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ESTUDO DE VIABILIDADE TECNICA DA APLICACAO DO 0zZONIO
COMO DESINFETANTE EM RESIDUOS DE SERVICOS DE SAUDE

RESUMO

Os residuos de servicos de saude (RSS) compreendem os materiais descartados
e nao tratados, procedentes de atividades de cuidados de saude com seres
humanos ou animais, que s&o iminentes transmissores de agentes infecciosos.
Existe interesse em identificar uma tecnologia confiavel para 0 manejo e para o
descarte seguro desses residuos em funcdo dos riscos potencias que apresentam
tanto a saude publica quanto ao meio ambiente. A utilizagcdo do ozbdnio tem se
intensificado por ser um desinfetante com capacidade de inativar diversos micro-
organismos sem a geracao de produtos toxicos resultantes de sua aplicacdo. Por
isso, 0 objetivo geral deste estudo foi investigar a viabilidade técnica da aplicacdo
de ozbnio como bactericida e fungicida em amostras de RSS potencialmente
infectantes. As amostras para o estudo foram coletadas em um hospital particular,
em Uberlandia/MG. Os micro-organismos presentes nas amostras foram
identificados e quantificados. Para a realizacdo das analises microbiolégicas e para
o tratamento com o0z6nio o material foi particulado e homogeneizado. As analises
microbioldgicas foram realizadas antes e apds a ozonizagao. Para a realizacdo dos
testes de desinfeccdo foram retirados 10,0 g de cada uma das amostras
particuladas e foram submetidos a ozonizagao por intervalos de tempo de 5, 10, 15,
20 e 25 minutos com doses de 140,0; 280,0; 420,0; 560,0 e 700,0 mg. L de oz6nio,
respectivamente. Verificou-se presenca de mesofilos totais, coliformes totais e
termotolerantes, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus spp.,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp, Candida albicans e Rhizopus spp. A
acdo desinfetante do ozonio foi evidenciada, uma vez que todos 0S micro-
organismos presentes nas amostras de residuos analisadas foram eliminados,
guando expostos ao gas por um intervalo de tempo 20 (vinte) minutos e, nos
primeiros cinco minutos de submissédo das amostras ao 0zonio, a carga microbiana

atingiu reducdes superiores a 98%.

Palavras-chave: micro-organismos, desinfec¢céo, ozonizacao.



TECHNICAL FEASIBILITY STUDY OF OZONE APPLICATION AS A
DISINFECTANT IN WASTE PROVENIENT FROM HEALTHCARE
SERVICES

ABSTRACT

Healthcare waste (HCW) comprises discarded and untreated materials from
healthcare activities with humans or animals, which are imminent transmitters of
infectious agents. There is an interest in identifying a reliable technology for safely
managing and disposing of this waste due to the potential risks that it represents
both to public health and to the environment. The use of ozone has become more
frequent, as it is a disinfectant capable of inactivating several microorganisms
without generating toxic products from its application. Therefore, the general goal of
this research was to evaluate the technical viability of using ozone as a bactericide
and fungicide in potentially infectious HCW samples. The samples intended for the
study were collected in a private hospital in Uberlandia/MG. The microorganisms
existing in the samples were identified and quