil
possa abrir espaco para uma nova filosofia de gestao de residuos soélidos, abalizada
pela PNRS quando recomenda agdes que reduzam a quantidade de residuos e que
melhorem a gestdo da parcela que é gerada de maneira econbmica e

ambientalmente sustentavel.

A transformacao de ordem social e econdmica que vem acontecendo no Brasil nas
ultimas décadas, tem acarretado em uma modificagdo importante na composi¢ao de
residuos gerados no pais, assim como um aumento consideravel de seu volume,
como reflexo do crescimento demografico. De acordo com o levantamento feito pela
Associacao Brasileira de Empresas de Limpeza Publica e Residuos Especiais
(ABRELPE, 2011), a média da quantidade de residuos gerados por pessoa no pais
em 2010 foi de 378 quilos (kg), um montante 5,3% superior ao de 2009 (359 kg),
chegando a um de montante de 60,8 milhGes de toneladas ao longo do ano.
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3.1.1 Residuos plasticos

A quantidade de residuos plasticos no Brasil pode parecer pequena, frente ao total
de residuos, mas traz consigo alguns aspectos negativos como o seu volume
aparente ou o chamado “lixo visual” e o tempo que este tipo de residuo necessita
para se decompor. Na fragdo que corresponde a 6% em peso, de materiais plasticos
encontrados nos residuos sélidos urbanos (FIGURA 1), estima-se que 37% sejam de
PE, 21% de PET, 14% de PVC, e 10% de PP.

Figura 1 — Composig¢ao percentual dos materiais que compdem o residuo sélido urbano.
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Fonte: (WIEBECK & PIVA, 1999).

Assim, o PE e o PP tem uma presenca de cerca de 2,2% e 0,6%, respectivamente,
no residuo sélido urbano, sendo 18% a porcentagem das outras resinas, como pode
ser visto na figura 2 (WIEBECK & PIVA, 1999).
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Figura 2 - Distribuicdo média dos plasticos encontrados no total deste residuo disposto como residuos
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Informagbes mais recentes sobre a composi¢ao gravimétrica dos residuos solidos no

Brasil sdo mostradas pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA) no Plano Nacional de

Residuos Sdélidos de 2011. A tabela 1 expde uma estimativa da composicdo dos

residuos solidos urbanos coletados no Brasil,

em 2008. Esses dados séao

provenientes de 93 estudos de caracterizagao fisica de residuos, realizados entre

1995 e 2008. Observa-se que a parcela de plasticos aumentou consideravelmente

neste periodo, quando comparado ao estudo realizado por Wiebeck e Piva em 1999.

Tabela 1 - Estimativa da composi¢do gravimétrica dos residuos sélidos coletados no Brasil, em 2008.

Residuos Participacao % Quantidade (t/dia)
Material reciclavel 31,9 58.527,40
Aco 2,3 4.213,70
Aluminio 0,6 1.079,90
Papel, papelao e tetrapack 13,1 23.997,40
Plastico rigido 4,6 8.448,30
Plastico filme 8,9 16.399,60
Vidro 2,4 4.388,60
Matéria orgéanica 51,4 94.335,10
Outros 16,7 30.618,90
Total 100,0 183.481,50

Fonte: adaptado de Brasil, 2011.
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O exemplo citado no artigo publicado por Wiebeck e Piva, em 1999, aborda sobre a
geragdo de residuos solidos na cidade de Sao Paulo, de cerca de 15 mil
toneladas/dia. Deste montante, possivelmente, mais de 700 toneladas eram
constituidas por embalagens plasticas descartaveis, fabricadas em diversos tipos de
materiais poliméricos. Dentre elas, as que mais participam de nosso cotidiano sédo: o
PET; o polietileno de baixa ou alta densidade - PEBD e PEAD, respectivamente; o
PVC; o PP e o poliestireno - PS (WIEBECK & PIVA, 1999).

Considerando que o processo de decomposicao natural dos polimeros é longo e
critico ao equilibrio ecolégico (WIEBECK & PIVA, 2004), pode-se compreender que
o volume de residuos plasticos, mesmo que pequeno diante dos outros tipos de
residuos, torna-se significante sob a 6tica ambiental. Assim, a PNRS define que
embalagens deverao ser fabricadas com materiais que propiciem a sua reutilizacao
ou reciclagem. Assim, incumbe-se aos respectivos fabricantes em assegurar que as
mesmas sejam projetadas de forma a serem reutilizadas de maneira tecnicamente

vidvel e compativel com tais exigéncias.

De acordo com Candido et al. (2009) a dificuldade de reciclagem e reutilizacdo dos
plasticos reside, principalmente, no fato de que, geralmente, encontram-se
contaminados e/ou misturados. Assim, os recicladores procuram adquirir a matéria-
prima previamente segregada, optando pelos residuos provenientes de empresas

que praticam a coleta seletiva.

3.1.2 Residuos dos servicos de saude

Os RSS sao residuos gerados por prestadores de assisténcia a saude: profissionais
médicos, enfermeiros, fisioterapeutas, odontdlogos, veterinarios e também pelos
laboratérios, farmacias e instituicbes de ensino e pesquisa relacionadas a populagao

humana e veterinaria.

A ANVISA, de acordo da Resolucao de Diretoria Colegiada (RDC) n® 306, de 07 de
dezembro de 2004, que dispde sobre o regulamento técnico para o gerenciamento
de residuos de servigos de saude, define RSS como todos aqueles resultantes de



26

atividades exercidas nos servicos relacionados com o atendimento a saude humana
ou animal que, por suas caracteristicas, necessitam de processos diferenciados em
seu manejo, exigindo ou nao tratamento prévio a sua destinagao final. Dentre estes,
os residuos infectantes sdo definidos como apenas uma parcela dos RSS, os quais
podem transmitir doencas infecciosas, e por isto ndao podem ser reciclados,
reutilizados ou reaproveitados, inclusive para alimentacao animal (BRASIL, 2004).

Na ultima década, a legislacao brasileira relacionada as questées ambientais passou
por grande avango, exigindo um maior comprometimento com a preservacao
ambiental por parte dos estabelecimentos hospitalares e também da sociedade em
geral. De acordo com a RDC da ANVISA n® 306/2004 e com o Conselho Nacional de
Meio Ambiente (CONAMA), pela resolucédo n® 358 de 29 de abril de 2005, as quais
tratam de RSS, algumas medidas devem ser adotadas nas unidades geradoras
deste tipo de residuo com o objetivo de minimizar a sua geracao e viabilizar o
manejo adequado (BRASIL, 2005). Uma das medidas recomendada € a segregacao
do material descartado no momento da sua geracao, o que favorece a reducédo do
volume de residuos que necessitam manejo e/ou tratamento diferenciado. Além
disso, aumentando a quantidade de produto viavel para reciclagem diminuiriam-se
custos com tratamento e gerenciamento. A conduta de segregacao € recomendada,
também, pela Organizagcdo Pan-Americana da Saude (OPAS, 1997), que enumera
como algumas vantagens da segregacgao: a reducao dos riscos para a saude e 0
ambiente, impedindo que as pequenas fracdes de residuos perigosos contaminem
0s outros residuos; a diminuicao de gastos, ja que apenas uma parcela dos residuos
deve receber tratamento especial; e a recuperacdo de alguns materiais para
reciclagem. Entretanto, os servicos de saude ainda encontram dificuldades na
implementacédo das medidas adequadas.

A ANVISA, na RDC n® 306/2004 apresenta, em seu apéndice |, uma classificacdo
dos residuos em cinco grupos (ANEXO 1), especifica cada os tipos de residuos que
compde cada grupo e subgrupo e define como deve ser o gerenciamento desde o
momento da sua geracao até destinacao final. Esses residuos sao classificados em:
grupos A, B, C, D, E e subgrupos A1, A2, A3, A4 e A5:
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GRUPO A - Residuos com a possivel presenca de agentes bioldgicos que,
por suas caracteristicas, podem apresentar risco de infecgao.

Al

1. culturas e estoques de microrganismos; residuos de fabricacdo de
produtos bioldgicos, exceto os hemoderivados; descarte de vacinas de
microrganismos vivos ou atenuados; meios de cultura e instrumentais
utilizados para transferéncia, inoculagdo ou mistura de culturas; residuos de
laboratérios de manipulacdo genética;

2. residuos resultantes da atencédo a saude de individuos ou animais, com
suspeita ou certeza de contaminagao bioldgica por agentes classe de risco
4% microrganismos com relevancia epidemiolédgica e risco de disseminagéao
ou causador de doenga emergente que se torne epidemiologicamente
importante ou cujo mecanismo de transmissao seja desconhecido;

3. bolsas transfusionais contendo sangue ou hemocomponentes rejeitadas
por contaminagdo ou por ma conservagdo, ou com prazo de validade
vencido, e aquelas oriundas de coleta incompleta;

4. sobras de amostras de laboratério contendo sangue ou liquidos
corpéreos, recipientes e materiais resultantes do processo de assisténcia a
saude, contendo sangue ou liquidos corpéreos na forma livre.

b) A2

1. carcagas, pegas 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
epidemiolégica e com risco de disseminagao, que foram submetidos ou nédo
a estudo anatomo-patolégico ou confi rmacao diagndstica.

c) A3

1. pecas anatémicas (membros) do ser humano; produto de fecundagao
sem sinais vitais, com peso menor que 500 gramas ou estatura menor que
25 cm ou idade gestacional menor que 20 semanas, que nado tenham valor
cientifi co ou legal e ndo tenha havido requisicdo pelo paciente ou
familiares.

d) A4

1. kits de linhas arteriais, endovenosas e dialisadores, quando descartados;

2. filtros de ar e gases aspirados de area contaminada; membrana filtrante
de equipamento médico hospitalar e de pesquisa, entre outros similares;

3. sobras de amostras de laboratério e seus recipientes contendo fezes,
urina e secregdes, provenientes de pacientes que ndo contenham e nem
sejam suspeitos de conter agentes Classe de Risco 4, e nem apresentem
relevancia epidemiolégica e risco de disseminagdo, ou microrganismo
causador de doenga emergente que se torne epidemiologicamente
importante ou cujo mecanismo de transmissdo seja desconhecido ou com
suspeita de contaminagdo com prions;

4. residuos de tecido adiposo proveniente de lipoaspiragao, lipoescultura ou
outro procedimento de cirurgia plastica que gere este tipo de residuo;

5. recipientes e materiais resultantes do processo de assisténcia a saude,
que nao contenha sangue ou liquidos corpoéreos na forma livre;

6. pecas anatdmicas (6rgaos e tecidos) e outros residuos provenientes de
procedimentos cirlrgicos ou de estudos anatomo-patolégicos ou de confi
rmacao diagndstica;

* O risco individual e para a comunidade é elevado. Sdo microrganismos que representam sério risco
para o homem e para os animais, sendo altamente patogénicos, de facil propagacéo, ndo existindo
medidas profilaticas ou terapéuticas. Exemplos: Virus Malburg e Virus Ebola (BRASIL, 2010).
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7. carcagas, pegas anatdémicas, visceras e outros residuos provenientes de
animais ndo submetidos a processos de experimenta¢cdo com inoculagao de
microorganismos, bem como suas forracoes; e 8. bolsas transfusionais
vazias ou com volume residual pos-transfuséao.

e) A5

1. o6rgdos, tecidos, fluidos orgénicos, materiais perfurocortantes ou
escarificantes e demais materiais resultantes da atencdo a saude de
individuos ou animais, com suspeita ou certeza de contaminagdo com
prions.

GRUPO B - Residuos contendo substancias quimicas que podem
apresentar risco a saude publica ou ao meio ambiente, dependendo de suas
caracteristicas de inflamabilidade, corrosividade, reatividade e toxicidade.

GRUPO C - Quaisquer materiais resultantes de atividades humanas que
contenham radionuclideos em quantidades superiores aos limites de
isencao especificados nas normas do Comissao Nacional de Energia
Nuclear (CNEN) e para os quais a reutilizagdo € imprépria ou nao prevista.

GRUPO D - Residuos que nao apresentem risco biol6gico, quimico ou
radiol6gico a saude ou ao meio ambiente, podendo ser equiparados aos
residuos domiciliares.

GRUPO E - Materiais perfurocortantes ou escarificantes, tais como:
Laminas de barbear, agulhas, escalpes, ampolas de vidro, brocas, limas
endodonticas, pontas diamantadas, laminas de bisturi, lancetas; tubos
capilares; micropipetas; laminas e laminulas; espatulas; e todos os
utensilios de vidro quebrados no laboratério (pipetas, tubos de coleta
sanguinea e placas de Petri) e outros similares (BRASIL, 2004, p. 7).

Os tipos de residuo de interesse para esta pesquisa sdo os recipientes utilizados
para o envase de solucdes parenterais® de grande volume (SPGV), definidos como:
“solucao estéril e apirogénica, destinada a aplicacao parenteral em dose Unica, cujo
volume é de 100ml ou superior”. Inclui-se, também, nessa definicdo, as solucdes
para irrigacao e para dialise peritoneal (BRASIL, 2010b). Este tipo de residuo pode
estar contido no item 2 do subgrupo A1 e no no item 5 do subgrupo A4 descritos

anteriormente.

Conforme o artigo 15 da RDC ANVISA 306 de 2004, os residuos A1 devem ser

submetidos a processos de tratamento em equipamento que promova reducao de

® Via parenteral: acesso para administracdo de medicamentos que alcancem espagos internos do
organismo, incluindo vasos sanguineos, 6rgaos e tecidos. (ANVISA, 2003)
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carga microbiana compativel com nivel 1II° de inativagdo microbiana e devem ser
encaminhados para aterro sanitario licenciado ou local devidamente licenciado para
disposicao final de residuos dos servicos de saude. Os residuos A4 podem ser
dispostos, sem tratamento prévio, em local devidamente licenciado para disposicao
final de RSS, conforme o artigo 18 (BRASIL, 2004).

A classificacdo dos residuos de servico de saude foi posta com base na composicao
e caracteristicas bioldgicas, fisicas, quimicas, estado da matéria e origem, para o
seu manejo seguro. Tem como finalidade o adequado gerenciamento desses
residuos na 4rea interna e externa dos estabelecimentos de saude (BRASIL, 2004).

O gerenciamento de RSS € definido pela ANVISA (BRASIL, 2004) como 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 producao
de residuos e proporcionar aos residuos gerados, um encaminhamento seguro, de
forma eficiente, visando a protecao dos trabalhadores, a preservagao da saude, dos

recursos naturais e do meio ambiente.

Alguns autores ja mencionaram a problematica criada pelos RSS devido a falta de
um plano de gerenciamento de residuos bem implementado na maioria dos
hospitais. Eles concordam que a partir de uma segregacao criteriosa apenas
pequena parte dos RSS, com maior risco biolégico, necessitaria ser submetida a
tratamentos especiais com vistas a eliminacdo de sua periculosidade e que, 0
restante poderia ser gerenciado como residuo comum, reduzindo-se 0s custos
operacionais e o0s riscos a saude publica (FERREIRA, 1997; DIAS & FIGUEIREDO,
1999).

Brito (2000), cita em seu estudo alguns autores que analisaram 0s residuos
hospitalares. Dentre eles: Mattos, Silva e Carrilho (1998), concluiram que apenas
10% do lixo hospitalar é infectante. Outros, como: Santos (2000); Soares e Castilho

® Inativagdo de bactérias vegetativas, fungos, virus lipofilicos e hidrofilicos, parasitas e micobactérias
com reduc¢do igual ou maior que 6Log1°, e inativacao de esporos do Bacillus stearothermophilus ou de
esporos do Bacillus subtilis com redugéo igual ou maior que 4Log'® (BRASIL, 2004).
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(1997) e Ferreira, (1997), consideraram que até 30% do residuo é infectante e o
restante é considerado como lixo "comum"”, semelhante aos residuos domésticos,
dos quais, segundo Mattos, Silva e Carrilho (1998) afirmam que cerca de 20%

poderiam ser reciclaveis.

Ferreira, (1997) e Zanon (1990) pesquisaram as semelhancas e diferengas entre
residuos domiciliares e hospitalares, e concluiram que excetuando- se uma pequena
parcela desses residuos considerados como "especiais" devido ao maior risco
biolégico, ndo ha justificativas para o tratamento diferenciado entre os dois tipos de
residuos. Nesse mesmo estudo feito por Ferreira (1997), devido a semelhanca
bastante razoavel entre os residuos, o autor sugere que os residuos hospitalares
sejam agrupados em uma mesma categoria, do ponto de vista gerencial. Este autor
ainda reforca que a idéia da disposicao conjunta dos residuos sélidos domiciliares e
hospitalares em aterros sanitarios pode ser viavel. Corroborando a esta idéia,
Cussiol (2006) publicou sua pesquisa onde foi feita caracterizacdo gravimétrica dos
residuos domiciliares em uma regido de Belo Horizonte. Entdo, a partir da
extrapolacdo dos dados da sua pesquisa com informagdes da Superintendéncia de
Limpeza Urbana (SLU) sobre a fragdo média total de RSS nos anos de 2003 e 2004,
a pesquisadora mostrou que a fragcdo de residuos originarios de unidades de
servicos de saude é, no minimo duas vezes menor que a fragdo total coletada de

residuos potencialmente infectantes de origem domiciliar.

Em relacdo ao risco de transmissdo de patdégenos pelo lixo, Bidonde e Povinelli
(1999) mencionaram que apenas 10% do risco de infecgdes hospitalares estdo

associados ao mau gerenciamento de residuos dos residuos.

Uma observagdo importante sobre os reais riscos associados aos residuos
hospitalares € feita por Zanon (2002 apud GARCIA & ZANETTI-RAMOS, 2004)
quando percebe que as publicacbes sobre a suposi¢cao de evitar um risco inexistente
beneficiam a "industria do lixo", favorecendo os que lucram financeiramente com a
exploracao da visao de periculosidade infecciosa dos residuos de servigos de saude.
O autor citado faz referéncia a “industria do lixo” como um "campo minado" por
envolver vultosos interesses financeiros. Considera ainda, que a legislacdo que
exige o tratamento diferenciado para os residuos de servicos de saude sobrecarrega

0s hospitais com despesas desnecessarias.
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A inseguranga na tomada de deciséo, por parte dos estabelecimentos de saude, no
que se refere ao gerenciamento de seus residuos € diagnosticada por Soares et al.
(2000) como consequéncia de alguns fatores como: grande diversidade dos
constituintes dos RSS; a incerteza da sua transmissibilidade de patdgenos; a falta de
conhecimento sobre os indicadores de indice de infecciosidade do residuo; e os
altos custos de se adotar um eficiente plano de gerenciamento bem como

dificuldades de fiscalizacao por parte dos 6rgaos publicos.

As resolugdes do CONAMA e da ANVISA definem pela necessidade de tratamento
de alguns subgrupos de residuos potencialmente infectantes, conforme os critérios
citados anteriormente, e também reforcam que quando eles sdo misturados aos
comuns, a totalidade devera ser gerenciada como residuo infectante. Os resultados
da pesquisa de Pilger e Schenato (2008) sugerem que, com a segregacao
adequada, poderia haver uma reducao da quantidade e de custos para o tratamento
e disposicao dos residuos infectantes.

Fato que corrobora a esta realidade é a existéncia de certo engano a respeito dos
residuos gerados em instituicbes de salde, por parte da populacdo em geral e
mesmo entre os proprios trabalhadores dessas instituicdes que acreditam que todo
residuo oferece riscos a saude. Essa mistificacdo, como cita Andrade (1999), esta
relacionada ao preconceito que as pessoas tém a respeito das palavras "lixo e

hospital", pois, estdo sempre relacionando-as a doencga, a morte e ao medo.

A partir da observacado das atividades dos profissionais no Hospital escolhido para
este estudo, no que se refere ao descarte de embalagens, frascos de solugcdes
parenterais, assim como o descarte de todos os artigos médico-hospitalares € que
vislumbrou-se a possibilidade de se reduzir parte do volume de residuos gerados
nesta ou em quaisquer outras instituicbes de saude. Pode-se observar a falta de
critérios, por parte dos profissionais, na separacao de residuos soélidos tendo, como
consequéncia, o0 aumento da quantidade de residuos considerados infectantes.

3.1.3 Plasticos presentes no RSS
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A midia tem divulgado o acréscimo do consumo doméstico de PP e PE que foram os
principais responsaveis pelo aumento das resinas termoplasticas no Brasil em 2012,
de acordo com o levantamento feito pela Associacao Brasileira da Industria Quimica
(ABIQUIM), em marco de 2013. O consumo aparente nacional (CAN) nos dois
segmentos cresceu 4,5% e 3,5% em relagdo ao ano anterior, respectivamente. Em
contra-partida o consumo de outras resinas, como PVC, PET e o etileno-acetato de
vinila (EVA) tiveram queda em seu consumo (MAGNABOSCO, 2013).

Rosa e Pantano Filho (2003) relatam que “o setor de embalagens se destaca na
utilizagdo de polimeros sendo que, no Brasil, aproximadamente 30% das resinas
plasticas consumidas destinam-se a industria de embalagens”. Estas embalagens

estao presentes também nos produtos médico-hospitalares.

Os plasticos apresentam-se como uma das principais alternativas para diversos tipos
de embalagens de artigos médico-hopitalares. Dentre estes, incluem-se as
embalagens de solugcbes parenterais de grande volume (SPGV), sobretudo nas
formas de frasco-ampola e bolsa. O PE é muito utilizado como material para
embalagem de SPGV na forma de frasco-ampola e o PP ¢ utilizado para este tipo de
embalagem na forma de laminado, visando aumentar as propriedades de barreira.
Ja o PVC é usado, principalmente, na fabricacdo das bolsas flexiveis para SPGV e
sangue (MONTEIRO & GOTARDO, 2005). Assim, estdo sempre presentes no RSS.

A ANVISA, pela RDC n® 17, de 16 de abril de 2010, define sobre as Boas Praticas
de Fabricacdo de Medicamentos (BPFM) para que se estabeleca requisitos minimos
a serem seguidos na fabricacao de recipientes para preparacoes injetaveis (BRASIL,
2010b). Os principais tipos de material empregados neste tipo de embalagem sao o
vidro e o plastico. Visto que esta pesquisa trata apenas do estudo de embalagens de
PE e PP, define-se a matéria-prima para fabricagcdo, segundo a Farmacopéia
Brasileira (2010c):

Polietilenos de alta e baixa densidade sao polimeros de cadeia longa,
sintetizados sob condigbes controladas de calor e pressao, com o auxilio de
catalisadores e a partir de, no minimo, 85,0% de etileno e um total de 95,0%
de olefinas (BRASIL, 2010c, p. 289).

Polipropilenos sao polimeros de cadeia longa, sintetizados com o auxilio de
catalisadores sob condicdes controladas de calor e pressédo. Fatores como
composigao do plastico, processamento e procedimentos de limpeza, meios
de contato, corantes, adesivos, absor¢do, adsorcdo, permeabilidade de
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conservantes e condigdes de armazenamento podem afetar a adequacéao
de um plastico para um uso especifico. A adequacao de um polipropileno
caracteristico deve ser estabelecida por meio de testes adequados
(BRASIL, 2010c, p. 290).

Na mesma RDC ANVISA, 2010, citada no paragrafo anterior, e de acordo com Le Hir
(1997 apud MONTEIRO & GOTARDO, 2005) os requisitos exigidos devem-se a que
embalagens de solugcdes parenterais sejam fabricadas com material transparente o
bastante para que se tenha uma boa visualizacdo do aspecto primario da
preparacao; que sejam quimicamente inertes em relagdo a preparacao com a qual
estd em contato e para que se evite a introducdo de material estranho na
preparacdo. Deve-se, também, evitar a difusdo de componentes através do

recipiente e deste para a preparacao em contato, durante a vida util do produto.

As SPGV sao amplamente utilizadas nos servicos hospitalares fazendo com que
suas embalagens, apés o consumo, ocupem grande parte do volume gerado de
RSS. A tabela 2 mostra as apresentacdes destas solucdes disponiveis no mercado

brasileiro, de acordo com volume e tipo de solucédo, material da embalagem, tipo de

embalagem.
Tabela 2 - SPGV disponiveis no mercado brasileiro.
SPVG Tipo de recipiente Polimero Volume/ml|
Frasco-ampola PE 100, 250, 500, 1000
Glicose 5% Bolsa Flexivel PFYF? 100, 250, 500, 1000
Frasco-ampola PE 250, 500, 1000
Glicose 10% Bolsa flexdvel PVC 100, 250, 500, 1000
PP 250, 500, 1000
Frasco-ampola PE 250, 500, 1000
Glicofisiolégico Bolsa flexivel PVC 100, 250, 500, 1000
PP 250, 500, 1000
Frasco-ampola PE 100, 250, 500, 1000
NaCl 0,9% : ’ :
(Fisiologico) Bolsa flexivel PVC 100, 250, 500, 1000
PP 100, 250, 500, 1000, 2000
Ringer lactato Frasco-ampola PE 250, 500, 1000
g Bolsa flexivel PP 250, 500, 1000
Ringer fisiologico Frasco-ampola PE 500
Agua para injegao Bolsa flexivel PVC 250, 500, 1000

Fontes: Adaptado de: Farmacéutica Texon Ltda e Turco e King (1987 apud MONTEIRO &
GOTARDO, 2005).
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As SPGV sao comercializadas por algumas das grandes empresas do ramo de
produtos hospitalares, as quais, predominantemente, fabricam o frasco-ampola em

PE e as bolsas flexiveis sao fabricadas tanto em PVC quanto PP.

3.1.4 Hospital Regional de Betim

O local escolhido para a realizacdo deste estudo € o Centro de Terapia Intensiva-1
(CTI-1) do Hospital Publico Regional de Betim (HPRB). A opc¢éao pelo CTI-1 deveu-se
a caracteristica da circulagdo restrita do setor e a facilidade de acesso pela

pesquisadora, o que viabilizou o controle sobre a coleta de dados para o estudo.

O municipio de Betim situa-se a 31 km da capital mineira e possui 415.098
habitantes (IBGE, 2010). Segundo o IBGE (2010), a populacdao do municipio de
Betim tem crescido em média 7,85% ao ano - taxa muito superior a da populacao da
Regidao Metropolitana de Belo Horizonte - (2,09%) e de Minas Gerais - (1,15%). Com
uma area superficial total de 345,91 km2 e densidade populacional de 1.200
habitantes/km2. O municipio € um dos principais polos de concentracao industrial do
Estado de Minas Gerais. Seu grande impulso econémico aconteceu na década de
60, com a instalacdo da Refinaria Gabriel Passos e da FIAT automéveis. Mas, ainda
atualmente, o municipio registra um macro crescimento econémico (IBGE, 2010). O
indice de Desenvolvimento Humano (IDH) é de 0,775 de acordo com o Programa
das Nagbdes Unidas para o Desenvolvimento (PNUD, 2000).

O HPRB foi inaugurado no dia 02 de agosto de 1996 e desde entdo atende a
populacdo do Consorcio Intermunicipal de Saude do Médio Paraopeba (CISMEP) o
qual é composto por 16 municipios da regido. E um hospital ptblico de grande porte,
conta com 400 leitos de atendimento materno-infantil, hemodialise, clinica médica e
cirurgica de alta complexidade para pacientes adultos e pediatricos tendo 40 leitos
de CTI. E referéncia no atendimento ao trauma e & gestante de alto risco (SILVA,
2008Db).

O CTI-1 faz parte da Divisao de Servicos de Terapia Intensiva a qual conta com 40
leitos: 20 leitos para atendimento do paciente adulto, sendo 10 leitos no CTI-1 e 10
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leitos no CTI-2, e 20 leitos para atendimento de pediatria e neonatologia. O CTI-1
recebe pacientes predominantemente vitimas de traumas e das especialidades
clinica e cirurgica (cardiovascular, neurologia, ortopedia e outros) de outros setores
do hospital, das Unidades de Atendimento Imediato e de outros municipios,

principalmente dos pertencentes ao CISMEP.

O Hospital Publico Regional de Betim (HPRB) tem como rotina estabelecida no
Plano de Gerenciamento de Residuos Soélidos de Saude (PGRSS), a pesagem

semestral dos residuos solidos por tipo de material.

Os residuos sao separados em: infectante (grupo A), perfurocortante (grupo E),
comum seco e comum umido (grupo D). Dentre os residuos reciclaveis observou-se
que a maior quantidade foi de papel, seguido pelos materiais poliméricos que
ficaram em segundo lugar (HPRB, 2012).

De acordo com o PGRSS deste hospital, os residuos soélidos infectantes sao
recolhidos por uma empresa prestadora de servicos para o municipio, para
tratamento em autoclave antes da destinagao final em aterro sanitario. Os residuos
sélidos considerados infectantes, atualmente, sdo todos os residuos que tiveram
contato com os pacientes atendidos em qualquer uma das unidades assistenciais,
0s quais podem ou ndo estarem em leito de isolamento (HPRB, 2012).

O volume de frascos potencialmente reciclaveis adquiridos pelo hospital no ano de
2011, entre solugbes de 1000, 500 , 250 e 100ml, foi de 799.680 unidades
(APENDICE A).

3.2 PLASTICOS

De acordo com o Dicionario de Polimeros (ANDRADE et al., 2001), plastico é o
“termo geral dado a materiais macromoleculares que podem ser moldados por acao
de calor e/ou pressao”. Sao geralmente materiais sintéticos, derivados de petréleo e
formados pela unido de grandes cadeias moleculares chamadas polimeros (poly =

muitos, meros = partes). As propriedades dos plasticos sdo definidas a partir do
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tamanho e da estrutura das moléculas desses polimeros (resinas) (CANDIDO et al.,
2009).

Polimeros sédo materiais de origem organica (ou inorgénica) de alta massa
molar (acima de dez mil, podendo chegar a dez milhdes), cuja estrutura
consiste na repeticdo de pequenas unidades (meros). Macromolécula
formada pela unido de moléculas simples ligadas por ligagcdo covalente
(CANEVAROLO, 2010, p. 23).

O numero de repeticoes dos meros da cadeia polimérica é denominado grau de

polimerizacdo, sendo geralmente simbolizado por “n” ou entédo por “DP” (que sao as
iniciais do termo em inglés degree of polymerization) (MANO & MENDES, 1999).

Uma das maneiras mais importantes de classificacdo para os plasticos é quanto as
caracteristicas de fusibilidade, segundo a qual esses materiais podem ser
termoplasticos e termorrigidos (CANEVAROLO, 2010).

Os termoplasticos sao caracterizados por possuir ligacdes quimicas fracas (van der
Waals) entre as cadeias que, assim, podem ser facilmente rompidas com a
introducdo de energia (FRUET, 2005). E por isto podem ser aquecidos,
conformados, resfriados, novamente aquecidos e conformados sem a perda
significativa de suas propriedades fisicas. Sao fusiveis, sollveis e reciclaveis.
Correspondem a 80% dos plasticos consumidos, dentre os quais estdo: o PET, o
PEAD, o PEBD, o PS, o PVC e PP (AUSTIN ASIS, 2011).

Os termofixos, apds serem moldados, tornam-se, geralmente, insollveis e infusiveis,
ou seja, sdo aqueles que aplicacbes subsequentes de calor ndo podem ser
moldados novamente, e devido a esta caracteristica, sdo dificeis de serem
reciclados (CANEVAROLO, 2010). Eles representam os outros 20% do total de
plasticos consumidos no Brasil que séo: as resinas de poliuretanos (PU), o EVA,
resinas fenodlicas e poliésteres (WIEBEK & PIVA, 2004).

No processo de biodegradacdo dos plasticos acontece uma alteragdo das
propriedades fisicas e quimicas do polimero por acdo enzimatica de

microorganismos presentes no ambiente, em condi¢des especificas de temperatura,
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humidade, radiacao, oxigénio e nutrientes. Habitualmente, os plasticos sdo materiais
muito resistentes a degradacdo no meio ambiente devido a sua massa molecular
relativa ser elevada e também a sua hidrofobicidade que dificulta a acdo enzimatica
dos microorganismos na superficie do polimero (AMASS, 1998; FLEMMING, 1998
apud FRANCHETTI & MARCONATO, 2006). Portanto, o descarte do plastico
representa um problema ambiental dificil e importante, pois permanece no ambiente

por muitos anos.

3.2.1 Polietileno

3.2.1.1 Breve histérico

De acordo com White e Choi (2005), a primeira vez que se tem relato da producao
de polietileno foi em 1933, quando Dr. A. Michels, na Imperial Chemical Industrial
Ltda (1.C.l.), pressurizava uma bomba a 3.000 atm e ocorreu um vazamento. Quando
ele tentou fazer com que a pressao retornasse ao inicial adicionando mais etileno,
percebeu que havia se formado um pé branco (polietileno). Em 1934 os resultados
desta experiéncia foram relatados por Fawcett e Gibson. Em 1936 a I.C.I registrou
uma patente provisoria em nome de Fawcett, Gibson, Perrin, Paton, Willians para

este processo de producgao do polietileno de baixa densidade.

Nas décadas subsequentes novas descobertas aconteceram: nos anos de 1930, a
[.C.1. langou o polietileno de baixa densidade — PEBD; e nos anos 50, o polietileno
de alta densidade — PEAD, com os catalisadores Ziegler-Natta. Nos anos 70, a
Union Carbide introduziu o polietileno de baixa densidade linear — PEBDL. Nos anos

90, a Dow Chem. langou o novo elastobmero de poliolefinas, Affinity e Engage, um
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dos primeiros desenvolvimentos da tecnologia Insite de catélise metalocénica’
(WHITE & CHOI, 2005).

Atualmente, o polietleno € o plastico mais vendido no mundo. Isso ocorre
principalmente pela grande versatilidade desse material, que pode ser quase
transparente ou translucido, rigido ou flexivel, natural ou pigmentado (DOAK, 1986
apud COUTINHO, 2003). Além de ser facilmente processado, nao-téxico, nao-
higroscopico® e de ter um preco bastante reduzido, o que explica o seu consumo
elevado (MARTINS, 1999).

3.2.1.2 Caracteristicas e propriedades do PE

O polietileno é um polimero de alta massa molecular (acima de dez mil, podendo
chegar a dez milhdes), cuja estrutura consiste na repeticdo de pequenas unidades
mostrada na figura 3, e estas, por meio de ligacbes covalentes formam uma
macromolécula (CANEVAROLO, 2010).

Figura 3 - Representacado do monémero do polietileno.
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Fonte: (CANEVAROLO, 2010).

’ S3o0 chamados de catalisadores de sitio Unico, realizam a polimerizagdo de a-olefinas com
vantagens. Reduzem os ciclos de polimerizagdo, elevam a produtividade e geram polimeros com
algumas propriedades melhoradas (WAL, 1998 apud SILVA et al., 2001a).

8 Higroscopico: que absorve e retém a umidade facilmente (WEISZFLOG, 2007).



39

Esse polimero possui uma das mais simples estruturas dentre todos os polimeros e
pode ser reproduzida através de varios processos que lhe conferem caracteristicas
préprias de densidade, peso molecular, distribuicao de peso molecular, o que explica
a sua grande variedade de processos de transformacéao e de aplicacdes.

Anteriormente, o polietileno era classificado pela sua densidade e pelo tipo de
processo usado em sua fabricacdo. Atualmente, os polietilienos sao mais
apropriadamente descritos como polietilienos ramificados e polietilenos lineares
(MARTINS, 1999). O PE de cadeias lineares, o PEAD, tem maior densidade, pois a
orientacdo, o alinhamento e o0 empacotamento das cadeias tornam-se mais
eficientes; assim como as forcas intermoleculares (van der Waals) podem agir mais
intensamente e, consequentemente, a cristalinidade sera maior. O contrario
acontece no caso do PEBD, que tem ramificacées na sua cadeia que tornam mais
dificil o empacotamento (MANO & MENDES, 1999).

De acordo com Coutinho (2003) séo cinco os tipos de polietilenos produzidos, sendo
que a diferenca entre eles esta nas condicdes do sistema utilizado para

polimerizacao:

- Polietileno de baixa densidade (PEBD ou LDPE);

- Polietileno de alta densidade (PEAD ou HDPE);

- Polietileno linear de baixa densidade (PELBD ou LLDPE);

- Polietileno de ultra alto peso molecular (PEUAPM ou UHMWPE);
- Polietileno de ultra baixa densidade (PEUBD ou ULDPE).

O PEBD, ou LDPE, é o mais utilizado na fabricacdo de SPGV, pois, tem algumas
propriedades que, quando combinadas, o tornam o material mais adequado para
este tipo de embalagem. Essas propriedades sdo: tenacidade, alta resisténcia ao
impacto, alta flexibilidade, boa processabilidade, estabilidade. O PEBD possui
densidade entre 0,910-0,925 g/cm® e é pouco sollvel em solventes polares como
alcoois, ésteres e cetonas. A permeabilidade a agua do PEBD é baixa quando
comparada a de outros polimeros (DOAK, 1986 apud COUTINHO, 20083).
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3.2.1.3 Aplicages do polietileno

Devido as caracteristicas anteriormente descritas, o PEBD é muito utilizado como
filmes para embalagens industriais e agricolas, filmes destinados a embalagens de
alimentos liquidos e sdélidos, filmes laminados e plastificados para alimentos,
brinquedos, utilidades domésticas, revestimento de fios, cabos, tubos, mangueiras e
nas embalagens para produtos farmacéuticos e hospitalares como ilustrado na figura
4 (COUTINHO, 2003).

Figura 4 — Embalagem de SPGV em PE do fabricante X.

Fonte: Foto da autora.

O PEAD e o PEBD tem uma grande diversidade de aplicagdes, entretanto o PEAD é
mais duro e resistente e o PEBD é mais flexivel e transparente. Assim, o PEAD é
bastante utilizado na fabricacdo de tampas com rosca (rigidas) e o PEBD na de
tampas sem rosca (flexiveis) (COUTINHO, 2003). Este tipo de aplicacao € de grande
utilidade na fabricacdo de conectores e tampas de embalagens de solucbes de uso
hospitalar.
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3.2.2 Polipropileno

3.2.2.1 Breve histérico

O primeiro registro da produgédo do polipropileno foi no inicio da década de 1950
quando Karl Ziegler e Giulio Natta prepararam o polipropileno a partir de monémeros
de propileno (CH2=CHCHS). Neste periodo, Karl Ziegler, na Alemanha, desenvolveu
catalisadores organometalicos que foram utilizados por Giuglio Natta (1903-1979),
na ltalia, para a producdo de polimeros estereoregulares (com grupos laterais
regulares e simétricos), produzindo polipropileno isotatico. Até entao, o polipropileno
s6 havia sido produzido na sua forma atatica, um material viscoso, com
caracteristicas pouco atrativas comercialmente. O novo produto, um plastico sélido,
iniciou 0 que atualmente € uma imensa area de sintese, dita estereoespecifica, ou
seja, aquela que produz estruturas quimicas de forma controlada. Por estas
descobertas, Ziegler e Natta dividiram o Prémio Nobel de Quimica, em 1963
(CANEVAROLO, 2010).

3.2.2.2 Caracteristicas e propriedades do PP

O polipropileno é um polimero termoplastico semicristalino, produzido a partir da
polimerizacdo do mondmero propeno, usando um catalisador estereoespecifico®

formando cadeias longas.

A figura 5 mostra o mondémero base, propeno, que € um gas a temperatura ambiente
(MANO & MENDES, 1999; CANEVAROLO, 2010).

° O termo estereoespecifico do catalisador se refere a caracteristica de controlar a posi¢cdao do grupo
metila na cadeia polimérica de forma ordenada (CANEVAROLO, 2010).
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Figura 5 - Representacdo do mondmero do propileno.
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Fonte: (CANEVAROLO, 2010).

Existem diversos tipos de polipropileno (atatico, isotatico e sindiotatico), cada um
tem seus respectivos pontos de fusédo e rigidez, sendo mais duro e resistente ao
calor, quando comparado com o polietleno (MANO & MENDES, 1999;
CANEVAROLO, 2010).

O polipropileno PP isotatico € o mais comercial. Apresenta-se no estado sélido
parcialmente cristalizado na temperatura ambiente e com uma cristalinidade média
de 60%, ou seja, uma fase amorfa e outra cristalina. Sua cadeia € linear, com um
radical metila a cada mero e todos posicionados do mesmo lado do plano formado
pelos atomos CH da cadeia principal. A fase amorfa por ndo ter ordem espacial, tem

conformacéo aleatéria apresentando-se em forma de novelo (CANEVAROLO, 2010).

Este polimero apresenta densidade da ordem de 0,905 g/cm3, exibe elevada rigidez
e tem boa resisténcia ao impacto a temperatura ambiente (acima de 15°C) em todos
os tipos. Tem alta dureza superficial e elevada resisténcia quimica a solventes, nao
sendo atacado pela grande maioria de produtos quimicos a temperatura ambiente.
Apresenta baixissima absorcdo de agua, baixa permeabilidade ao vapor de agua,
baixissima condutividade elétrica, baixo custo, facil moldagem, boa estabilidade
térmica e maior sensibilidade a luz ultravioleta (UV) e aos agentes de oxidagéo,
sofrendo degradacdo com maior facilidade (MICHAELI, 1995; MANO & MENDES,
1999; CANEVAROLO, 2010).
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3.2.2.3 Aplicagbes do PP

Devido as suas caracteristicas em estado fundido, o polipropileno pode ser moldado
por diferentes processos de transformacgao de plasticos e assim ter uma gama de
aplicacéoes: ele pode ser processado por moldagem por injecao, por sopro, extrusao
e também é comercializado na forma de filmes (BONELLI, 2005; MANO, 1999).
Como aplicagcdes comerciais do polipropileno podem ser citadas: a fabricacdo de
brinquedos, de recipientes para alimentos, remédios, produtos quimicos, carcacas
para eletrodomésticos, seringas de injecao, material hospitalar esterilizavel, dentre
outras (FRANCHETTI & MARCONATO, 2003).

Segundo dados obtidos pela Associagdo Brasileira da Industria do Plastico
(ABIPLAST) conforme ilustra o grafico da figura 6, elaborado por Asis (2011), 6% do
PP produzido no Brasil em 2007 teve sua aplicacao na industria farmacéutica.

Figura 6 — Gréfico de consumo de PP no Brasil em 2007.
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Fonte: (ASIS, 2011).

Atualmente, existem diferentes tipos de plasicos no mercado e cada um deles
adequado a um tipo de aplicacao. No mercado de embalagens, as bolsas e frascos
de PP foram desenvolvidos para o envase de solucdes parenterais. O PP comecou a
ser usado como alternativa ao PE e PVC (MONTEIRO, 2009), assim alguns



44

fabricantes comegaram a adota-lo como matéria prima dos recipientes para SPGV,

conforme mostra a figura 7.

Figura 7 - Embalagens de SPGV em bolsas de PP.
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Fonte: Sanobiol Laboratério Ltda, 2013.

3.3 PROPRIEDADES DE SUPERFICIES DOS MATERIAIS E ADERENCIA
BACTERIANA

Alguns autores consideram algumas caracteristicas da superficie dos materiais, que
afetam e determinam a aderéncia das células bacterianas. Propriedades como
rugosidade da superficie, facilidade de limpeza, desinfetabilidade, molhabilidade
(determinado pela hidrofobicidade) e vulnerabilidade ao desgaste podem influenciar
a capacidade das células de aderir a uma superficie especifica e, assim, determinar
o estado de higiene do material (VAN HOUDT & MICHIELS, 2010).

Outros autores incluem também a composicdo quimica dos materiais, a carga
superficial e a configuracao fisica. Além disso, a absor¢cao ou adesdo de proteinas
em sitios vazios pode alterar a energia da superficie mudando suas caracteristicas
hidrofilicas e hidrofébicas da superficie (AN & SKOWRONSKI, 2000). Também foi
demonstrado, por Mitik-Dineva et al. (2008 apud TRUONG et al., 2009), estudos
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realizados sobre aderéncia bacteriana, em resposta a modificacdes na superficie de
vidro e polimeros. Nesses estudos, 0s autores concluiram que mudancas na
topografia da superficie de um substrato em escala nanométrica podem influenciar o
grau de aderéncia de bactérias.

3.3.1 Composicao quimica

A composicao quimica, a energia livre, e a aspereza estdo diretamente relacionadas
com as propriedades da superficie dos materiais e, por isso, interferem na aderéncia
de microrganismos (HOOD & ZOTOLLA, 1997). Assim, faz-se necessdria a analise

da superficie dos materiais estudados para confirmacao de sua composi¢ao.

A Farmacopéia Brasileira define, como conclusivos, os ensaios de identificagdo de
materiais: infravermelho; espectrofotometria de absorcao especifica e cromatografia
liguida de alta eficiéncia acoplada a espectrofotometria (BRASIL, 2010c).

A espectrofotometria fundamenta-se na absorcdo da energia eletromagnética por
moléculas que dependem tanto da concentracdo quanto da estrutura das mesmas.
De acordo com o intervalo de frequéncia da energia eletromagnética aplicada, a
espectrofotometria de absor¢cdo pode ser dividida em ultravioleta, visivel e
infravermelho (1V) (BRASIL, 2010c).

A espectroscopia de absorcdo no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
tem sido muito empregada na investigacao de filmes poliméricos. A FTIR fornece
informacgdes a respeito de: composicdo quimica, definido pela natureza dos atomos
e o tipo de ligacédo do arranjo espacial; as estruturas configuracionais caracterizam o
estado quimico; e a conformacao de grupos quimicos caracterizam a geometria de
um polimero e suas interagdes intermoleculares (JASSE, 1983). Todos os materiais
possuem um espectro de absorcao de infravermelho especifico, assim, essa técnica

podera ser utilizada na distingao entre eles.

O espectro de IV mostra a absorcao de luz devido a excitacdo das vibragdes
moleculares. As posicoes das bandas de absorcdo no espectro caracterizam a
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presenca ou auséncia de grupos funcionais especificos de uma molécula. Assim, o
espectro completo forma uma "impressao digital" que pode ser utilizado para
identificar o material examinado. A diferenca entre os dois espectros indica que suas
composi¢cbes sao diferentes, ou se as bandas de absorgdo forem coincidentes,
indica que os materiais sdo de mesma composi¢ao (PERKINELMER, 2011).

As diferencas entre os espectros permitem uma discriminacao entre os materiais por
comprovacao da sua aparéncia com os modelos de espectros disponiveis nas
livrarias de bancos de espectros (PERKINELMER, 2011).

Uma interpretacdo melhor dos espectros pode fornecer informacbes sobre a
estrutura quimica da superficie analisada: por exemplo, quando se observa a regiao
de alongamento do C-H em torno de 2950 centimetros™. Essas diferencas podem
ser vistas entre o PP e PE devido as diferentes proporcdes entre os grupos CH2 e
CH3, como mostram o primeiro e segundo espectros da figura 8.

Figura 8 — Espectro de FTIR do PE e PP.
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Fonte: (PERKINELMER, 2011).

3.3.2 Molhabilidade

A molhabilidade das superficies pode ser quantificada pelo angulo de contato (6) de
um liquido com o substrato sélido. O angulo de contato € um parametro importante
que determina a qualidade do umedecimento de um sélido por um liquido. Quando

este pardmetro alcanca um valor constante para uma determinada situacdo, o
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equilibrio termodinamico na interface é obtido (SCHRADER, 1992; AURENTY et
al.,1997 apud COUTINHO, 2007). Segundo Coutinho (2007), uma caracteristica
importante que fornece informagdes sobre a molhabilidade € a existéncia da
histerese do angulo de contato, a qual fornece correlacbes entre a energia,
rugosidade e heterogeneidade das superficies.

Diversas teorias sobre o angulo de contato tém sido propostas. Uma destas teorias
diz que o equilibrio entre as forgas atrativas entre as particulas do fluido e as do
sélido faz com que o fluido forme um determinado angulo com o sélido. Esse angulo
sera influenciado também, pela composicdo quimica e geometria da superficie
(LAMPIN, 1997 apud COUTINHO, 2007).

“O angulo de contato entre uma gota de um liquido e uma superficie sélida vai
depender da relacdo entre as forcas adesivas, que fariam a gota se espalhar sobre a
superficie e as forgas coesivas do liquido que contraem a gota na forma de uma
esfera com superficie minima” (COUTINHO, 2007).

A medida e a interpretacdo dos angulos de contato sdo assuntos de extrema
complexidade. Entretanto, com o desenvolvimento de técnicas experimentais e
propostas de modelos teoricos € possivel entender os mecanismos envolvidos e
correlacionar o angulo de contato com a superficie e até mesmo com a limpeza da
superficie do material (COUTINHO, 2007).

O angulo de contato da agua € o parametro mais conveniente para a andlise das
propriedades hidrofilicas e hidrofébicas das superficies poliméricas. Quanto maior o
angulo de contato menor a molhabilidade e menor a energia superficial do substrato
(DAMIAN & ALMENDRA, 2002). Portanto, o angulo de contato representa uma

medida quantitativa da molhabilidade de um material.

Atualmente, ja se pode encontrar um grande numero de pesquisas que afirmam
haver influéncia da molhabilidade de uma superficie sobre adesao e crescimento
celular, pelo balanco hidrofilicidade/hidrofobicidade (MACEDO, 2010). Outras,
também mostram que a adesdo bacteriana deve ser bem maior em superficies
hidrofébicas do que em hidrofilicas, provavelmente, porque estas superficies
facilitam uma aproximagdo estreita entre microrganismo e substrato solido,

favorecendo a eliminagcdo da agua presente na interface das superficies
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(RODRIGUES et al., 2006 apud ZERAIK & NITSCHKE, 2010). As superficies que
sdo hidrofobicas ou menos hidrofilicas, geralmente tém a adesdo aumentada, por
exemplo, do S. aureus. A remocéao do filme de agua entre a superficie do material e
do microrganismo nas superficies hidrofébicas facilita a adesao (LIMA et al., 2011).
Entretanto, Costa (2006) investigou a aderéncia de A. baumannii em superficie
abidtica e celular e encontrou uma relacao direta entre o grau de hidrofobicidade
bacteriana e aderéncia as superficies abidticas, mas nao em relacdo a adesao em
superficies celulares. Estes estudos sugerem que existe uma diversidade de fatores

que podem estar envolvidos no mecanismo de adeséao.

O método mais utilizado para medir 0 &ngulo de contato em uma superficie € através
da medida do comportamento de uma gota de liquido depositada sobre uma
superficie solida, chamado método da gota séssil. Neste método, uma gota de um
liquido purificado, normalmente agua destilada, € depositada sobre a superficie de
um sélido por meio de uma micro-seringa. A gota é observada por meio de uma
lente, e o angulo de contato é medido através de um gonidémetro. Este tipo de
medida é chamado de estatico. O valor do angulo de contato de uma gota de liquido
depende da energia de superficie da amostra e da tensado superficial do liquido
(COUTINHO, 2007; PEREIRA, 2010). Quanto mais a gota se esparramar sobre a
superficie, menor serd o angulo de contato e mais hidrofilica sera a superficie

avaliada .

O angulo formado entre a superficie sélida e a tangente a superficie do liquido varia
de 0 a 180° no ponto de contato dos dois (SILVA, 2008a). Valcarce et al. (2002)
define que “quando os angulos de contato formados pela agua sobre uma superficie
sao superiores a 652, a superficie é hidrofébica, enquanto inferiores a este valor, a
superficie & considerada hidrofilica”. Contudo, para van Oss e Giese (1995), estes
valores sao definidos de forma diferente: “quando os angulos de contato formados
pela dgua sobre uma superficie sao inferiores a 50°, a superficie € hidrofilica e para
valores superiores, trata-se de uma superficie hidrofébica”. Esse parametro também
foi utilizado nas pesquisas de Lima et al. (2011).

Para Ferreira (2004), quando o angulo de contato (6) < 90° diz-se que o liquido
molha a superficie do solido, ou seja a superficie € hidrofilica. Se o angulo (8) > 90°,

considera-se que o liquido nao molha o sélido, ou seja, a superficie é hidrofébica.
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Assim, demonstrou-se esquematicamente na figura 9, que o angulo da figura (a)
representa o angulo de contato com uma superficie solida totalmente hidrofilica, o
esquema (b) é de um sdlido predominantemente hidrofilico, (c) € de um sélido
predominantemente hidrofobico e (d) é totalmente hidrofébico (FIGURA 9).

Figura 9 - Desenho esquematico de representacdo de angulos de contato.
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Fonte: (FERREIRA, 2004).

Na pesquisa realizada por Krell (1967 apud COUTINHO, 2007) os angulos de
contato com agua foram medidos em varios materiais (metais, ligas metalicas e
polimeros). Este autor propds uma relagdo empirica entre o angulo de contato e a
profundidade média da rugosidade do sélido. Foi através desta pesquisa, que ele
percebeu que o angulo de contato da agua com o aco inoxidavel era de 50° e
poderia ser aumentado para 90°, apenas aumentando a rugosidade da superficie da
ordem de 2um. Lima et al. (2011) também pesquisou a influéncia da molhabilidade
da superficie de polimeros (silicone e poliuretano) na adesdo de S. aureus e
concluiu que nao houve correlacdo alguma entre eles, mas afirmou que esta adeséao
depende também de outras caracteristicas, tais como a rugosidade. Assim, observa-
se uma relacédo importante do angulo de contato de um material com a rugosidade

da superficie.

3.3.3 Rugosidade

“A rugosidade superficial é um parametro bidimensional de uma superficie

representado pela distAncia medida entre os picos e os vales na superficie e ndo a
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configuragcdo morfoldgica da superficie” (CACADOR, 2009). Rotineiramente séo
utilizados trés parametros principais de rugosidade: a medida de Ra, que
corresponde a média aritmética da rugosidade, a qual é calculada através da média
dos picos e vales ao longo da linha de medicao; Rz, que corresponde a média das
alturas pico-a-vale de cinco amostras adjacentes para um dado comprimento e Ry,
que corresponde a altura maxima pico-vale de cinco amostras adjacentes para um
dado comprimento (NORMA DIN 4768, 1990).

Merritt et al. (2000) afirmam que quanto maior a rugosidade de uma superficie maior
sera a adesdo de microrganismos. Isto pode ser explicado devido a maior area
superficial das superficies mais rugosas e a presengca de maior numero de
depressodes na superficie que funcionam como sitios favoraveis para a colonizacao,
pois facilitam a adesao bacteriana, a deposicao do biofilme e o acimulo de material
(BARNES et al., 1999). Este fendmeno foi explicado de outra forma por Coutinho
(2007), como um aumento da area superficial que afeta o coeficiente de atrito e

proporciona a retencdo mecéanica de materiais estranhos.

Em concordancia com os autores mencionados no paragrafo anterior, Coutinho
(2007) também cita alguns pesquisadores que avaliaram o aumento da rugosidade
da superficie como um fator associado ao aumento da retencdo microbiana em
plasticos tais como PMMA, descrito por Taylor et al. (1998), e no PVC, descrito por
Foschino et al. (1998).

Para realizacdo de medidas de rugosidade de uma superficie existem alguns tipos
de instrumentos que fornecem informagdes quantitativa e qualitativa para avaliacdo
topografica da superficie de materiais e estao divididos em perfildbmetros de contato
mecanico (rugosimetros), éptico e microscépios de varredura (WENNERBERG,
1999; ALBREKTSSON, 2000 apud SILVA, 2008a).

Os rugosimetros mecéanicos sdo muito utilizados e seu funcionamento se baseia em
fazer com que uma agulha de diamante apoiada num cantiléver se movimente sobre
a superficie da amostra na direcao horizontal, varrendo-a em toda a extensao a ser
analisada. A oscilacdo do cantiléver registra no eixo vertical o perfil da superficie.
Este registro pode ser realizado de forma digital ou analdgico originando graficos
para andlise. A caracteristica da agulha de diamante também podera influenciar a
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medida dependendo do raio (2 a 10 um) e do angulo da ponta (60° a 90°) (SILVA,
2008a).

Algumas limitacoes dos sistemas mecanicos estdo na incapacidade do apalpador
em penetrar em vales muito pequenos, ou deste riscar a superficie quando em
deslocamento, além de problemas inerentes aos sistemas mecanicos em processar
e amplificar microdeslocamentos, ou seja, menor sensibilidade (STOETERAU,
2004).

3.3.4. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

O microscopio eletrénico de varredura (MEV) é um instrumento muito utilizado para
a analise de caracteristicas microestruturais de objetos sélidos. Este equipamento
pode fornecer, rapidamente, informacées sobre a morfologia de uma superficie
sblida, devido a alta resolugdo que pode ser obtida quando as amostras sao
observadas. Valores da ordem de 2 a 5 nandmetros sdo conseguidos por
instrumentos comerciais, enquanto os instrumentos de pesquisa avancada sao
capazes de alcancar uma resolucdo melhor que 1 nm (NAGATANI et al., 1987).
Outra vantagem é a possibilidade de se obter imagens com aparéncia tridimensional
das amostras, devido a grande profundidade de campo que é permitida (DEDAVID,
et al., 2007).

O principio de funcionamento da microscopia eletrénica de varredura consiste em
utilizar um feixe de elétrons por um filamento de tungsténio, que concentrado,
controlado e reduzido por um sistema de lentes eletromagnéticas, diafragmas e
bobinas, incide sobre a amostra, provocando uma série de emissdes de sinais
relacionados com a interacao do feixe de elétrons incidente e a amostra (MANSUR,
2010). A superficie da amostra é explorada, ponto a ponto, por linhas sucessivas e o0
sinal é transmitido do detector a uma tela catédica cuja varredura esta perfeitamente
sincronizada com aquela do feixe incidente e, assim, o feixe pode ser guiado de
modo a varrer a superficie da amostra como uma malha retangular (DEDAVID et al.,
2007).
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O sinal de imagem resulta da interacdo do feixe incidente com a superficie da
amostra produzindo elétrons e foétons que podem ser coletados por detectores
adequados e convertidos em uma imagem virtual conforme o feixe varre a area em
andlise (MANSUR, 2010; DEDAVID et al., 2007).

Devido a necessidade de interacdo do feixe eletrbnico com a amostra, alguns
elétrons sdo absorvidos pela amostra que sdo conduzidos por um fio terra, por isso €
preciso que as amostras sejam condutoras. Assim, utiliza-se o recobrimento por
deposicao de ions metalicos de ouro (Au), liga de ouro-paladio (Au-Pd) ou platina
(Pt), entre outros (DEDAVID et al., 2007).

De acordo com Dedavid et al. (2007), materiais biolégicos, em geral, precisam
passar por um processo de fixacdo, desidratacdo e secagem. Esses processos
serdo descritos na metodologia deste estudo.

3.4 OUTROS FATORES QUE INFLUENCIAM A ADERENCIA BACTERIANA
NAS SUPERFICIES

A temperatura é um fator decisivo no desenvolvimento microbiano, assim pode
afetar a formacdo e a atividade de qualquer biofilme, bem como os tipos de
microrganismos que o compdem. Em ambientes com temperatura elevada ocorre a
desnaturacao das proteinas presentes na estrutura dos microrganismos, reduzindo
subitamente a taxa de crescimento. Assim, determina-se o valor da temperatura a
partir do qual esses efeitos destrutivos sdo preponderantes como limite maximo de
temperatura. A temperatura para a qual se registra um valor maximo da taxa de
crescimento, designa-se por temperatura étima. Ao contrario, com a reducdo da
temperatura ocorre uma diminuicdo da taxa de crescimento dos microrganismos até
um dado valor em que o crescimento é interrompido, sendo este valor da
temperatura definido como limite minimo de temperatura. Os limites minimo e
maximo e temperatura étima sao especificos de cada microrganismo, com intervalos
bastante variaveis no caso das bactérias (STANIER et al., 1995 apud CHAVES,
2004).
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Outro fator importante é a concentracdo de nutrientes. Os microrganismos
demandam quantidades minimas de nutrientes para que ocorra 0 seu crescimento.
Quanto maior for a quantidade de nutrientes disponiveis sob a forma de carbono
organico (facilmente assimilavel), maior sera o crescimento microbiano e maior sera
a diversidade de organismos (BUCKMAN,1997 apud CHAVES, 2004). Portanto,
quando o descarte dos recipientes € feito juntamente com outros tipos de residuos
biolégicos como sobras de nutricdo enteral, de alimentos, sangue e excretas de
pacientes, supde-se que estes poderdo abastecé-los com nutrientes favorecendo o

crescimento microbioldgico.

3.5 MICRORGANISMOS PATOGENICOS

Os residuos solidos provém o substrato para o crescimento e a sucessao de
diversas comunidades microbianas, pois, em muitos aspectos eles contribuem para
o crescimento dos microrganismos devido a disponibilidade de superficies para
colonizagdo, a abundancia de matéria organica e inorganica, a temperatura
normalmente elevada e a umidade, normalmente adequada (PALMISANO e
BARLAZ, 1996 apud VIEIRA, 2011).

Para ponderar sobre os riscos de doencas associadas aos residuos hospitalares,
precisa-se considerar a sua etiopatogenia. Os patégenos primarios sdo agentes de
alta viruléncia que nao pertencem a flora humana e que causam doencgas
tipicamente comunitarias. Aqueles patégenos chamados secundarios estdo na
microbiota normal humana, mas ndo causam doenca, a ndo ser em condicdes
especificas. As doencas infecciosas sao causadas por patégenos da microbiota
normal humana, porém considera-se alguns fatores relacionados ao risco de

transmissao destes pelo lixo:
v' presenca do agente infeccioso em quantidade suficiente (dose infectante);
v' capacidade de sobrevivéncia deste no lixo;

v’ possibilidade de transmissdo para o hospedeiro susceptivel por contato
direto através do ar, 4gua, alimentos e les6es cutaneas (MACHADO 2001).
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Bidone (2001) coordenou um estudo publicado pelo Programa de Pesquisa em
Saneamento Basico (PROSAB) mostrando diversos microrganismos que podem ser
recuperados a partir dos RSS, alguns dos quais responsaveis por infeccoes em
seres humanos. Estes microrganismos quando nao sao patdégenos obrigatorios,
apresentam grande potencial patogénico, considerando-se, sobretudo, a
susceptibilidade dos possiveis hospedeiros que entrarem em contato com eles.
Destacam-se bactérias da microbiota anfibidntica, ou seja, microrganismos da flora
residente ou transitéria que conseguem conviver harmoniosamente com o0
hospedeiro, como, por exemplo: Enterococcus spp., Klebsiella spp., Salmonella spp.,
Shigella spp., Vibrio cholerae, Streptococcus pneumoniae; Staphylococcus spp. €
Staphylococcus aureus (BIDONE, 2001).

Outros estudos, mencionados na pesquisa de Vieira (2011), identificaram o

crescimento de microrganismos nos RSS:

v" Rebellato (2006) menciona que os bastonetes Gram-negativos anaerébios
facultativos sdo microrganismos frequentemente isolados em hospitais
destacando as espécies Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa por

terem grande relevancia nestes ambientes.

v Tsai et al. (1998) isolaram diversos microrganismos de efluentes de hospitais
em Taiwan (coliformes totais, coliformes fecais, estreptococos fecais, P.
aeruginosa e Salmonella spp.).

v' Elmanama et al. (2006) isolaram E. coli, Pseudomonas spp., Proteus spp. e

Klebsiella spp., resistentes a diversos antimicrobianos.

O estudo realizado pelo SENTRY (Antimicrobial Resistance Surveillance Program)
como parte do Programa Sentinela de Vigilancia de Resisténcia Antimicrobiana,
identificou microrganismos comuns da flora hospitalar em exames de pacientes de
12 hospitais brasileiros localizados em quatro estados. Este estudo analisou um total
de 3.728 cepas bacterianas obtidas entre janeiro de 1997 e dezembro de 1999. O
maior numero de isolados foram obtidos a partir de pacientes hospitalizados com
infeccdes da corrente sanguinea (2008 casos), as infecgdes do trato respiratério
(822 casos), feridas ou pele e infecgbes dos tecidos moles (430 casos), e infeccdes
do trato urinario (468 casos). O S. aureus foi o patdbgeno mais isolado em geral
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(22,8% - 852 isolados), seguido por E. coli (13,8% - 516 casos) e P. aeruginosa
(13,3% - 496 casos) (SADER et al., 2001). Assim, pode-se supor que os residuos
gerados pelos hospitais que fizeram parte deste estudo poderdo conter os mesmos

microrganismos obtidos nas amostras de materiais oriundos dos pacientes.

3.5.1 Microrganismos patogénicos e o residuo sélido hospitalar

Varios fatores precisam ser considerados ao se fazer uma analise do peffil
microbiolégico dos RSS, pois a patogenicidade é caracteristica inerente de uma
parcela dos residuos de servico de saude. Isto se deve, ao potencial que tém de
apresentar agentes infectantes em sua composicdo, como microrganismos ou
toxinas por estes produzidos, que possam afetar principalmente a salde humana

(SCHNEIDER et al., 2001).

Segundo a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), de acordo com a
Norma Brasileira Regulamentadora (NBR) 10004/2004,

um residuo é considerado patogénico se uma amostra representativa dele,
obtida de acordo com a ABNT NBR 10007, “contiver, ou se houver suspeita
de conter, microrganismos patogénicos, proteinas virais, acidos
desoxiribonucléico (ADN) ou &cido ribonucléico (ARN) recombinantes,
organismos geneticamente  modificados, plasmidios, cloroplastos,
mitocdndrias ou toxinas capazes de produzir doengas em homens, animais
ou vegetais” (ABNT, 2004).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), diversos microrganismos
podem ser encontrados nos RSS e, possivelmente, causar infecgcdes a quem entre
em contato com eles. Destacam-se algumas enterobactérias, como a Salmonella
spp., Shigella spp., V. cholerae, helmintos, e também outras como: Mycobacterium
tuberculosis, Streptococcus pneumoniae, virus da herpes, Neisseria gonorrhoeae,
Bacillus anthracis, virus da imunodeficiéncia humana (HIV), Staphylococcus spp., S.
aureus, Enterococcus, Klebsiella, Candida albicans, e os virus das hepatites A, B e
C (BIDONE, 2001). Entretanto, existem controvérsias sobre a sobrevivéncia destes

agentes biolégicos em condicbes ambientais.
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Varias publicag¢des cientificas tratam dos riscos a saude associados ao descarte dos
RSS.

Suberkeropp e Klugg (1974 apud SOUZA, 2005) identificaram importantes
patdgenos nos RSS. Nessa pesquisa, a Mycobacterium tuberculosis (causador da
tuberculose) apresentou um tempo de resisténcia ambiental de até 180 dias na
massa de residuos sélidos. Silva (1999) também mostrou que a P. aeruginosa
cresce bem em temperaturas variando de 25 a 37°C, mas cresce lentamente em
temperatura muito baixas ou muito altas. Pode-se observar que a faixa étima de
temperatura para o crescimento do M. tuberculosis encontrada por este autor é
bastante proxima da temperatura ambiente na maioria dos meses do ano na regiao

do hospital onde sera realizado este estudo.

Machado et al. (1993) também relataram em sua pesquisa a existéncia de uma série
de microrganismos presentes na massa de residuos, como a Salmonella thyphi,
Pseudonomas spp., Streptococcus spp., S. aureus e C. albicans e verificou a
possibilidade de sobrevivéncia de virus comprovada pela presencga dos virus poli tipo
I, hepatites A e B, influenza e virus entéricos, na mesma massa de residuos. Este
estudo revelou patégenos em condi¢des de viabilidade por até 21 semanas durante
o processo de decomposicdo de material organico. Entretanto, apesar da
sobrevivéncia destes patdgenos, Cussiol (2005) inferiu que a presenca de
patdgenos vivos nos residuos ndao quer dizer que possam transmitir doencas a
alguém, pois, para que isso aconteca sera necessario ter uma dose infectante, um
meio de transmissdo, uma porta de entrada e condicdes de saude propicias, ou seja,
deficiéncia na imunizagao e susceptibilidade do hospedeiro.

No estudo desenvolvido por Cussiol (2005) sao feitas consideracées importantes a
respeito do perfil de susceptibilidade a antibi6ticos, dos microrganismos presentes
nos RSS. Nessa pesquisa foi avaliado o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos
nos residuos soélidos de hospitais e nos liquidos lixiviados do aterro sanitario que
recebem esses residuos em Belo Horizonte, onde foram encontradas cepas de P.
aeruginosa, S. aureus e Enterococcus resistentes e multirresistentes a antibiéticos. A
pesquisadora ressalta que a presenca desses microrganismos, mesmo que em

percentual baixo e amostras indicativas (pouca quantidade de analise) € um fator
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relevante, pois, podem ser disseminadas no meio ambiente em localidades onde

nao ha aterro sanitério e tratamento de liquidos lixiviados.

Considerando a grande variabilidade dos residuos de saude, como descrito
anteriormente, observa-se uma controvérsia na literatura quanto a viabilidade e
transmissibilidade de patégenos e a possibilidade de disseminagcdo de
microrganismos resistentes a antimicrobianos. Muitos pesquisadores afirmam nao
haver fatos que comprovem que os RSS sejam mais perigosos e contaminados que
os residuos domiciliares (ZANON & ENGENHEER, 1991 apud CUSSIOL, 2005;
RUTALA & MAYHALL, 1992; FERREIRA, 1997; ANDRADE, 1999).

Foi descrito pela OMS (1999 apud BIDONE et al., 2001) algumas pesquisas que
avaliaram o tempo de sobrevivéncia de alguns microrganismos nos residuos soélidos
(TABELA 3). Silva et al. (2001b) também pesquisou sobre a presenca de fatores de
risco ambientais relacionados a presenca de patégenos no RSS como mostrado na
tabela 3.

Tabela 3 — Tempo de sobrevivéncia de alguns microrganismo no solo e nos RSS.

Microrganismos Sobrevivéncia nos residuos Sobrevivéncia no solo em dias
solidos em dias
Bactérias OMS Silva (2001)
Coliformes fecais 35 -
Enterobacter - 4-55
Enterococcus faecalis - 8-77
Citrobacter - 4-55
Escherichia coli - <24
Leptospira interrogans 15-43 -
Mycobacterium tuberculosis 150-180 10-450
Salmonella thyphi 29-70 1-280
Salmonella parathyhi 29-70 -
Salmonella spp. 29-70 -
Shigella 2-7 2-8
Klebsiella - 4-55

Fonte: Adaptada de OMS (1999 apud BIDONE et al., 2001) e Silva et al. (2001b).

Pouco se sabe sobre a capacidade de sobrevivéncia dos microrganismos existentes
nos residuos de servico de saude e de seu potencial em transmitir doencas, pois as
pesquisas sobre esse tema ainda sao insuficientes. Para Bidone et al. (2001) os
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microrganismos patogénicos possuem uma limitada capacidade de sobrevivéncia no
meio ambiente; e sua resisténcia as condicées de temperatura, umidade, radiacdes
ultravioleta, disponibilidade de predadores e da disponibilidade de matéria organica
sao fatores importantes. Eles ainda mencionam nesta pesquisa, que a alta
temperatura do processo de decomposicao é responsavel pela ndo sobrevivéncia
desses microrganismos por periodos prolongados. Silva et al. (2001b) constatou
que, devido a presenca de patdgenos nos residuos € possivel associar riscos
ambiental e individual relacionados aos patdégenos primarios como os virus da
hepatite A e B, as bactérias Clostridium spp. (botulinum, tetani e perfringens) e M.
tuberculosis. Ja, dentre os patdgenos secundarios tem-se a E. coli, Enterococcus

faecalis e S. aureus.

Os microrganismos E. coli, P. aeruginosa e S. aureus sao grandes causadores de
infeccdo hospitalar e sdo comumente encontrados em andlises microbiolégicas dos
RSS (BIDONE et al., 2001). Porém, o estudo de Mattoso (1996) avaliou amostras de
residuos provenientes da UTI pediatrica e verificou auséncia de E. coli, P.

aeruginosa e S. aureus em 44% das amostras.

Ferreira (1997) e Cussiol (2005) mostraram em seus estudos que a quantidade de
microrganismos presentes nos residuos domiciliares, foi similar aquela encontrada

nos residuos hospitalares, conforme mostrado na tabela 4.

Tabela 4 - Quantidade de microrganismos encontradas em residuos domiciliares e hospitalares de
acordo com autores.

Referéncia Microrganismos Residuos hospitalares Residuos

em UFC/g Domiciliares em UFC/g
Ferreira, 1997 Coliformes totais 1,3 x 108 9,1 x 10°
Ferreira, 1997 Coliformes fecais 3,5 x 10’ 1,4x10”7
Ferreira, 1997 Células viaveis 1,6 x 10° 8,6 x 10°
Ferreira, 1997 Bactérias e antinomicetos 1,6 x10° 6,2 x 10°
Cussiol, 2005  Coliformes termotolerantes 1,6 x 10°a 5,0 x 10° 2,4x10° a5,0x 10°
Cussiol, 2005  Enterococcus 23x10%°a1,1x10 2,3x103a1,1x10’
Cussiol, 2005  P. aeruginosa 2,0x10°a 3,3 x 10* <2a1,7x10°
Cussiol, 2005  S. aureus 43x10°a1,0x10° 9,5x10%°a1,0x 10*

Fonte: Ferreira (1997); Cussiol (2005).
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Bidone (2001) também apresenta dados, os quais mostraram que a concentracéo de
microrganismos patogénicos nos RSS ndo é maior que aquela encontrada nos
residuos sélidos urbanos, com excecao daqueles que contém culturas de patégenos
e excretas de pacientes.

Atualmente, a implantacdo de servigos de internacdo e assisténcia domiciliar pelos
programas de saude publicos e a incorporacao deste tipo de assisténcia oferecida
pelos planos de salude privados tornam as caracteristicas fisicas dos residuos
domiciliares mais préximas as dos RSS. Esta nova realidade pode indicar uma
justificativa para a semelhanca no perfil microbiol6gico encontrada nas pesquisas.

Atualmente, ndao ha metodologia descrita para amostragem de residuos visando a
caracterizagcao microbiolégica. As normas e a literatura existentes ndao apontam
ensaios que definam o grau de contaminacdo que um residuo deva ter para ser
considerado infeccioso, nem quais devem ser 0s microrganismos mais sugeridos
como indicadores. Muitas referéncias indicam a presenga de bactérias do grupo
coliforme, de Staphylococcus, Streptococcus, Pseudomonas, Bacilus spp. e C.
albicans. Esses microrganismos podem ser encontrados tanto no lixo hospitalar
quanto no domiciliar ja que fazem parte da microbiota humana (ANDRADE, 1997;
BERTUSSI, 1986; ZANON, 1987 apud MACHADO, 2001).

3.5.2 Aderéncia de microrganismos na superficie de materiais

A aderéncia de microrganismos a superficies tem sido descrita na literatura por
varias teorias. Uma delas é a teoria geral da estabilidade de colbides, conhecida
como teoria DLVO, por combinacdo das iniciais dos autores Derjaguin e Landau,
Verwey e Overbeek (VAN OSS et al., 1987). A teoria DLVO parte da definicao de
gque 0s microrganismos seriam particulas quimicamente inertes (CHEN e
STREVETT, 2001 apud ARAUJO, E. et al., 2010), ou seja, seriam como coléides

liofébicos (que tem pouca afinidade com o meio).
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Essa teoria, DLVO, “afirma que a energia potencial total de interagdo entre
dois corpos é resultante da acdo combinada entre as forgas atrativas de
Lifshitz-van der Waals e as forgas de dupla camada elétrica, que geralmente
sé@o repulsivas, uma vez que a maioria das superficies adquire carga
negativa em solu¢do” (ARAUJO, E. et al., 2010).

O estudo da aderéncia das bactérias a superficie do material requer o conhecimento
das caracteristicas das duas superficies (bactéria e substrato) e da interagao entre
elas. Chaves (2004) explica o processo de colonizacdo de uma superficie sélida por
microrganismos descrito em quatro etapas: transporte até a superficie, adeséo

inicial, fixagao a superficie e colonizacgao.

O transporte dos microrganismos até a superficie pode fazer-se por difusao, devido
aos movimentos “brownianos” em fluidos em repouso, ou por convecgao num fluido
em movimento. Este transporte dos microrganismos pode ainda ocorrer por
movimento ativo dos mesmos quando possuem apéndices extracelulares que lhes
conferem mobilidade (VAN LOODSDRECHT et al., 1990).

A adesdo inicial ocorre devido a interagdo entre a superficie e a bactéria a uma
distancia definida como forga de curto e longo alcance. Esta interacdo é explicada
por Denyer et al. (1993), em seu estudo sobre aderéncia de bactérias. Estes autores
afirmam que, normalmente, as superficies do material e da bactéria possuem uma
carga global negativa, e para que ocorra a adesao é necessario que a barreira de
repulsao eletrostatica seja superada pela forgca atrativa. Assim, o encurtamento entre
as distancias substrato — bactéria facilitado pela presenca de apéndices e polimeros
extracelulares faz com que as forgcas atrativas comecem a predominar. A fixacao a
superficie ocorre pelo contato direto entre bactéria e substrato, estabelecido em nivel
molecular, por substancias poliméricas extracelulares (SPE) produzidas pelas
bactérias. Essas substancias ndao estdo sujeitas ao mesmo tipo de repulsdo que as
bactérias, portanto podem facilitar a adesdo entre a bactéria e a superficie
(MARSHALL, 1992 apud FIGUEIREDO, 2000). As SPE produzidas desenvolvem um
importante papel protegendo a célula da desidratacdo, ja que podem reter agua em
uma quantidade varias vezes maior que a sua massa € se desidratam lentamente.
Entédo, apds o contato inicial com a superficie, os microrganismos iniciam a produgao
de fibras finas que se tornam mais grossas com o tempo, levando a formacao da
matriz polimérica (FIGUEIREDO, 2000).
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A colonizacdo ocorre quando os microrganismos aderidos a superficie comegcam a
se dividir e as novas células permanecem unidas as iniciais; formam-se
microcolbénias e posteriormente havera multiplicacdo dos microrganismos ja aderidos
(VAN LOODSDRECHT et al., 1990).

Mosteller e Bishop (1993 apud FIGUEIREDO, 2000) também explicam o processo
de aderéncia de bactérias em superficies por uma outra teoria descrita em duas
etapas: na primeira fase o processo, quando este ainda € reversivel, o
microrganismo encontra-se aderido a superficie por atracdo eletrostatica e pelas
forcas de van der Waals. Neste estagio, como forcas atrativas sédo fracas a célula
bacteriana pode ser facilmente removida. A segunda fase é irreversivel e
dependente do tempo, pois 0 microrganismo produz um material extracelular que
envolve a célula aderindo-a a superficie. Forma-se, entdo, uma estrutura de
polimeros extracelulares (polissacarideos ou proteicos) denominada de matriz de
glicocdlix. Essa matriz € produzida somente apds a adesado superficial e fornece

condicOes para a adesao das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

A teoria proposta por Busscher e Weerkamp (1987) explicam o mecanismo de
adesao bacteriana de outra forma. Nessa teoria 0os autores descrevem que, quando
distancias de separacao sdo maiores que 50 nm, somente as forgcas atrativas de van
der Waals atuam na adesao da bactéria ao substrato. Essa distancia € considerada
relativamente grande para que haja oposicao de forgas e para o reconhecimento de
componentes especificos de superficie. A uma distancia entre 10 e 20 nm ocorrem
interacdes devido a repulsao eletrostatica, forcas que se opéem as forcas de van der
Waals. Nesta fase, a adesao ainda pode ser reversivel, porém, isto se altera com o
tempo para pouco reversivel ou essencialmente irreversivel, em razdo do rearranjo
da superficie da célula, o que leva a interacbes de curta distancia. Para que a
adesao se torne irreversivel o filme de agua presente na interface bactéria-superficie
precisa ser removido. Portanto, o maior papel da hidrofobicidade e dos componentes
de superficie hidrofébica na adesao bacteriana, provavelmente, € em razao do efeito
desidratante nesse filme de agua, o que possibilita a ocorréncia de interacdes
especificas de curta distancia. A uma distancia menor que 1,5 nm, onde a barreira
da energia potencial ja foi superada, interagdes especificas de forcas polares de
curta distancia podem ocorrer, podendo levar a uma ligagao irreversivel (FIGURA
10).
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Figura 10 - Representagdo esquematica das interagdes do mecanismo de adesdo bacteriana a um
substrato solido.
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Fonte: (BUSSCHER E WEERKAMP, 1987).

Zottola e Sasahara (1994) afirmam que, antes de iniciar o processo de adesao dos
microrganismos a superficie, € necessario que haja um fluxo de nutrientes (matéria
organica e inorganica) presentes na superficie sélida. E s6 entdo, ocorrera o

crescimento celular.

Entretanto, é consenso entre varios autores, que as propriedades do microrganismo,
da superficie e as condicdes do meio estdo diretamente relacionadas com a adeséo.
As condi¢coes do meio podem estar relacionadas com: pH, temperatura, tempo de
exposicao, concentracdo de microrganismos, tensado superficial e forga ibnica do
meio, podendo transformar as caracteristicas das superficies. Além destas
condigdes, existem outros fatores inerentes a morfologia das superficies que podem
ser determinantes no processo de adesao, tais como a sua composi¢ao, rugosidade
e porosidade do substrato (PEREIRA et al., 2000).
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Algumas pesquisas avaliaram o tempo necessario para que haja aderéncia de
bactérias na superficie dos materiais. O estudo da aderéncia de Listeria innocua e S.
aureus em superficie de polipropileno e policarbonato realizado por Parizzi (1998)
mostrou que apds 10 a 12 horas de contato apresentou 10°a 10°UFC/cm? tanto para
Listeria innocua quanto para S. aureus. Costa (1999) pesquisou sobre a aderéncia
de Pseudomonas flurescens em superficie de ago inox e evidenciou que apds 8
horas de contato formou-se aproximadamente 10° UFC/cm? na superficie do
material. Outro estudo mostrou que Aeromonas hydrophila aderiu facilmente em
superficies como aco inoxidavel, cobre e polibutileno, ap6s um tempo de exposicao
entre 1 e 4 horas, nas temperaturas de 4 e 20° C (ASSANTA et al., 1998 apud
FIGUEIREDO, 2000).

Estes estudos reforcam a idéia de que para haver aderéncia e proliferacdo de
microrganismos nas superficies de materiais sdo necessarias caracteristicas

especificas da superficie associadas a condi¢cbes ideais.

3.5.3 Analise da aderéncia

O processo de aderéncia bacteriana as superficies € muito complexo, e pode ser
influenciado por varias propriedades fisico-quimicas tanto do microorganismo quanto
do substrato. Assim, para analisar a aderéncia faz-se necessario relacionar os
parametros que estdo envolvidos na adesdao com o numero de células bacterianas

aderidas a superficie das amostras dos polimeros (CACADOR, 2009).

Os métodos de contagem de bactérias podem ser classificados em dois tipos:
métodos diretos e métodos indiretos. O método direto faz-se pela contagem por
observacdo direta em microscépio ou pela contagem de col6nias em placa. Os
métodos indiretos relacionam a densidade ética ou turbidimetria das suspensodes
com a concentracdo de bactérias ou substancias intracelulares. Dentre os métodos
ja descritos, 0 que apresenta o maior grau de confianca é a contagem direta por
observacao ao microscopio. No entanto, esta técnica é demorada e trabalhosa, pois
€ necessario adquirir um vasto nimero de observagées (AZEREDO, 1998; LOPES,
2002).
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De acordo com o método escolhido torna-se necessaria a utilizagdo das técnicas de
“swab” ou de placas de contato para amostragem de superficies. A técnica do
“swab”, quando comparada a outras técnicas, apresenta maior capacidade de
recuperacao de microrganismos para areas asperas e irregulares. Ja a técnica de
placas de contato é indicada somente para amostrar superficies planas, niveladas e
impermeéveis (VANDERZANT & SPLITTSTOESSER, 1992) como no caso das
superficies das embalagens das SPGV. De acordo com Jay (2005), o método do
“swab” em superficie, trata-se da aplicacdo de um “swab” umedecido em uma
determinada area para posterior contagem dos microrganismos presentes. Utilizam-
se moldes para determinar uma area especifica e o resultado sera dado em numero

de UFC pela area delimitada.

As placas Petrifilm sempre foram muito utilizadas em pesquisas sobre contagem de
aerobios mesofilos em alimentos. Elas tem sido exaustivamente testadas e
comparadas com Vvarios outros métodos de contagem, incluindo o método de
plagueamento convencional. Os resultados destas comparacdes levaram alguns
autores a conclusao de serem uma 6tima alternativa ao processo convencional para
contagem de microrganismos em alimentos (BASTOS, 2008; CURIALE, 1990;
SANT’ANA et al.,, 2005). A Association of Official Agricultural Chemists (AOAC)
aprovou este método, na sua edicao de 2010, do manual de métodos de analise.
Assim como o ministério da agricultura, pecuaria e abastecimento do Brasil avaliou e
aprovou as placas Petriim/AC como método alternativo para contagem de aerébios

mesofilos na area de microbiologia de alimentos conforme o certificado do anexo 2.

Hooker et al. (2012), utilizou as placas petrifim para identificar os niveis de
contaminacao bacteriana na superficie de camas hospitalares e avaliar uma nova
cobertura lavavel. O estudo de Dal Maso et al. (1993) comparou 0 método petrifilm
com outros dois métodos muito utilizados para avaliagdo de contaminagdo de
superficies, para monitorar a poluicAo microbiolégica em superficies de um
laboratério: 0 método de “swab” e placas de contato. Nesse estudo, os resultados

mostraram que o método Petrifilm é comparavel aos outros dois métodos.

As placas Petrifilm/AC 3M, utilizadas para contagem de bactérias meséfilas, séo
cartdes com uma area de 20cm? quadriculados e recobertos com nutrientes

desidratados, gel hidrossoliuvel e um corante indicador 2,3,5 cloreto de
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trifeniltetrazolium (TTC) (FIGURA 11). O TTC é um corante amplamente utilizado em
meios de cultura para contagem de bactérias. Os microrganismos vivos reduzem o
TTC através de enzimas, originando formazano que se acumula no interior das
células e se torna vermelho (BELOTTI et al., 1999 apud BASTOS, 2008).

Figura 11 — Placa Petrifilm/AC 3M com colénias coradas.

Fonte: foto da autora.

A norma ISO 7218/2007 define requisitos gerais de orientagdo para exames
microbioldgicos no controle de alimentos. Essa norma cita varios métodos utilizados
para enumeracao de microrganismos, porém em suas recomendacoes ela abrange a
contagem pela utilizagdo de meios de cultura sélidos e liquidos (ISO, 2007). A
contagem em meios sélidos baseia-se na capacidade de muitos microrganismos
produzirem colénias no interior de meios agar. Neste método a contagem das
células pode ser feita a olho nu ou com o auxilio de uma lupa. Os métodos
destinados a produzir apenas as colénias na superficie de placas de agar tém certas
vantagens em relagdo ao método de “pour plate” (sob camada de agar). A
morfologia das colénias de superficie é facilmente observada, melhorando a
capacidade do analista para distinguir entre diferentes tipos de colénia.

A identificacdo de uma enterobactéria comeca com a andlise da morfologia da
colénia obtida a partir do material semeado em placa. O meio de cultura agar sangue
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€ um meio ndo seletivo que permite o crescimento dos microrganismos Gram-
positivos e Gram-negativos. O agar Mac Conkey permite o isolamento de Bacilos
Gram-negativos e verifica a fermentacdo ou nao da lactose. Os Gram-positivos,
como regra, ndo crescem em Agar Mac Conkey, com excessdo dos enterococcus

que poderao crescer, porém as colénias sdo menores (ANVISA, 2013).

3.5.4 Propriedades das superficies da célula bacteriana

A carga superficial de microrganismos e substrato, a presenca de fimbrias, flagelos,
proteinas de superficie, e a producdo de substancia polimérica extracelular (SPE)
por bactérias sao recursos envolvidos no processo de adesao (CHAE et al., 2006;
GOULTER et al., 2009 apud ZERAIK & NITSCHKE, 2010).

Figueiredo (2000) cita em seu estudo, pesquisas que relacionaram temperatura e
tempo a capacidade de adesdo de bactérias. Uma destas pesquisas, realizada por
Stone e Zottola (1985), avaliou a adesado de Pseudomonas fragi em aco inoxidavel e
concluiram que o microrganismo produz fimbria em 30 minutos, a 25°C, e em 2
horas, a 4° C. Outra pesquisa citada, foi realizada por Zottola e Sasahara (1994) que
demonstrou que Yersinia enterocolitica aderiu melhor ao aco inoxidavel a 21° C do
que a 35° ou 10° C. Estes pesquisadores observaram que a uma temperatura de
35°C as células nao possuiam flagelo, o que evidencia que essa estrutura é
necessaria para que a adesao ocorra. Observou-se, também, o efeito da variagao de
pH sobre a aderéncia, verificando que a Y. enterocolitica aderiu melhor em pH de 8 a
9,5 do que em pH 6, nas temperaturas de 10, 21 e 35°C. Uma vez que poucos
flagelos foram observados em pH 6, este pode ter sido o fator que influenciou na
capacidade de adesdao do microrganismo (HERALD & ZOTTOLA, 1988 apud
FIGUEIREDO 2000).

Os dados das pesquisas citadas sugerem que o aparecimento das estruturas:
“fimbrias e flagelos” nos microrganismos estudados estdo relacionados com
condicbes de temperatura, pH e também com o tempo que permanecem em
condicoes ideais especificas para cada microrganismo.
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3.5.4.1 Flagelos

Os apéndices celulares, como fimbrias, pili e flagelos, ajudam na aderéncia da
bactéria as superficies, pois facilitam o contato entre superficies e células (HOOD &
ZOTTOLA, 1995). Esses apéndices, mostrados na figura 12, podem servir de ponte

entre a célula e o substrato, anulando a repulsao eletrostatica.

Figura 12 — Bacilos em divisdo com numerosas fimbrias (apéndices mais curtos) e alguns poucos
flagelos (apéndices mais longos), em 12.500x.

Fonte: Adaptado de Pelczar et al., 1980 apud Bossolan, 2002.

Esses apéndices também contribuem com a caracteristica de superficie, assim como
para a hidrofobicidade, a carga superficial e a energia livre de superficie, além do
fato de que muitas substancias podem estar momentaneamente associadas com a
superficie da célula e afetar suas propriedades (BUSSCHER & WEERKAMP, 1987).

Muitas bactérias sdo médveis em virtude do peritrichous ou flagelos polares, e a
motilidade é geralmente considerada como um fator de viruléncia que facilita a
colonizagao de organismos hospedeiros ou 6rgaos-alvo por bactérias patogénicas
(VAN HOUDT & MICHIELS, 2010). Em uma revisao bibliografica sobre o assunto,
estes autores concluiram que a presenca de flagelos pode afetar a capacidade de
aderéncia dos microrganismos por meio de diferentes mecanismos, dependendo do
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tipo de bactéria. Os flagelos podem ser necessérios para se movimentarem ao longo
da superficie, permitindo que as forcas de repulsdo entre célula e superficie sejam
superadas e também podem diretamente fazer a fixagdo nas superficies.

3.5.4.2 Fimbrias

Alguns estudos relacionaram a presenca de fimbria com a capacidade de adesao de
microrganismos. A fimbria ou pili € uma estrutura filamentosa formada por
subunidades de proteina encontrada em varios tipos de bactérias (E. coli, P.
aeruginosa, V. cholerae, dentre outras).

Poucos estudos correlacionam a presenca de fimbrias com a capacidade de adesao
a superficies de materiais. Entretanto, quando se trata de adesdo a superficie de
células vivas, Dalton e March (1998) afirmam que a interacao bactéria-hospedeiro é
conseguida devido a existéncia de uma proteina na ponta ou no corpo da fimbria
que a liga a receptores especificos no hospedeiro e ativa os genes hospedeiro-

célula com a transducédo da sinalizacao levando ao aumento da adeséo ou invasao.

Os tipos de fimbria sdo classificadas com base na sua adesividade, nas suas
propriedades antigénicas e fisicas, ou com base em semelhancas na sequéncia
primaria de aminoacidos da subunidade da sua proteina principal (LOW et al., 1996
apud VAN HOUDT & MICHIELS, 2010).

3.5.4.3 Polissacarideos de superficie (LPS)
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Segundo van Houdt e Michiels (2010) a camada de lipopolissacarideo tem uma
finalidade na formacdo de biofilme'™. Quando estas camadas de polilissacarideos
formam camadas externas da célula sao definidos coletivamente como glicocalix e
quando as camadas sao rigidas e organizados em uma matriz chamam-se capsula.
A camada de LPS exterior das bactérias Gram-negativas normalmente consiste de
uma superficie exposta ao antigeno, uma estrutura de nucleo e uma molécula de
lipidio A que é incorporada na bicamada lipidica da membrana exterior (RUSSELL &
FURR, 1986).

A pesquisa realizada por Freitas et al. (2010) estudou a formacéo in vitro de biofilme
por P. aeruginosa e S. aureus na superficie de canetas odontolégicas e mostrou que
ambos produziram capsula. Entretanto, o estudo de Locatelli et al. (2004) mostrou
que nao foi possivel estabelecer uma relacdo entre a producao de capsula e a
adesdo bacteriana em material de poli(metacrilato de metila) (PMMA) e silicone.
Esse mesmo autor cita diversos estudos sobre a producdo de capsula em
estafilococos tentando estabelecer uma relagdo com aderéncia bacteriana a
materiais. Portanto, as pesquisas existentes ndo sao conclusivas a respeito deste

assunto.

3.5.4.4 Hidrofobicidade e hidrofilicidade

Segundo Denyer et al. (1993), a hidrofobicidade e os componentes da superficie
hidrofobica tem papel importante na adesdo bacteriana. Os autores explicam a
hidrofobicidade e a carga elétrica da superficie bacteriana como forgas fisico-

quimicas envolvidas na aderéncia de microrganismos as superficies solidas.

19 550 peliculas gelatinosas muito hidratadas constituidas por células microbianas imobilizadas numa
superficie e frequentemente embebidas numa matriz constituida por substancias poliméricas
extracelulares produzidas pelos microrganismos (CACADOR, 2009).
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Possivelmente, isto ocorre em razdo da desidratacéo do filme de agua presente na
interface célula-substrato, o que possibilita a ocorréncia de interagdes especificas de

curta distancia.

Segundo Hood e Zottola (1995) a hidrofobicidade também esta relacionada com a
presenca de componentes da membrana externa do microrganismo, 0s quais podem
apresentar variagdes na hidrofobicidade relacionadas com a condicdo de cultura.
Estes autores afirmam que este fator influencia a aderéncia microbiana, embora nao
sejam bem compreendidos, ja& que ndao ha evidéncia alguma na literatura de que a
hidrofobicidade € determinante na ades&o de microrganismos as varias superficies
sblidas. No entanto, a hidrofobicidade pode ser apenas um dos muitos fatores

envolvidos na adeséo inicial de microrganismos as superficies.

Ao contrario, Ponsonnet (2003) relata que normalmente, as superficies hidrofilicas
apresentam melhores condicbes para a adesdo celular do que as superficies
hidrofébicas. Entretanto, outros autores afirmam que a aderéncia bacteriana envolve

interagGes complexas entre a cepa bacteriana e a superficie do biomaterial.

Schmidt (1998) pesquisou sobre a adesao de Staphylococcus epidermidis, S. aureus
e P. aeruginosa na superficie de lentes de contato de PMMA e silicone e concluiu
que as bactérias com superficie hidrofébica teriam menor tendéncia a colonizarem
as superficies hidrofilicas, mas quando se utilizaram bactérias com superficies
hidrofilicas, os resultados inverteram-se. Neste mesmo estudo, Schmidt (1998)
inferiu que as cepas de S. aureus e S. epidermidis possuem uma caracteristica

hidrofébica, ao contrario da P. aeruginosa que se mostrou hidrofilica.

Apébs a realizacdo de uma vasta revisdo bibliografica Locatelli (2004) mostra que
varios autores sugerem que a hidrofobicidade da superficie da célula bacteriana
interfere nos fenbmenos de adesao celular. Mas, mesmo assim, ainda existe muita

discordancia entre os resultados relatados na literatura.

Atualmente existem varios métodos disponiveis para medir hidrofobicidade. Apesar
dos resultados diferentes das pesquisas, a molhabilidade da superficie do substrato
exerce papel importante na mecanismo de adesdo de microrganismos. Assim,

segundo Azeredo (1998), a avaliacdo qualitativa da hidrofobicidade de uma
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superficie significa caracterizar o carater hidrofilico ou hidrofébico de uma superficie
através da medicao do angulo de contato da agua com a superficie.

3.5.5 Staphylococcus aureus

O S. aureus é, sem duvida, o patdgeno humano mais importante entre as espécies
de Staphylococcus. E encontrado no ambiente externo e em narinas anteriores de
20% a 40% dos adultos. Outros sitios de colonizagdao incluem pregas cutaneas,
perineo, axilas e vagina. Embora esse microrganismo possa formar parte da
microbiota humana normal, pode produzir infeccées oportunistas importantes em

condicOes apropriadas, como em ambiente nosocomial (KONEMANN et al., 2001).

A preocupagdo com este microrganismo € importante devido ao grande numero de
cepas de S. aureus com perfil de multirresisténcia. Esses microrganismos possuem
fatores especificos de viruléncia, os quais ndo se encontram em todas as cepas. Os
principais fatores incluem a formacdo de capsula (importante propriedade para
adesao), proteina A, enzimas, hemolisinas e varias toxinas. (KONEMANN et al.,
2001).

De acordo com Konemann et al. (2001) e Tortora (2005) os Staphylococcus tem
formato de cocos, com coloracdo Gram-positivos, podem se apresentar isolados ou
aos pares, em cadeias curtas ou agrupados e possuem varias propriedades que
contribuem para sua viruléncia, ou seja, sua capacidade de produzir doenca
(FIGURA 13).
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Figura 13 — Fotografia de S. aureus visto ao microscopio 6tico.
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Fonte: (RAKOSY, 2013).

Assim, confirmam os dados do Programa de Vigilancia Epidemiologica e de
Resisténcia Antimicrobiana SENTRY, que abrangeu hospitais brasileiros e latino-
americanos, quando apontam a prevaléncia geral de infec¢des por S. aureus, sendo
o primeiro em frequéncia nas infecgdes de tecidos e partes moles e bacteremias e o
segundo em infec¢des do trato respiratério inferior (SADER et al., 2001; SADER al
et, 2004).

O S. aureus assim como o S. epidermidis nao s6é representam uma proporcao
significativa de todos os agentes patogénicos responsaveis por infeccdes
ortopédicas-implante, mas eles podem levar a dramatica metastatica, com risco de
complicacdes e de morte.

3.5.6 Susceptibilidade a antimicrobianos

A resisténcia aos antimicrobianos é um fenémeno genético, relacionado a existéncia
de genes do microrganismo que codificam diferentes mecanismos bioquimicos para
impedir a acao das drogas, por meio da inativacdo da droga por enzimas; alteracao
da permeabilidade bacteriana a droga; alteracao de sistema de transporte na célula;
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retirada ativa da droga no meio intracelular; alteragdo do receptor da droga;
modificacao do sistema metabdlico ativo para a droga e sintese de vias metabdlicas
alternativas (MURRAY, 1999; TAVARES, 2000).

O microrganismo adquire a resisténcia a antibiéticos que podera ter sua origem, em
mutacdes que ocorrem no microrganismo durante seu processo reprodutivo e
resultam em erros de cdpia na sequéncia de bases que formam o DNA
cromossémico, responsaveis pelo cédigo genético. A outra origem da resisténcia € a
importacdo dos genes relacionados a essa caracteristica, chamada de resisténcia
transferivel que se da através dos mecanismos transducado, transformacdo e
conjugacao (TAVARES, 2000). A transducédo € a transferéncia de DNA de uma
célula bacteriana viva para outra através de bacteriéfagos; a transformacao é o
processo de transferéncia do DNA de uma célula morta para uma célula bacteriana
viva, a qual é transformada; e a conjugacao € um processo de recombinacao sexual
no qual duas bactérias, com fatores sexuais diferentes, entram em contato por meio
dos pili, transferindo DNA da célula para a célula (KELLY, 2009).

Alguns microrganismos sofreram grandes modificagcbes na sensibilidade aos
antimicrobianos com o passar dos anos. Dentre esses destacam-se os estafilococos,
as enterobactérias, a P. aeruginosa, o Acinetobacter baumannii e, mais
recentemente, os hemofilos, gonococos, enterococos e pneumococos. Atualmente,
este assunto é motivo de grande preocupacdo, pois, devido alteragbes da
resisténcia entre as bactérias Gram-positivas, elas vém se tornando bactérias

problema na terapéutica antiinfecciosa (TAVARES, 2000).

A eficiéncia destes mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelos microrganismos
pode ser percebida no estudo do SENTRY, citado anteriormente, que foi
desenvolvido em 12 hospitais brasileiros. Foi avaliado o perfil de resisténcia
bacteriana dos microrganismos encontrados em exames realizados de pacientes:
resisténcia a imipenem entre P. aeruginosa (69,8% de sensibilidade) e Acinetobacter
spp. (88,1% de sensibilidade); producao de beta lactamase de espectro extendido
(ESBL) entre Klebsiela pneumoniae (48,4%) e E. coli (8,9%), resisténcia as
cefalosporinas de terceira geracao entre Enterobacter spp. (68,1% susceptiveis a
ceftazidima) e resisténcia a oxacilina entre S. aureus (34,0%) e Staphylococcus
coagulase negativa (SCN) (80,1%). Apenas os carbapenémicos (88,1% para 89,3%
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de sensibilidade) apresentaram atividade razoavel contra os Acinetobacter spp.
isolados (SADER et al., 2001).

A escolha dos antibi6ticos para teste de sensibilidade antimicrobiana (TSA) deve ser
feita através de estudos de vigilancia locais e regionais e considerados na escolha
da terapéutica antimicrobiana empirica (MORTARI et al., 2008).

Existem varios métodos laboratoriais para medir a sensibilidade in vitro das bactérias
aos agentes antimicrobianos. Utiliza-se, rotineiramente, o método de disco-difusdo
em agar (método Kirby Bauer) para testar os patégenos mais comuns, de
crescimento rapido e determinadas bactérias fastidiosas (ANVISA, 2004). Esse
método fornece resultados qualitativos, por meio do qual as bactérias sao
categorizadas em: sensiveis, resistentes ou intermediarias. Utiliza-se, também, o
teste de agar-diluicao para testar bactérias fastidiosas, que nao apresentam bom
crescimento em caldo, como por exemplo, as bactérias anaerdbias. Para uma
avaliacao qualitativa utiliza-se os testes de macrodiluicdo e microdiluicdo, os quais
possibilitam fazer uma andlise da concentragdo inibitéria minima (CIM) de
antimicrobianos capazes de inibir o crescimento bacteriano (ANVISA, 2004; CLSI,
2005; 2008) (FIGURA 14).

Figura 14 - Teste de susceptibilidade utilizando método de disco-difuséo de Kirby Bauer.

ASM Wicrobelibrary © Sturm

Fonte: http://www.microbelibrary.org/library/laboratory. Acesso em: 20/05/2012.

Existem, também, os métodos automatizados que permitem a execugao dos testes
de susceptibilidade com mais rapidez. O VITEK® 2 é um desses sistemas, utilizado
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para a identificacdo da espécie bacteriana apds crescimento em meios de cultura
sélidos. As determinacdes sao feitas por método colorimétrico. Para a realizagdo de
VITEK® 2 é necessario realizar suspensdes de bactérias a partir das colénias que
vao ser pesquisadas e definir quais cartdes de teste sera utilizado de acordo com o
tipo de microrganismo em estudo, e se é para identificacdo da espécie ou
antibiograma (GOMES, 2009).
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4 MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo experimental de carater comparativo com a finalidade de
verificar a influéncia do processo de segregacdo e das caracteristicas fisico-
quimicas (propriedades) dos polimeros, sobre a aderéncia de microrganismos na
superficie das embalagens de SPGV presentes no RSS.

4.1 FLUXOGRAMA METODOLOGICO

Figura 15 - Fluxograma do desenvolvimento do estudo.

Pesquisa

Reviséo
bibliogréafica

1
Sele¢é&o dos Materiais

izaca Ensaios
amostras virgens | microbiologicos
Amostra virgem Amostra dos
residuos
I |
FTIR —_— Inoculagéo _Cultura de
microrganismos
|
Rugosidade Contagem em
placa Contagem em
placa ]
Molhabilidade
TSA -
MEW
Analise de
resultados

Conclusées




77

4.2 LOCAL DO ESTUDO

O local escolhido para a realizacao deste estudo foi o Centro de Terapia Intensiva-1
(CTI-1) do Hospital Publico Regional de Betim (HPRB).

4.3 SELECAO DE AMOSTRAS

As SPGV adquiridas no ano de 2012 pelo Hospital Publico Regional de Betim foram
de apenas 2 fabricantes, nomeados nesta pesquisa de fabricante X e Y. O fabricante
X registra no rétulo de suas embalagens a composicao do polimero como sendo PE.
O fabricante Y disponibiliza no site da empresa as instrucdes de uso das solucdes
de sua fabricacao onde consta, também, quais os tipos de polimeros utilizados nas
embalagens. Para maior seguranca sobre os tipos de polimero utilizados nas
embalagens Y, foi feita uma consulta formal ao fabricante. Assim esclareceu-se que
a embalagem trilaminada tem na sua camada mais interna (que fica em contato com
a solucao) um de filme de poliéster; na camada intermediaria, um filme de PE e na

camada mais externa, um copolimero de PP.

Definiu-se como amostra dessa pesquisa as embalagens de PE do fabricante X,
embalagens de PE fabricante Y e embalagens trilaminadas do fabricante Y, cuja
superficie externa é de filme de PP. Para facilitar a identificacdo das amostras das
embalagens utilizou-se a nomenclatura PEX, PEY e PPY, respectivamente.

4.4 COLETA DE AMOSTRAS

A fim de verificar a hipétese de que embalagens segregadas seriam menos
susceptiveis a contaminacao por nao ter contato com os demais residuos do hospital
e, portanto, poderiam ser mais facilmente recicladas, procedeu-se a coleta das
amostras de formas distintas. A coleta de dados para esta pesquisa foi realizada em
trés tipos de amostras: embalagens antes do uso, as quais foram nomeadas como
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“amostras virgens”; embalagens segregadas em lixeira separada apdés 0 uso,
nomeadas por “amostras segregadas” e; embalagens ndao segregadas ap6s o0 uso,
isto é, colocadas juntamente com outros residuos, nomeadas por “amostras nao
segregadas”. Para as amostras virgens utilizou-se as embalagens de SPGV de PE
do fabricante X e embalagens de PE e PP do fabricante Y. Para as amostras
segregadas e nao segregadas utilizou-se as embalagens de PE dos 2 fabricantes
(PEX e PEY), pois, no periodo destinado a coleta das amostras o fabricante Y nao
mais fornecia estas solucdes ao HPRB, ja que as compras desse hospital sao feitas
através de processos publicos de licitagdo com livre concorréncia.

4.4.1 Periodo de coleta de dados

As amostras segregadas e nao segregadas foram coletadas no CTI, entre os dias 05
e 21 de marco de 2013. Os dias da coleta e os tipos de embalagens coletadas foram
feitas de forma aleatéria, conforme a disponibilidade das amostras no CTI-1. O
horario definido para segregacdo foi de 7h30min até as 12h, devido ao maior
namero de trocas de solucdes injetaveis, conforme a rotina do CTI-1, e também por
ser o horario aproximado de troca dos sacos de lixo pelo servico de limpeza do
hospital. As amostras nao segregadas foram coletadas no mesmo periodo, no
horario entre 17 e 18h, logo apds o transporte dos residuos para o abrigo externo
dos residuos do hospital. As amostras virgens foram preparadas para os ensaios de
caracterizacdo dos materiais e andlise da aderéncia de microrganismos entre os

meses de abril e maio de 2013.

4.4.2 Procedimento técnico para coleta e preparacao das amostras de residuos

Com a finalidade de comparar a aderéncia de microrganismos entre as amostras
segregadas e nao segregadas utilizou-se uma lixeira de cor diferente para
separacdo das embalagens de SPGV. A lixeira foi preparada para a coleta das

amostras, sendo lavada externa e internamente com agua e sabdo, e seca com
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compressas estéreis. Foi friccionado é&lcool a 70% na parte interna e externa,
conforme orientacdes para higienizacao de superficies de acordo com o0 manual da
ANVISA (2010). Foi utilizado saco de lixo branco, especifico para coleta de residuos
infectantes, no interior da lixeira (HPRB, 2012). A lixeira foi identificada com rétulo
explicativo informando que as embalagens de solugdo salina, agua bidestilada,
ringer lactato utilizadas nos pacientes deveriam ser ali depositadas (FIGURA 16). Os
profissionais, presentes no CTI nos dias de coleta, foram orientados para o descarte
das embalagens de SPGV na lixeira especifica. Dessa forma as amostras
segregadas foram coletadas imediatamente apds o descarte.

Figura 16 — Recipientes de acondicinamento de residuos: azul para amostras segregadas e branco
para amostras nao segregadas.

Fonte: Foto da autora.

Para a organizacao dos resultados foi elaborada uma ficha de acordo com a ABNT
NBR 10007/2004, com os seguintes dados:

a) nome do técnico de amostragem (a pesquisadora);
b) data e hora da coleta;

c) identificagéo da origem do residuo;

d) numero da amostra;

e) descri¢édo do local da coleta;

f) determinagdes a serem efetuadas no laboratério;
g) observacgoes.
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As embalagens utilizadas na administragdo de nutricdes enterais ou parenterais ou
que tiveram retorno visivel de sangue para o interior do frasco foram excluidas do
estudo. Também nao foram coletadas as amostras provenientes dos leitos onde o
paciente encontrava-se com orientagdes de precaugcbes de contato devido a
isolamento de microrganismos multirresistentes, ou com doengas infecto-
contagiosas, pois o interesse desta pesquisa é pelo perfil microbioldégico habitual do
local em estudo.

A pesquisadora usou técnica asséptica para o manuseio das amostras, incluindo

como paramentos: gorro, mascara, luvas e capotes estéreis.

4.4.3 Preparacao das amostras para os ensaios de aderéncia dos
microrganismos

Para verificagdo da aderéncia dos microrganismos na amostra segregada foi
definida a contagem de colénias na superficie externa das embalagens, na face
oposta ao rotulo, na parte do frasco acima da linha imaginaria que divide o frasco ao
meio (FIGURA 17).

Figura 17 — Fotografia da coleta de amostras segregadas.

y
Fonte: Foto da autora.



81

A regido do frasco foi definida para que nao se corresse o risco de coletar amostras
duas vezes na mesma area do mesmo frasco ja que, apds esta coleta, ele foi
descartado na lixeira de residuos infectantes, onde serdo coletadas as amostras néo
segregadas. Utilizou-se para amostras ndo segregadas a regido abaixo da linha

imaginaria.

A preparagédo destas amostras foi feita no CTI-1, na sala de preparo de materiais
para esterilizagdo. A bancada foi higienizada de acordo com o manual da ANVISA
(2010) e protegida com campo cirurgico esterilizado. Foram utilizadas placas de
contato Petrifilm para contagem de aerdbios (Petrifilm/AC) do fabricante 3M para
analise da microbiota (certificado de conformidade do produto no anexo 3). As
placas foram encaminhadas imediatamente ao laboratério de microbiologia do
HPRB. A leitura dos resultados foi feita conforme descrito no item 4.5 que trata das

analises microbiol6gicas.

O manuseio das amostras nao segregadas foi feito na sala de residuos reciclaveis,
sobre uma mesa de aco inox, previamente higienizada de acordo com o manual da
ANVISA (2010) e protegida com campo cirdrgico esterilizado. Foram utilizadas
placas de contato Petrifilm para contagem de aerébios (Petrifilm/AC) para anélise da
microbiota. As placas foram encaminhadas imediatamente ao laboratério de
microbiologia do HPRB. A leitura dos resultados foi feita conforme descrito no item

4.5.2 que trata da cultura de microrganismos.

4.4.4 Ensaios de aderéncia dos microrganismos nas embalagens virgens

Com o objetivo de se avaliar a influéncia do tipo de polimero na aderéncia de
microrganismo foram simulados ensaios onde diferentes polimeros foram colocados
em contato com uma suspensdao contendo microrganismos em condi¢coes
controladas. Foram utilizadas amostras de 2cm? de cada polimero (PEX, PEY e
PPY), os quais foram identificados por uma ranhura na superficie interna e lavadas
com detergente neutro, enxaguadas em agua corrente e secas em papel filtro. Em
seguida, as amostras foram enxaguadas novamente com &gua bidestilada e

friccionadas com gaze estéril umedecidas com &lcool 70% em todos os lados da
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amostra por trés vezes. As amostras foram envolvidas com compressa estéril até o
inicio da inoculacéo por cepa padrao de S. aureus ATCC®'" 25923. descrito no item
4.5.5.

4.5 ANALISES MICROBIOLOGICAS

4.5.1 Preparo das placas de contato

As placas de contato Petrifilm/AC 3M utilizadas nos ensaios microbiolégicos foram
preparadas e conservadas de acordo com as recomendagdes do fabricante e
respeitadas as orientacbes da ANVISA (2010) para higienizacdo de superficies.
Assim, foram transportadas em caixa térmica até o laboratério de analises
microbiolégicas e conservadas sob refrigeracdo a temperatura entre 2 e 8°C. Para
geleificacdo do meio de cultura das placas Petrifilm/AC 3M utilizou-se solugdo de
agua peptonada (peptona 0,1% p/v) preparada pelo servico de farmacotécnica do
HPRB (peptona 1,090 e agua destilada/deionizada 1000ml). Essa solucédo foi
acondicionada em frasco de vidro estéril, esterilizada em autoclave a 121°C por 15
minutos e utilizada dentro do periodo de 14 dias. Levantou-se o filme transparente
superior das placas Petriflm e adicionou-se 1 ml de agua peptonada 0,1% p/v,
lentamente, ao centro da placa, sobre o cartdo quadriculado, de forma que se
formasse uma Unica gota. Abaixou-se o filme superior sobre a gota e, em seguida, o
difusor foi pressionado levemente sobre a area, com o cuidado de nédo ser arrastado
sobre o filme como mostrado na figura 18a e 18b; removeu-se o difusor e aguardou-
se 30 minutos para que ocorresse a formacao de gel do meio de cultura. As placas
foram armazenadas na geladeira de meios de cultura do laboratério, com controle de

"' ATCC® é uma marca registrada da American Type Culture Collection. E uma colegdo americana
de tipos de cepas para cultura (ATCC®), ou derivados disponiveis comercialmente destas estirpes,
sdo especificados para execugcdo de procedimentos de controle de qualidade em laboratério
(FIOCRUZ, 2013).
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temperatura efetivo, entre 2-8°C. O resultado foi dado em numero de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) pela area do molde, ou seja, n° UFC/20cm?
(FIGURA 18).

Figura 18(a) e (b) — Fotografia do preparo das placas Petrifilm/AC

Fonte: Foto da autora

4.5.2 Cultura de microrganismos mesofilos aerobios

A fim de identificar os microrganismos aderidos as superficies das amostras
segregadas e nado segregadas foi realizada cultura e identificagdo de
microrganismos mesofilos aerdbios. A partir desses resultados realizou-se o teste de
susceptibilidade a antimicrobianos dos microrganismos identificados.

Para coleta das amostras para cultura pressionou-se o filme transparente da placa
Petrifilm/AC sobre a area predefinida da embalagem por alguns segundos, de modo
que toda a area demarcada pelo difusor ficasse em contato com a superficie. Em
seguida as placas foram incubadas em estufa bacteriol6gica (SOLAB — SL 01), com
o lado do filme transparente voltado para cima a uma temperatura de (35%1)°C por
(48£3)horas. Decorrido o tempo de crescimento bacteriano, com o auxilio de uma
lupa, fez-se a contagem de colbnias nas placas, pela pesquisadora (FIGURA 19). As

placas cujo crescimento das colénias foi incontavel, estipulou-se o valor de
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500UFC/20cm? para efeito de visualizacdo dos graficos apresentados no item 5.2.
As instru¢des do fabricante para contagem das colénias estdo demonstradas no
anexo 4. Apds a contagem, as col6nias foram isoladas em meios de cultura para
identificagao. Este método foi adaptado ao método recomendado pela AOAC (2000)
da metodologia Petrifilm.

Figura 19 — Placas Petrifil/AC para contagem de coldnias.

Fonte: Foto da autora

4.5.3 Identificacao dos microrganismos

Esta pesquisa pretende relacionar alguns aspectos sobre 0s riscos inerentes aos
RSS associados a aderéncia de microrganismos patogénicos, assim torna-se
necessaria a identificagdo dos principais microrganismos comuns a flora hospitalar
do local de estudo, bem como aqueles considerados de importancia epidemiolégica
pela ANVISA (2013). O fluxograma mostrado na figura 20 ilustra o procedimento
seguido.



85

Figura 20 - Fluxograma de identificagdo dos microrganismos.
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Apéds a contagem das colbnias nas placas Petrifilm/AC, com o auxilio de um “swab”,
transferiu-se as colénias para um meio liquido para cultivo das células bacterianas.
Para diferenciacdo entre microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos foram
utilizados os meios agar sangue e agar Mac Conkey MBiolog®. A sequéncia de
testes para identificacdo dos microrganismos baseou-se nos protocolos orientados
pela ANVISA (2013). Para testes de sensibilidade dos microrganismos Gram-
negativos utilizou-se agar Mueller-Hinton para o cultivo, pois a maioria dos
patdgenos crescem satisfatoriamente nesse meio.

4.5.4 Testes bioquimicos e fisioldgicos

A partir de cada placa Petrifilm/AC fez-se o plantio das colénias em um tubo
contendo caldo tioglicolato. Os tubos foram incubados por 24h em estufa a
(35°+1)°C e depois, feito o repique de cada tubo em uma placa de agar sangue e
outra de agar Mac Conkey, para diferenciacdo entre coccus e bastonetes Gram-
positivos dos Gram-negativos (FIGURA 21). Na sequéncia, foram feitos testes
bioquimicos e fisioldgicos para identificacdo das espécies.

Figura 21 - Placas com agar sangue (escuras) e agar Mac Conkey (claras)
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A primeira prova realizada foi a catalase, para identificacdo dos coccus Gram-
positivos (CGP). Para aqueles que tiveram resultado positivo, ou seja, os CGP-
catalase positivos, fez-se a prova de coagulase para diferenciacédo das espécies: S.
aureus e Stapylococcus spp coagulase negativa. Os Micrococcus foram identificados
por sua morfologia caracteristica, que ao serem corados no Gram aparecem em
formato de tétrades, ou pela coloracdo de suas coldnias (amarelas ou réseas). Os
CGP-catalase negativa podem ser os Streptococcus ou Enterococcus. Os
Streptococcus foram identificados por sua morfologia caracteristica na placa de agar
podendo apresentar: hemolise total (beta), parcial (alfa, de cor esverdeada) ou
nenhuma (gama). Em seguida realizou-se o teste de bile esculina e NaCl 6,5%, onde
o resultado positivo para os dois testes sugere que sejam os Enterococcus. Para
identificacdo dos enterococcus mais importantes realizaram-se o teste de arabinose
e de sorbitol. O teste de arabinose tem resultado positivo para E. faecium e negativo
para o E. faecalis; e o teste de sorbitol tem resultado positivo para E. faecium,
podendo variar para o E. faecalis.

Para identificar as colénias (Gram-negativas) que cresceram no agar Mac Conkey
foram utilizados cartdes (AST-N105) especificos para identificacdo de bastonetes
Gram-negativos (BGN) pelo sistema automatizado VITEK® 2 Compact (BioMérieux).

4.5.5 Testes de Susceptibilidade aos Antimicrobianos (TSA)

As metodologias utilizadas para testar a susceptibilidade aos antimicrobianos foram
duas: o teste de disco-difusdo em agar, descrito por Kirby e Bauer (CLSI, 2013) e os
cartdes para teste de sensibilidade do sistema automatizado VITEK® 2 Compact
(BioMérieux). Esses testes sdo definidos como semi-quantitativos, pois fornecem
resultados em categorias definidas como: sensivel, intermediario e resistente aos
antimicrobianos testados. A escolha dos antimicrobianos é feita de acordo com a
preconizagao do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2013) e também,
considerando-se a utilizacdo dos agentes antimicrobianos no HPRB conforme
relatérios emitidos pela Comissao de Controle de Infec¢cdes Hospitalares (CCIH). Os
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microbianos definidos para cada microrganismo identificado estd demonstrado no
quadro da figura 22.

Figura 22 — Quadro: Antibioticos testados em cada microrganismo

Microrganismo Antibiético testado
Staphylococcus spp. coag neg Cefoxetina/Oxacilina
Acinetobacter baumannii Meropenem, Imipenem
Psedomonas aeruginosa Meropenem, Amicacina, Imipenem, Cefepime
Klebsiela pneumoniae Meropenem, Imipenem, Ertapenem
Enterococcus faecium Vancomicina
Enterococcus faecalis Vancomicina
Enterobacter cloacae Meropenem, Imipenem, Ertapenem
Enterobacter aerogenes Meropenem, Imipenem, Ertapenem

4.5.6 Analise da aderéncia de bactérias

A inoculacao das amostras foi realizada para avaliar a aderéncia de microrganismos
na superficie dos polimeros PEX, PEY e PPY. Esse procedimento foi realizado na
area de alcance do bico de Bunsen utilizando paramentacédo de técnica asséptica e
materiais estéreis. O in6culo bacteriano foi transferido para tubos de ensaio
contendo 3ml de solucéao salina 0,9%, com auxilio de uma alca bacteriolégica, e
agitados veementemente. Foi feita comparacdo visual entre o tubo contendo o
in6culo com o tubo padrao 0,5 da escala Mc Farland (ANEXO 5), o qual corresponde
a 1,5x108 bactérias/ml, e a partir dessa solucéo foram feitas mais trés diluicdes em
solucéo salina 0,9%: 1:100ml, 1:50ml e 1:10ml, respectivamente. Para cada diluicdo
foram utilizadas trés amostras de cada polimero. Estas solugcbes foram colocadas
em placas de petri estéreis, onde foram depositadas as amostras dos polimeros, e
incubadas por 24h a (35+1)°C em estufa bacteriolégica. Apds o periodo de
incubacdo, as amostras foram retiradas das placas de Petri com auxilio de uma
pinca estéril e lavadas com solucdo salina 0,9% para retirada das células

planctbnicas e secas em estufa. Sequencialmente, as placas foram manipuladas
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com auxilio de pinga estéril e pressionadas levemente sobre a superficie do filme
transparente das placas Petrifilm e incubadas novamente a (35+1)°C por 48horas.

Ap0Gs este tempo, procedeu-se a contagem das coldnias.

4.6 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS POLIMERICOS

Para caracterizacdo dos polimeros foram preparadas 18 amostras cortando-se
pedacos de diferentes tamanhos das embalagens, representativos do universo
estudado. Uma amostra de cada polimero foi submetida a analise no rugosimetro,
gonidmetro e FTIR. Imagens de microscopia eletrénica de varredura foram obtidas
de amostras virgens e amostras virgens inoculadas com S aureus. Para os ensaios
de FTIR e rugosidade as amostras foram cortadas em tamanhos de 2cm? Para
angulo de contato as amostras foram cortadas em tamanhos de 0,5cm para melhor
adaptacdo ao porta amostras do equipamento. Em seguida as amostras foram
lavadas com detergente neutro, enxaguadas com agua deionizada e secas em papel
de filtro antes de cada medida. Apés a limpeza, tomou-se o cuidado de nao toca-las
com as maos, evitando-se o acumulo de gordura na superficie e consequente
alteracdo dos resultados. Foram utilizadas luvas e pingas para o manuseio das

amostras.

4.6.1 Espectroscopia de absorcao no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR)

Os polimeros foram caracterizados por FTIR para identificacdo da composicao
quimica do material. Foram preparadas trés amostras, sendo uma de cada polimero,
PEX, PEY e PPY. O equipamento utilizado foi o modelo IRPrestige-21, Shimadzu,
com resolugdo de 4cm™, com comprimento de onda na faixa de 4.000 a 400cm™, de

acordo com orientagdes do fabricante do equipamento, utilizado para filmes finos
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<25 mm. As amostras foram colocadas diretamente sobre o cristal de ATR e
analisadas na superficie externa das embalagens.

4.6.2 Medida de angulo de contato

A avaliacdo da molhabilidade de uma superficie envolve a caracterizacdo do carater
hidrofobico ou hidrofilico através da medigao do angulo de contato entre a superficie
e a agua. Estas medidas foram feitas no Laborat6rio de Engenharia de Polimeros e
Compésitos (LEPCOM) do Departamento de Engenharia Metallrgica e de Materiais
da Universidade Federal de Minas Gerais, utilizando-se o gonidémetro Digidrop
(FIGURA 23), em temperatuda ambiente (20°C).

Figura 23 — Gonidémetro Digitop - UFMG: Ponto A: Computador; ponto B: Dispositivo de ejegéo da
gota de agua; ponto C: Suporte para a amostra; ponto D: Agulha de gotejamento; ponto E: Camera
fotografica.

Fonte: Foto da aoutora
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A medida do angulo de contato (6) foi dada pela média de dez medidas consecutivas
em cada amostra. Cada uma destas medidas equivale a média das medidas dos
angulos direito e esquerdo da gota de agua com a superficie da amostra. Realizou-
se a deposicdo de uma gota de agua deionizada de volume padronizado (6pl) por
meio de um dispositivo de gotejamento do aparelho. A gota foi ejetada pelo bico
gotejador de forma que permanecesse presa a ponta da agulha sem cair sobre a
amostra (FIGURA 24). Entao, o suporte onde foi colocada a amostra foi levado ao
encontro da gota, sem mover a agulha em torno da mesma, para evitar distor¢cdes

nos resultados.

Figura 24 — Bico gotejador do gonidmetro Digitop

Fonte: Foto da autora

Para definicdo da caracteristica hidrofilica ou hidrofébica das amostras utilizou-se o
parametro utilizado por Lima et al. (2011) e van Oss e Giese (1995), segundo 0s
quais uma superficie é considerada hidrofilica quando o angulo de contacto é inferior
a 50°enquanto uma superficie hidrofébica tem um angulo de contato acima de 50°.

4.6.3 Rugosidade
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Para o ensaio de rugosidade foi utilizado o rugosimetro Mitutoyo, modelo SJ-301 no
laboratério de caracterizacdo de materiais (LCM) do CEFET-MG (FIGURA 25). As
amostras foram fixadas em laminas de vidro, com cola epédxi, para facilitar a
execucdo do ensaio. Utilizaram-se os parametros de amplitude R, e R, de acordo
com a norma DIN 4768; e o comprimento de medicao (cut-off) foi de 0,8mm. Assim,

mediu-se a rugosidade em 4 posicdes distintas e equidistantes em cada amostra.

Figura 25 — Rugosimetro — LCM/CEFET-MG.

Fonte: Foto da autora

4.6.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Uma amostra virgem de cada polimero foi examinada através do MEV, modelo SSX
550, da Shimadzu, no LCM do CEFET-MG. Foram utilizados aumentos de 100 e
300x para observacdo da morfologia das superficies. As amostras foram recobertas

com ouro visando melhoria da resolu¢do das imagens.

Outras duas amostras dos polimeros (PEX, PEY e PPY) foram inoculadas com S
aureus (ATCC® 25923) e examinadas ao MEV em aumentos de 3000 e 5000x para
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visualizagdo das células bacterianas aderidas. A metodologia utilizada para
inoculagdo das amostras foi descrita anteriormente, no item 4.5.6. Essas amostras
foram preparadas no Centro de Microscopia da UFMG de acordo com o protocolo de
processamento de amostras. As etapas sao descritas como fixagc&o, desidratagcéo e
secagem pelo método do “ponto critico”. Apdés a inoculacdo, as amostras foram
fixadas em glutaraldeido a 2,5% em tampéo cacodilato 0,1 M, por 12 horas. Depois
foram lavadas com tampao cacodilato 0,1 M para, entdo, proceder a po-fixagao com
tetréxido de 6smio 1% (OsO4), por 1h, e foram novamente lavadas em solugéo
tamp&o. As amostras foram imersas em &cido tanico 1%, em tampao cacodilato
durante 20min e novamente colocadas em tetréxido de 6smio 1% (OsO4). Em
seguida, as amostras foram lavadas com agua destilada e transferidas para o porta
amostras do aparelho de ponto critico para serem desidratadas com solugdes
crescentes de alcool etilico a 35, 50, 70, 85, 95% e 100%. Para assegurar a
remocao completa da dgua foi efetuada a técnica de ponto critico em CO, (CPD 030
Balzers, Liechtenstein), descrita no apéndice B, e em seguida as amostras foram
metalizadas por meio de deposi¢cao de ions Au. Concluido o preparo das amostras,
elas foram acondicionadas em recipiente fechado contendo silica gel e levadas ao
MEV (FIGURA 26).

Figura 26 — Microscopio de Varredura Eletrénica - LCM/ CEFET-MG

Fonte: Foto da autora
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS
Os polimeros avaliados apresentam as seguintes caracteristicas:

Os resultados dos ensaios de FTIR foram dados em valores de transmitancia (u.a).
Assim, os gréficos foram plotados e apresentados na figura 27, os quais apresentam
espectros da superficie externa das amostras de PEX, PEY e PPY. Esses espectros
foram comparados com aqueles dos bancos de espectros demonstrados no item
3.3.1.

Figura 27 — Espectros de FTIR das amostras PEX, PEY e PPY
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Apéds a analise e comparacao dos espectros das amostras de PEX, PEY e PPY,
conclui-se que as amostras PEX e PEY sdo de polietileno e as PPY séo de
polipropileno. Estes ensaios confirmam as informacdes fornecidas pelos fabricantes
X e 'Y sobre a composicao dos polimeros utilizados nas embalagens.
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5.1.1 Angulo de contato

A média das dez medidas de angulo de contato de cada amostra foram comparadas
ao parametro de hidrofobicidade utilizado. Observou-se que todas as amostras,
PPY, PEX e PEY, apresentaram &angulo de contato acima de 50° e, portanto,
apresentam caracteristicas hidrofébicas (TABELA 5). Pode-se observar que o PPY
foi o material que apresentou menor angulo de contato, consequentemente pode ser
considerado como o material menos hidrofébico. E possivel observar esta
caracteristica das amostras nas fotografias da figura 27a, b e c, respectivamente.
Esse resultado sugere que as embalagens PPY podem apresentar uma tendéncia a
ter menor aderéncia de bactérias se comparado aos outros dois. Pois, superficies
hidrofébicas ou menos hidrofilicas, geralmente tém maior adesdo de alguns
microrganismos como por exemplo, S. aureus (BUSSCHER ET AL., 1990; CHAVES,
2004).

Tabela 5 — Medidas de angulo de contato.

Amostra Angulo Desvio padrao
(a) PPY 71,80 0,07
(b) PEX 83,32 0,07
(c) PEY 89,10 0,03

Figura 28 - Fotografia da gota de agua sobre as superficies dos polimeros PPY(a), PEX(b) e PEY(c)

(@) (b) ()

Fonte: Foto da autora
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Teixeira e Oliveira (1999) pesquisaram sobre a aderéncia de bactérias em PP, PVC,
PEAD e PMMA. Esses autores realizaram medidas de angulo de contato dos
matériais estudados e encontraram o valor de (83,0+2,5)° para o PP. Ja, Peloi,
(2004) encontrou angulo de 90°. E ainda, de acordo com o estudo Schneider et al.
(2012), o valor mensurado do angulo de contato do PP foi de 75°. Esse ultimo foi o
que mais se aproximou do valor obtido nesta pesquisa. Teixeira e Oliveira (1999)
também analisaram o PEAD e encontraram medidas de angulo de contato de (79,2+
3,1)°. Machado (2007) encontrou 0 angulo de contato de (55,2 1,8)° e Kunita (2001)
encontrou valores de (90,0t 3,0)°. A diferenca dos valores encontrados pelos
autores com os deste estudo pode estar relacionada com o método de
processamento das embalagens (GUERRINI, 2004).

5.1.2 Rugosidade

Diversos autores tém sugerido que a rugosidade da superficie dos materiais pode
desempenhar um papel importante na aderéncia de microrganismos devido a
protecdo que oferece contra forcas de cisalhamento e aumentando a area disponivel
na superficie (BAKER, 1984).

Assim, de acordo com os parametros R, e Ry, utilizados no ensaio de rugosidade,
observou-se que o material que apresentou maior rugosidade foi o PEY, seguido
pelo PEX, e o menos rugoso foi o PPY (TABELA 6).

Tabela 6 — Medidas de rugosidade R, e R, das amostras PPY, PEX e PEY.

Material Medidas Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4 Média Desvio
em um em um Padrao
R, 0,24 0,21 0,22 0,22 0,22 0,01
PPY Ry 2,49 1,65 2,24 1,92 2,08 0,37
PEX R. 0,36 0,23 0,40 0,27 0,32 0,08
Ry 3,39 1,25 3,67 1,52 2,46 1,25
PEY R, 1,07 0,78 0,46 0,53 0,71 0,28
Ry 5,31 6,07 5,29 3,28 4,99 1,19
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As micrografias das amostras virgens examinadas no MEV confirmam as medidas

de rugosidade feitas no rugosimetro como mostra a figura 29.

Figura 29 — Micrografias das amostras de polimeros virgens (PEY, PEX e PPY) em aumentos de 100
e 300x.
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Fonte: Foto da autora
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O PEY apresentou o valor de R, de 4,99 um. Como pode-se perceber nas
micrografias da figura 28a e b, existem sulcos mais profundos e em maior
quantidade do que nas outras amostras, PEX e PPY (FIGURA 28 c,d,e,f). A olho nu,
o PPY apresenta-se menos rugoso que as outras duas amostras analisadas. Porém,
percebe-se no PPY a presenca de descontinuidades (FIGURA 28e e 28f) ao longo
de toda a superficie da amostra, o que pode ter colaborado para um valor de Rae Ry,
de 0,22 e 2,08 um que sdo bem préximos dos valores do PEX, onde R, e Ry foram
0,32 e 2,46 um respectivamente

Katsikogianni e Missirlis (2004) citaram em sua pesquisa, o estudo de Boyd et al.
(2002) o qual analisou trés tipos de superficies de aco. Na superficie de ago polido,
a rugosidade foi aumentada de 0.04pm para 0,30um tornando-o um ago abrasivo, e
isso fez com que aumentasse a forca de adesdo bacteriana mais do que um
aumento de 0,04um para 0.96um na rugosidade no acgo inoxidavel nao polido. Isso
significa que mais células aderiram no aco inoxidavel abrasivo mais do que no aco
nao polido e, especialmente, no ago polido, mesmo com maior aumento da
rugosidade do aco nao polido. Os autores explicaram que ndo ha uma dependéncia
linear da aderéncia bacteriana com a rugosidade da superficie, e que ainda sao
necessarios mais estudos sobre esse assunto, pois existe uma variedade de
parametros de rugosidades de superficie relacionados com a medida da area

superficial e a configuracao da superficie.

Foram apresentados alguns estudos anteriormente, que afirmaram que as bactérias
aderem mais as superficies mais rugosas em comparacao com as lisas, em parte,
devido a aumento da area de superficie (MERRITT et al. 2000; COUTINHO, 2007).
No entanto, segundo Katsikogianni e Missirlis (2004) as bactérias aderem,
preferencialmente, a irregularidades que estejam em conformidade com o seu
tamanho desde que aumentem a &rea de contato superficie-bactéria. Os
estafilococos e estreptococos, por exemplo, tém diametros que variam de 0,2 e 2,0
um e de comprimento 2,0 a 8,0 um (TORTORA, 2005). Isso nos leva a crér que
esses microrganismos teriam maior aderéncia em superficies que tivessem uma

faixa ideal de rugosidade onde possa acomodar essas células bacterianas.
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5.2 ANALISES MICROBIOLOGICAS

Para analise microbiolégica foram realizadas culturas das superficies das
embalagens segregadas e nao segregadas para contagem de colbnias e
especificacdo e também foi realizada a inoculagdo de S aureus nas amostras

virgens, com controle positivo e negativo.

A proposta inicial para amostragem desta pesquisa foi utilizar embalagens de PE
dos fabricantes X e Y; e PP do fabricante Y de SPGV coletadas como residuos do
CTI-1, ja que, no inicio do estudo, estas eram as embalagens utilizadas pelo servico
de saude escolhido para o estudo. Porém, no periodo destinado a coleta de
amostras houve dificuldade em adquirir embalagens de PP, pois o fabricante Y néo
mais fornecia estas solu¢gbes ao HPRB. Havia ainda um ndmero reduzido de
solugdes em embalagens de PP no estoque da farmacia, as quais foram utilizadas

para o0s ensaios de caracterizacao e inoculagéo.

Para realizacdo da cultura microbiolégica foram coletadas 55 embalagens de PE
conforme consta na tabela 7.

Tabela 7 — Amostras de embalagens coletadas para cultura microbiolégica.

Tipo de residuo PEX PEY Total
Segregado 20 6 26
N&o-segregado 21 8 29
Total 41 14 55

Conforme mostra a tabela 7, dentre as amostras coletadas, 26 foram segregadas e
29 ndo-segregadas. Das 26 amostras segregadas, 20 sdo de PE do fabricante X, 6
do fabricante Y. Das 29 amostras ndo-segregadas, 21 sdo de PE do fabricante X e 8

do fabricante Y

A média da quantidade de colonias contadas na area de 20cm? da placa de contato
das amostras segregadas foi de 93,8 e das nao segregadas foi de 120,4UFC/20cm?.
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A contagem das colbnias nas amostras ndo segregadas apresentaram numero
médio de colbnias 28% superior as amostras segregadas (figura 30). Isso sugere a
possibilidade de aceitagdo da hipotese inicial de contaminagdo das embalagens no
processo de descarte de residuos sem segregacao. Entretanto, a analise de uma
amostragem maior, em diferentes instituicbes, seria importante para ampliar a
discussdo dos resultados encontrados. A reduzida quantidade de publicagdes de
estudos similares dificulta a comparagéo.

Figura 30 — Grafico da contagem de colbnias nas placas de cultura da superficie das amostras

segregadas e nao segregadas

B SEGREGADAS - UFC/20cm?2

m NAO-SEGREGADAS - UFC/20 cm?2

Amostras

Nao obstante, em ambos os grupos de amostras (segregadas e ndo segregadas)
observou-se grande variabilidade da quantidade de colénias. Algumas placas
apresentaram nUmero incontdvel de coldnias (>500UFC/20cm?), outras
apresentaram uma contagem inferior a 10UFC/20cm?.

A figura 31 exemplifica a variabilidade da contagem de colb6nias nas placas
Petrifilm/AC.
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Figura 31 - Placas Petrifilm/AC: (a) n° incontavel de colénias, (b) 5 coldnias e (c) 142 colbnias

Fonte: Foto da autora

Na figura 31, (a) mostra um numero incontavel de colénias, (b) mostra 5 colénias e

(c) 142 colbnias.

As colénias aderidas foram isoladas para avaliacdo da diversidade de
microrganismos presentes. Nas amostras coletadas nos residuos segregados e nao
segregados foram identificados 12 espécies de microrganismos, como mostrado na
figura 32. Em 19 amostras houve crescimento de mais de uma espécie.

Figura 32 — Tipos e percentual (%) de microrganismos no total de amostras coletadas
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O microrganismo mais frequente foi o Staphylococcus coagulase negativa (SCN) o
qual foi encontrado em 46% das amostras. O A. baumannii foi encontrado em 16%,
o E. faecium em 10% e o E. faecalis em 9%. Com menor expressividade, o
Micrococcus spp. foi encontrado em 4%, a P. aeruginosa em 3%; e a K
pneumoniae, o E. cloacae, o E. aerogenes, a Sphingomonas paucimobilis e a
Stenotrophomonas maltophilia em 1% das amostras cada microrganismo. Em 2%
das amostras nao houve crescimento de bactérias (NHCB) (FIGURA 32). Em 2
amostras houve crescimento de Candida spp.

Nos residuos segregados o microrganismo mais frequente foi o SCN encontrado em
58% das amostras, seguido pelo A. baumannii que apareceu em 16%. Nos residuos
nao segregados o SCN cresceu em 35% das amostras e o A. baumannii, em 16%, 0
E. faecium e o E. faecalis apareceram em 16 e 12% das amostras, respectivamente,

como mostrado na figura 33.

Figura 33 — Microrganismos presentes nos residuos segregados e ndo segregados
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A partir das colénias destes microrganismos foi feito teste de sensibilidade a
antimicrobianos (TSA) os quais foram selecionados de acordo com o Manual Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2013) e com a utilizacdo dos agentes

antimicrobianos usados no HPRB.
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Em 22 amostras de residuos segregados onde cresceu o SCN, esse microrganismo
mostrou-se resistente ao antibidtico testado em 20 delas, ou seja, em 91% das
amostras. A. baumannii mostrou-se resistente em todas as 6 amostras de residuos
segregado nas quais cresceu, ou seja, em 100% das amostras. Todos 0s outros
microrganismos identificados nos residuos segregados mostraram-se sensiveis aos
antibioticos testados (TABELA 8).

Nas amostras de residuos nao segregados, o SCN mostrou-se resistente em 13 do
total de 15 amostras, o que corresponde a 87%; e o A. baumannii em 5 das 7
amostras, ou seja a 71% (TABELA 8).

Tabela 8 - Resultados de TSA para as amostras segregadas e ndo segregadas.

Residuos
Microrganismo Segregado Nao-segregado Antibidtico testado
Sensivel Resistente Sensivel Resistente
SCN 2 20 2 13 Cefoxetina/Oxacilina
A. baumannii 0 6 2 5 Meropenen, Imipenem
P. aeruginosa 1 0 1 0 Meropenen,
Imipenem, Amicacina,
Cefepime
K. Pneumoniae 0 0 1 0 Meropenen,
Imipenem, Ertapenem
E. faecium 1 0 7 0 Vancomicina
E. faecalis 0 0 7 0 Vancomicina
E. cloacae 0 0 1 0 Meropenen,
Imipenem, Ertapenem
E. aerogenes 0 0 1 0 Meropenen,

Imipenem, Ertapenem

O aparecimento do A. baumannii em 16% das amostras € uma preocupacao a ser
considerada, visto que esse microrganismo tem grande importancia nos casos de
infeccdo hospitalar. Juntamente com a P. aeruginosa, o A. baumannii esta entre as
bactérias mais isoladas em hemoculturas e amostras do trato respiratério nos
pacientes de grandes hospitais (ANVISA, 2013; NASCIMENTO, 2009).

Os Enterococcus também apresentam importancia crescente como causadores de
infeccdo hospitalar, pelo surgimento de resisténcia quase total aos antibiéticos
tradicionalmente utilizados para tratamento dessas infeccées. Os Enterococcus mais

comumente isolados séo: E. faecalis (90% dos casos) e E. faecium, com grande
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capacidade de colonizacdo de pacientes e de contaminacdo de superficies ou
equipamentos utilizados em hospitais (ANVISA, 2013).

A presenca significativa dos SCN nas amostras pode ser explicada pela presenca
habitual desses microrganismos na pele e membranas de mucosas humanas.
Geralmente, o SCN nao causa dano algum ao seu hospedeiro, no entanto, podera
tornar-se patogénico se tiver acesso aos tecidos através de trauma da barreira
cutdnea, inoculacdo por agulhas ou implante de materiais médico-hospitalares
(HEIKENS, 2005).

Nos achados desse estudo corroboram resultados de outras pesquisas, cujos
resultados mostraram que a presenca do SCN resistente a oxacilina é bastante
comum no ambiente hospitalar. Na pesquisa de Custodio et al., (2009) foi avaliada a
microbiota das maos dos profissionais de saude de um hospital em Goias e
verificaram que os SCN apareceram em 44 5% do total dos microorganismos
isolados, sendo 75% resistentes a oxacilina. Assim também foi demonstrado na
pesquisa de Barreto (2008), onde verificou-se a prevaléncia de estafilococos em um
hospital de Porto Alegre (RS), sendo que 81,4% dos SCN apresentavam resisténcia

a oxacilina.

As bactérias do género Acinetobacter ao qual pertence o A. baumannii tornaram-se
importantes em todo o mundo, nos ultimos anos. Essa relevancia € devida a sua
multirresisténcia as drogas e aos agentes antimicrobianos, além de sua implicacao
em infeccOes hospitalares (ANVISA, 2013).

Os Enterococcus resistentes a vancomicina (ERV) sdo um problema global e tem
sido isolados com alta frequéncia nos hospitais brasileiros. O emprego de muitos
antibiéticos ou classes de antibiéticos tem sido associado a infecgéo ou colonizacao
por Enterococcus resistentes a vancomicina (ERV) em estudos clinicos, o que
coincide com a realidade do HPRB. Porém, nesse estudo, todos os Enterococcus

isolados foram sensiveis a vancomicina.

A partir dos resultados das anélises microbiolégicas dos residuos, optou-se por
ampliar esta pesquisa fazendo uma analise da aderéncia através de inoculagéo de
bactérias nas embalagens virgens de PEX, PEY e PPY. Esses ensaios

possibilitaram a avaliacdo da embalagem de PP, ja que no periodo em que se
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coletou as amostras houve dificuldade em encontrar esse tipo de embalagem nos
residuos do CTI-1.

5.2.1.Inoculacao das amostras de polietileno (PE) e polipropileno (PP)

Inicialmentte foi feita inoculacdo de S. aureus nas amostras de PEX, PEY e PPY,
com a suspensdo de bactérias a 1,5 x 102 UFC/ml (padrdo 0,5 da escala Mc
Farland), sem diluicdo. Os resultados mostraram um numero incontavel de coldnias
nas trés amostras. Sequencialmente, diluiu-se a suspensao inicial para 1:100ml
havendo crescimento de colénias em apenas uma das amostras de PPY. Assim,
esses resultados contribuiram para adequacao da metodologia, mas nao foram
considerados no grafico da figura 34. Fez-se, mais duas diluicbes da suspenséo de
bactérias inicial: para 1:10ml e 1:50ml conforme mostrado na série b do gréfico da

figura 34.

Figura 34 — Contagem de S. aureus inoculados em amostras virgens de embalagens de PP e PE, em
UFC/20Cm?: amostra(a) com diluicdo de 1:10 e amostra(b) com diluigao 1:50ml

mPEX WPEY mPPY 3b
Amostras-diluigao/ml
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Os resultados dos ensaios de inoculacdo com estas diluicbes mostraram uma
tendéncia maior de aderéncia do S. aureus ao PPY, percebida mais claramente nas
amostras (a) inoculadas com a suspensao de bactérias com diluicdo de 1:10ml como
especificado no gréafico (FIGURA 34).

Os resultados da contagem em placa Petrifilm/AC foram descritos na tabela 9, na
qual podemos observar que a média dos resultados das 3 amostras de PEX foi de
17,3 UFC/20cm?, do PEY foi de 21,3 e do PPY 31,0, ou seja, as embalagens em que
o S. aureus teve maior aderéncia foram as de PPY, seguidas pelas de PE do

fabricante Y e em menor quantidade as de PE do fabricante X.

Tabela 9 - Nimero de UFC/20cm® em amostras virgens: em diluicdes de 1:10 e 1:50ml, média da
contagem de bactérias e percentual de crescimento de colbnias por tipo de material.

Diluicao 1:10mi Diluicao 1:50mi
UFC/20cm® UFC/20cm®
Amostras virgens 12 2a 3a Média ib 2b 3b Média
PEX 9 10 33 17,3 2 0 0 0,7
PEY 15 6 43 213 0 1 0 0,3
PPY 30 45 18 31,0 7 1 5 4,3

Alguns autores encontraram resultados similares aos encontrados neste estudo.
Teixeira e Oliveira (1999) pesquisaram a aderéncia de Alcaligenes denitrificans na
superficie de polimeros e mostraram que o tipo de substrato em que houve maior
aderéncia de microrganismos foi o PP, seguido pelo PVC, PEBD e PMMA.
Entretanto, a aderéncia de bactérias nas superficies poliméricas é bastante
complexa, e controversa, pois envolve muitos fatores que precisam ser

considerados.

Para verificacdo das condi¢des dos ensaios, ao controle positivo foi adicionado caldo
tioglicolato na suspensdo 1:10ml e feito inoculacdo de 3 amostras de PEX, PEY e
PPY. Esse teste teve como resultado um numero incontavel de colbnias por placa

(FIGURA 35a). O controle negativo foi feito repetindo-se todas as etapas do ensaio
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porém, sem transferir o inéculo para o tubo contendo solugdo salina 0,9%; e o
resultado dessa contagem foi igual a zero (FIGURA 35b). Assim pode-se assegurar

gue os ensaios foram realizados em condic¢des ideais.

Figura 35 — Placas de cultura com controle positivo (a) e controle negativo (b).

(@) (b)

5.3 RELACAO ENTRE ADERENCIA MICROBIOLOGICA E AS CARACTERISTICAS
DOS POLIMEROS

As amostras inoculadas com a suspensado de bactérias foram analisados no MEV.
Observou-se uma heterogeneidade na aderéncia das bactérias ao se fazer uma
varredura sobre a area da amostra, ou seja, percebeu-se maior quantidade de
bactérias em algumas regides da amostra e menos em outras. Entretanto, as
micrografias mostraram a predominancia de aderéncia dos cocos de S. aureus,
preferencialmente, em sulcos e saliéncias da superficie dos polimeros de todas as
amostras analisadas (FIGURA 36). Isso sugere a influéncia da rugosidade na
aderéncia de microrganismos. Entretanto, a medicdo da micro-nanorrugosidade
ofereceria resultados mais precisos, que nao foi possivel devido ao tempo reduzido
para concluséo deste estudo. Outro fator limitante dessa avaliagédo a ser considerado
€ que a area visivel em cada campo fotografado € bastante reduzida, haja vista a
necessidade de grandes aumentos (3000 a 5000x) para se obter uma imagem
satisfatéria das colénias de microrganismos.
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Figura 36 — Micrografias das amostras dos polimeros inoculadas com S. aureus (3000x e 5000x).
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Nos ensaios de caracterizacdo todos os polimeros apresentaram propriedades que

propiciaram a aderéncia de microrganismos como mostra a tabela 10.

Tabela 10 - Propriedades dos polimeros avaliados e contagem de col6nias.

Polimeros Angulo de contato Rugosidade UFC/20cm?

R.-0,32  +0,08
PEX 83,32 40,07 17,3
R,-246  +1,25

R.-0,71  +0,28
PEY 89,101 0,03 21,3
R,-4,991 +1,19

R.-0,22  +0,01
PPY 71,80 0,07 31,0 1
R,-2,08  +0,37

Comparando os polimeros analisados, ndao se observou diferengas significativas na
quantidade de colbnias aderidas na superficie das amostras entre o0 PEX e PEY,
também nao foi observada diferenca significativa das medidas de angulo de contato
e rugosidade. Entretanto observou-se que a amostra PPY apresentou menor
rugosidade e menor angulo de contato, o que sugere menor tendéncia a aderéncia,
mas no ensaio de inoculacdo foi o polimero que teve maior numero de colbnias
aderidas (TABELA 10).

Em um outro estudo também foram encontrados resultados controversos quando
foram relacionadas as propriedades de rugosidade e hidrofobicidade a capacidade
de aderéncia bacteriana a superficies poliméricas. Lima et al. (2011) verificou que
nao houve relagao direta entre a hidrofobicidade e aderéncia de S. aureus nos dois
polimeros analisados em seu estudo. Pois, a superficie de tubos de poliuretano (PU)
classificada como hidrofilica, em comparacao com a superficie dos tubos de silicone
classificado como hidrofébico, ndo apresentou diferenca significativa nas analises de
aderéncia de microrganismos. Lima et al (2011) ainda afirma que, embora a
superficie do PU fosse mais hidrofilica do que a do silicone, a sua superficie foi mais
rugosa, o que pode ter contribuido para o aumento da aderéncia bacteriana.
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6 CONCLUSAO

Os ensaios de -caracterizacdo mostraram diferencas nas propriedades de
hidrofobicidade e rugosidade entre as superficies das embalagens de PE e PP,
entretanto, essas caracteristicas nao foram determinantes no processo de aderéncia

bacteriana nas amostras segregadas e nao segregadas..

Nos ensaios de inoculacao observou-se que o S. aureus teve maior aderéncia nas
embalagens de PPY, seguidas pelas de PE do fabricante Y e em menor quantidade
nas de PE do fabricante X. Assim percebeu-se que o S aureus apresentou maior
tendéncia a aderéncia na superficie das embalagens de PP nas amostras virgens.

A andlise da contagem de colbnias nos residuos segregados e nao segregados nao
apresenta diferenca significativa na aderéncia de microrganismos. A expectativa
inicial de que o residuo poderia estar aumentando a sua carga bacteriana aderida
quando descartado nas lixeiras juntamente com residuos infectantes ndo pode se
confirmou. Provavelmente ha variaveis que nao foram controladas neste estudo,
potencialmente capazes de interferir na aderéncia dos microrganismos as superficie
das embalagens. Uma variavel importante, porém de dificil controle no ambiente
hospitalar, € o processo de trabalho, desde a dispensacao das embalagens, o
manuseio efetivo até o descarte. Também seria importante a avaliagcdo da aderéncia
de microrganismos monitorando condicdes ambientais e tempo de contato do

microrganismo com a superficie do substrato.

A estratificacdo dos resultados mostrou que o microrganismo predominante, tanto
nas amostras segregadas quanto nas amostras nao segregadas, foi o SCN
resistente a oxacilina. Porém, a presenca do A. baumannii resistente ao meropenem
e imipenem chama a atencao pelo risco potencial de causar infecgdes devido a
patogenicidade desse microrganismo no ambiente hospitalar. Vale ressaltar que nao
foi encontrado resultado semelhante em nenhum trabalho da literatura, portanto este

constitui uma contribuicao importante deste trabalho de pesquisa.

Partindo do pressuposto inicial desta pesquisa, de que a separacao das embalagens
na origem poderia reduzir a quantidade de microrganismos aderidos, conclui-se que

a segregacao nao foi suficiente para minimizar riscos de infectividade associados
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aos RSS, contrariando a expectativa inicial. Assim, para ampliar as discussdes sobre
a reciclagem de RSS sado necessarios estudos mais abrangentes.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Repeticdo desta pesquisa utilizando-se um n-amostral maior.

- Controle das variaveis do processo de trabalho, desde a dispensacao e manuseio
das embalagens, até o descarte

- Avaliacao da aderéncia com diferentes espécies de microrganismos.

- Avaliacdo da aderéncia monitorando condicbes ambientais, como temperatura,

umidade, pH, tempo de contato do microrganismo com a superficie do substrato.

- Repeticdo do trabalho de analise microbioldégica e antibiograma em amostras
coletadas diretamente na rua ou em cooperativas de catadores e recicladores de

residuos, a fim de comparar os resultados.
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APENDICE A

QUANTITATIVO ANUAL DE SPGV ADQUIRIDAS NO HPRB EM 2011.

Tipos de SPGV Quantidade anual - unidades
Soro fisiolégico 1000ml 60.000
Soro fisiolégico 500ml 330.000
Soro fisiolégico 250ml 150.000
Soro fisiolégico 100ml 100.000
Soro glicosado 500ml 25.000
Soro glicosado 250ml 12.000
Soro glicosado 100ml Nao adquirido neste ano
Ringer lactato 500ml 4.200
Ringer simples 500ml 480
Solucgéo de dialise 1000m| 63.000 (acidas e basicas)
Agua bidestilada 500ml 55.000

Fonte: Relatério de compras de 2011 — Farméacia HPRB
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APENDICE B

METODO DO PONTO CRITICO

Método do Ponto Critico descrito por Dedavid et al. (2007) em: Microscopia
eletrdbnica de varredura - Aplicacbes e preparacdo de amostras - Materiais
poliméricos, metélicos e semicondutores.

Apoés a fixacao e desidratacdo das amostras, elas sao transferidos para a camara do
equipamento de secagem ao ponto critico do COz2 (CPD - critical point drying).Com a
camara isolada, em um volume de etanol absoluto ou acetona, injeta-se o CO2
liquido, fazendo-se varias substituicbes até remocao total do etanol ou acetona, esta
troca ocorre entre 0 e 5°C. A amostra permanece sempre imersa na fase liquida.
Eleva-se a temperatura dentro da camara entre 40 e 45 °C e, consequientemente, a
densidade da fase liquida diminui. O aumento da pressao (de aproximadamente 73
atm) causa o aumento da densidade na fase gasosa, pois devido ao aumento
gradual da temperatura, as moléculas adquirem energia cinética e se convertem em
gas, o que aumenta a pressao interna na cadmara. Quando estamos préximos da
temperatura critica significa que as densidades da fase gasosa e liquida estédo
préximas. Logo, quando o ponto critico é excedido, a fase gasosa e liquida
apresentam a mesma densidade, garantindo que a temperatura estd em torno de um
valor critico onde nao ha limites entre as fases, ou seja, o0 menisco de transicdo de
fases desaparece. Nesta situacao, a tensao superficial é igual a zero e todo o liquido
se converteu em gas, assim se evita o efeito da tensao superficial sobre a amostra.
A camara é, entdo, despressurizada até pressdo atmosférica, e a amostra é
removida da camara. A amostra pode entdo ser montada em um suporte metalico e
metalizada para ser observada no microscopio eletrénico de varredura.
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ANEXO 1 - Parte da RDC/anvisa, n° 306 de 7 de setembro de 2004

CLASSIFICACAO DOS RESIDUOS SOLIDOS DE SERVICOS DE SAUDE

I - GRUPO A: Residuos com a possivel presenca de agentes biolégicos que, por
suas caracteristicas de maior viruléncia ou concentracao, podem apresentar risco de
infeccéo.

a) A1

1. culturas e estoques de microrganismos; residuos de fabricacdo de produtos
bioldgicos, 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 manipulagao
genética;

2. residuos resultantes da atencdo a saude de individuos ou animais, com suspeita
ou certeza de contaminagdo biolégica por agentes classe de risco 4,
microrganismos com relevancia epidemiol6gica e risco de disseminacao ou causador
de doenca emergente que se torne epidemiologicamente importante ou cujo
mecanismo de transmissao seja desconhecido;

3. bolsas transfusionais contendo sangue ou hemocomponentes rejeitadas por
contaminagcao ou por ma conservagao, ou com prazo de validade vencido, e aquelas
oriundas de coleta incompleta;

4. sobras de amostras de laboratério contendo sangue ou liquidos corpéreos,
recipientes e materiais resultantes do processo de assisténcia a saude, contendo
sangue ou liquidos corpéreos na forma livre.

b) A2

1. carcacas, pecas anatémicas, visceras e outros residuos provenientes de animais
submetidos a processos de experimentagdo com inoculacdo de microorganismos,
bem como suas forracées, e o0s cadaveres de animais suspeitos de serem
portadores de microrganismos de relevancia epidemiolégica e com risco de
disseminacgao, que foram submetidos ou nao a estudo anatomo-patoldgico ou confi
rmacao diagndstica.

c) A3

1. pecas anatdémicas (membros) do ser humano; produto de fecundacédo sem sinais
vitais, com peso menor que 500 gramas ou estatura menor que 25 cm ou idade
gestacional menor que 20 semanas, que nao tenham valor cientifi co ou legal e nao
tenha havido requisicao pelo paciente ou familiares.

d) Ad

1. kits de linhas arteriais, endovenosas e dialisadores, quando descartados;
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2. filiros de ar e gases aspirados de area contaminada; membrana filirante de
equipamento médico hospitalar e de pesquisa, entre outros similares;

3. sobras de amostras de laboratério e seus recipientes contendo fezes, urina e
secrecgdes, provenientes de pacientes que nado contenham e nem sejam suspeitos
de conter agentes Classe de Risco 4, e nem apresentem relevancia epidemiolégica
e risco de disseminagdo, ou microrganismo causador de doenca emergente que se
torne epidemiologicamente importante ou cujo mecanismo de transmissao seja
desconhecido ou com suspeita de contaminacdao com prions;

4. residuos de tecido adiposo proveniente de lipoaspiracao, lipoescultura ou outro
procedimento de cirurgia plastica que gere este tipo de residuo;

5. recipientes e materiais resultantes do processo de assisténcia a saude, que nao
contenha sangue ou liquidos corpéreos na forma livre;

6. pecas anatdmicas (6rgaos e tecidos) e outros residuos provenientes de
procedimentos cirdrgicos ou de estudos anatomo-patolégicos ou de confi rmacao
diagnéstica;

7. carcacgas, pecas anatbmicas, visceras e outros residuos provenientes de animais
ndo submetidos a processos de experimentacdo com inoculacdo de
microorganismos, bem como suas forragdes; e 8. bolsas transfusionais vazias ou
com volume residual pés-transfusao.

e) A5
1. 6rgaos, tecidos, fluidos organicos, materiais perfurocortantes ou escarificantes e

demais materiais resultantes da atencdo a saude de individuos ou animais, com
suspeita ou certeza de contaminagdo com prions.

Il - GRUPO B: Residuos contendo substancias quimicas que podem apresentar risco

A salde publica ou ao meio ambiente, dependendo de suas caracteristicas de infl
amabilidade, corrosividade, reatividade e toxicidade.

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

b) residuos de saneantes, desinfetantes, desinfestantes; residuos contendo metais

pesados; reagentes para laboratério, inclusive os recipientes contaminados por
estes;



130

c) efluentes de processadores de imagem (reveladores e fi xadores);
d) efluentes dos equipamentos automatizados utilizados em analises clinicas; e

e) demais produtos considerados perigosos, conforme classificacdo da NBR-10.004
da ABNT (toxicos, corrosivos, inflamaveis e reativos).

Il - GRUPO C: Quaisquer materiais resultantes de atividades humanas que
contenham radionuclideos em quantidades superiores aos limites de eliminacao
especifi cados nas normas da Comissdo Nacional de Energia Nuclear-CNEN e
para os quais a reutilizacdo é impropria ou nao prevista.

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

IV - GRUPO D: Residuos que nao apresentem risco bioldgico, quimico ou
radioldgico 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 anti-sepsia e hemostasia
de vendclises, equipo de soro e outros similares ndo classificados como Af;

b) sobras de alimentos e do preparo de alimentos;

c) resto alimentar de refeitério;

d) residuos provenientes das areas administrativas;

e) residuos de varricao, fl ores, 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, escalpes, ampolas de vidro, brocas, limas endodénticas, pontas
diamantadas, laminas de bisturi, lancetas; tubos capilares; micropipetas; laminas 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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ANEXO 2 - Certificado de avaliacao e aprovacao do método Petrilm pelo MAPA
(Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento) do Brasil

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO
Secretaria de Defesa Agropecuéria - SDA
Coordenagao Geral de Apoio Laboratorial - CGAL

Oficio n°4/ () MICRO/CGAL/2010 Bsb, 28/04/2010

Ao Gerente de Negoécios — Food Safety- 3M do Brasil
Dr. Marcelo Leonardo

Via Anhanguera Km 110- Sumaré/SP

CEP: 131.81-900 — (Interno: 23400)

Assunto: Métodos alternativos aprovados.
Prezado Senhor,

A Coordenacdo Geral de Apoio Laboratorial — CGAL comunica 4 Vossa
Senhoria, que o Lanagro de Pernambuco, avaliou e aprovou para a area de microbiologia de
alimentos os seguintes métodos:

- Placas de Petrifilm para Contagem de Coliformes e E. coli — (EC)

- Placas de Petrifilm para Cotagem de Coliformes Termotolerantes (CC)

- Placa de Petrifilm para Contagem de Aerébios Mesdfilos (AC)

Estes métodos estao autorizados para as andlises oficiais do Ministério.

Atenciosamente,

Esplanada dos Ministérios, Bloco D — X° Andar ~ 70.043-900 — Brasilia / DF — Tel: (61) 3218 - 0 — Fax: (61) XXxX-XXxxX
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ANEXO 3 - Certificado de conformidade das placas Petrifilm/AC 3M

3M CERTIFICADO DE CONFORMIDADE DO PRODUTO

Este documento certifica que o produto descrito abaixo, comercializado pela 3M do Brasil Ltda., foi
produzido de acordo com os requisitos de especificacdo e qualidade atualmente em vigor e, em
alguns casos, requisitos acordados com o cliente. Este lote de produto atende seus requisitos de
especificacdes.

A Manufatura de Heatlh Care da 3M do Brazil é certificada em 1SO 9001, 1SO14001 e RDC59
(27/06/2000) através de organismos certificadores independentes e pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Este certificado ndo altera quaisquer informagdes técnicas do produto e suas condigdes para venda.

CcODIGO DO PRODUTO:;  H0001522830 e H0001544057

DESCRIGAO: PETRIFILM 6400 ¢ 6406 P/AEROB - PLACAS PARA CONTAGEM TOTAL
VALIDADE: Julho/2014

N° LOTE: 2014-07 TC

EMITIDO POR: DATA: 23/1/2013

3M do Brasil Ltda.
Controle de Qualidade de Mercados de Saude
E-mail: 3Mcertificadosaude@mmm.com
Telefone: 55-19-38386830

(assinado eletronicamente)

3M do Brasil Ltda
Pagina 1 de 2
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w CERTIFICADO DE CONFORMIDADE DO PRODUTO

Este documento certifica que o produto descrito abaixo, comercializado pela 3M do Brasil Ltda., foi
produzido de acordo com os requisitos de especificagdo e qualidade atualmente em vigor e, em
alguns casos, requisitos acordados com o cliente. Este lote de produto atende seus requisitos de
especificagdes.

A Manufatura de Heatlh Care da 3M do Brazil é certificada em 1SO 9001, 1SO14001 e RDC59
(27/06/2000) através de organismos certificadores independentes e pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Este certificado ndo altera quaisquer informagdes técnicas do produto e suas condi¢cdes para venda.

CODIGO DO PRODUTO: H0001522830 e HO001544057

DESCRIGAO: PETRIFILM 6400 e 6406 P/AEROB - PLACAS PARA CONTAGEM TOTAL
VALIDADE: Julho/2014

N° LOTE: 2014-07 TK

EMITIDO POR: DATA: 8/2/2013

3M do Brasil Ltda.
Controle de Qualidade de Mercados de Saude
E-mail: 3Mcertificadosaude@mmm.com
Telefone: 55-19-38386890

(assinado eletronicamente)

3M do Brasil Ltda
Pagina 1 de 2



Product Manufacturing Certificate Certificate of Analysis
Product: 6400 or 6403 or 6406 or 6442 3M™ Petrifilm™ Aerobic Count Plates
Lot 2014-07 TK
Stock #: 70-2005-7212-4 or 70-2006-7784-0 or 70-2005-7215-7 or 70-2007-7071-
Organism Tested Minimum growth® Result
Lactococcus lactis subsp. Cremoris ATCC 19257 = -3.0 Passes
Escherichia coli ATCC 51813 =-3.0 Passes
Smphyl‘acoccus aureus ATCC 25923 >-30 Passes

*Expressed as the number of standard deviations away from the average count on standard agar media

ISO 11133-2 Performance Testing

Organism Tested Criteria Result
Escherichia coli ATCC 25922 PR**>07 Passes
Staphylococcus aureus ATCC 6538 PR**>07 Passes
Bacillus spizizenii (subtilis) ATCC 6633 PR** > 0.7 Passes

**Productivity Ratio

This material complies with the 3M specifications for this product construction, and
applicable criteria for routine quality control and microbiological performance of 1SO

11133. 3M Brookings is certified to ISO 9001 through an independent agency and is an

FDA registered drug and device site.

Created by Authorized Quality Personnel:
JANELL KEPPEN
01/23/2013

MANUFACTURE DATE: JAN 2013 EXPIRATION DATE: JUL 2014

3M Health Care

PO Box 5227

Brookings, SD 57006-5227
1-B00-328-1671

Version 6
0R/16/2011

3M do Brasil Ltda
Pagina 2 de 2
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m CERTIFICADO DE CONFORMIDADE DO PRODUTO

Este documento certifica que o produto descrito abaixo, comercializado pela 3M do Brasil Ltda., foi
produzido de acordo com os requisitos de especificagdo e qualidade atualmente em vigor e, em
alguns casos, requisitos acordados com o cliente. Este lote de produto atende seus requisitos de
especificagdes.

A Manufatura de Heatlh Care da 3M do Brazil é certificada em 1SO 9001, ISO14001 e RDC59
(27/06/2000) através de organismos certificadores independentes e pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Este certificado ndo altera quaisquer informagbes técnicas do produto e suas condigdes para venda.

CODIGO DO PRODUTO:;  H0001522830 e H0001544057

DESCRIC AO: PETRIFILM 6400 e 6406 P/AEROB - PLACAS PARA CONTAGEM TOTAL
VALIDADE: Setembro/2014

N° LOTE: 2014-09 TB

EMITIDO POR: DATA: 11/4/2013

3M do Brasil Ltda.
Controle de Qualidade de Mercados de Saude
E-mail: 3Mcertificadosaude@mmm.com
Telefone: 55-19-38386890

(assinado eletronicamente)

3M do Brasil Ltda
Pégina 1 de 2




Product Manufacturing Certificate Certificate of Analvsis

Product: 6400 or 6403 or 6406 or 6442 3M™ Petrifilm™ Aerobic Count Plates

Lot: 2014-09 TB

Stock #: 70-2005-7212-4 or 70-2006-7784-0 or 70-2005-7215-7 or 70-2007-7071-0
Organism Tested Minimum growth™ Result
Lactococcus lactis subsp. Cremoris ATCC 19257 =-30 Passes
Escherichia coli ATCC 51813 =-30 Passes
Staphyiococcuis aureus ATCC 25923 =-30 Passes

*Expressed as the number of standard deviations away from the average count on standard agar media

ISO 11133-2 Performance Testing

_Organism Tested Criteria Result
Escherichia coli ATCC 25922 PR** = 0.7 Passes
Staphylococcus aureus ATCC 6538 PR** =07 Passes
Bacillus spizizenii (subtilis) ATCC 6633 PR** = 0.7 Passes
**Productivity Ratio

This material complies with the 3M specifications for this product construction, and
applicable criteria for routine quality control and microbiological performance of ISO

11133, 3M Brookings 1s certified to ISO 9001 through an independent agency and 1s an

FDA registered drug and device site.

Created by Authorized Quality Personnel:
TYLER HOLDERBY
03/11/2013

MANUFACTURE DATE: MAR 2013 EXPIRATION DATE: SEP 2014

3M Health Care

PO Box 5227

Brookings, SD 57006-5227
1-800-328-1671

Version 6
08/16/2011

3M do Brasil Ltda
Péagina 2 de 2
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ANEXO 4 - Guia de interpretagdo Petrifilm para contagem de col6nias de aerobios

Guia de Interpretacao

Petrifilm’

Placa para Contagem de Aerobios

Esse guia apresenta resultados de placas Petrifilm para Contagem
de Aerdbios. Para obter mais informagoes, contate o representante de produtos
microbiologicos da 3M do Brasil Ltda.

1 Inovacdo



Petrifilm"

Placa para Contagem de Aerdbios

Contagem =10

A interpretagio das placas Petrfilm para Contagem de Aerobios
& muito facil, A figura mosira uma placa Peirifilm para
Contagem de Aerdbios sem nenhuma color

Contagem = 16

A figura 3 mostra uma Placa Petrifilm para Contagem

de Aerobios com algumas coldnias, Um corante indicador
vermelho na placa di cor ds coldnias. Conte lodas as coldnias
vermelhas independentemente de seu tamanho ou da intensidade
de cor. Use um contador de coldnias tipo Quebec para a leitura
da placa Petrifilm.
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Contagem = 143

Como ocorre com as pla

as convencionais, a faixa de contagem
de colonias nas placs

Petrifilm para Contagem de Acrobios
€ 25 a 250 colonias, Observe a figura 4.
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Contagem = 420

Quando o nimero de colinias & superior a 230, como na figura 3,
a contagem deve ser estimada, Determine o nimero médio

de colonias em um quadrado (1 ¢m?) ¢ multiplique por 20 para
obter a contagem total em uma placa. A drea inoculada cm uma
placa Petrifilm ¢ de aproximadamente 20 cm?,
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Contagem = incontivel

A figura 6 mostra uma placa Petrifilm para Contagem
de Aerdbios com um niamero incontavel de colonias.

Contagem = incontivel

Quando as contagens sio muito altas, toda a drea de crescimento
fica avermelhada, como mostra a figura 7. Colonias individuais
podem ser observadas nas bordas da drea de creseimento. Esse
resultado deve ser considerado como incontivel,

Contagem = incontivel

Ocasionalmente, pode haver uma distribuigio irregular
de colonias como mostrado na figura 8, Nesses casos,
o resultado também deve ser considerndo incontavel,

Contagem = incontivel

Na figura 9. as colonias na placa Petrifilm para Contagem
de Acrobios parccem contiveis & primeira vista. Entretanto,
um exame mais cuidadoso das bordas da placa mostra uma
concentragio muito clevada de coldnias. Esse resuliado
também deve ser considerado incontivel,
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Contagem estimada = 160

Algumas espécies bacterianas liquefazem o gel das placas
Petrifilm para Contagem de Aerdbios, como mostrado na
figura 10. Quando isso acorrer, determine a média de contagem
em guadrados nio afetados ¢ estime a contagem total. Manchas
vermelhas na drca afetada ndo devem ser contadas.

Microbiolo

3M do Brasil Lida.

Caixa Postal 123, Campinas - 5P
CEP 13001-970

Contagem = 83

Nas placas Petrifilm para Contagem de Acrobios & facil fazer a
distingdo entre particulas de alimentos (opacas) e coldnias
(vermelhas). Observe a figura 11.

O CRC

Caniro de Relacionamenia com o Cliente

Linha Aberta 3M: 0800-132333
Home Page: www.3M.com.br
e-mail: faleconoscofn3M.com.br




ANEXO 5 - Escala nefelométrica de Mc Farland

R

PROBAC DO BRASIL

ESCALA NEFELOMETRICA DE MC FARLAND

NEFELOBAC

Indicacoes:

A escala nefelométrica de Mc Farland é o padrdo de turvacdo mais frequentemente utilizado nos
laboratérios de microbiologia, para determinar a intensidade da multiplicacdo em meios de cultivo
liquidos.

Esta multiplicagdo se manifesta nos meios liguidos por um aumento das particulas (bactérias) que se
opdem a livre passagem da luz, provocando turvagéo ou opacidade no meio. Quanto maior o nimero de
bactérias, maior sera a opacidade do meio de cultura.

Caracteristica dos componentes:

O NEFELOBAC ¢ preparado de acordo com a formula nefelométrica de Mc Farland. Consiste em uma
série de 11 tubos numerados de 0,5 a 10, com diferentes quantidades de cloreto de bario e acido
sulfarico para se obter diferentes concentragdes de sulfato de bario, que correspondem a diferentes
contagens bacteriana. A equivaléncia destas contagens esta expressa na tabela abaixo:

Twbone 05 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
o
bh;ca(zr;’;é) 15 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

Assim o tubo n? 5 corresponde a 150 milhdes de bactérias por mL de meio e o tubo n? 10 corresponde a
3 bilhdes de bactérias por mL de meio.

Procedimento:

Comparar a olho nu os tubos de NEFELOBAC com o tubo de cultura bacteriana. Antes, agitar
vigorosamente os tubos do NEFELOBAC, pois em repouso o sulfato de bario tende a precipitar. Também
homogeneizar o tubo com a cultura bacteriana, para ter uma suspensao (turvagao) uniforme.
Recomendamos fazer as leituras comparativas dos tubos, colocando-os contra um texto impresso, de
forma que a maior ou menor claridade das letras vistas através dos tubos indique maior ou menor
turvacéo.

Observacao: Nao romper o lacre, abrir o frasco ou fransferir para outro recipiente, pois tal pratica nao
assegura transferéncia e manutencéo da correta concentragdo de sulfato de bario.

Precaucées: Apds a validade deve ser descartado conforme as recomendag0es vigentes para residuos
de servicos de salde.

Apresentacao: Caixa com 11 frascos.

Conservacao: Manter o produto em temperatura ambiente (102C-302C).
Validade: 12 meses.

Referéncias Bibliograficas:

1. Lennette, EH; Balows, A.; Hausler, WJ; Shadomy, HJ — Manual of Clinical Microbiology.
American Society for Microbiology, Washington, D.C., 1985.

SOMENTE PARA USO DIAGNOSTICO “IN VITRO” Rev.: 01

PROBAC DO BRASIL Produtos Bacteriolagicos Ltda.

Rua Jaguaribe, 35 — Sta.Cecilia - Sao Paulo — SP - CEP: 01224-001
Fone: 55 11 3367-4777 - Fax: 55 11 3223-8368

CNPJ 45.597.176/0001-00 - Insc. Est. 110.485.842.111

Site: www.probacbrasil.com E-mail: probac@probac.com.br
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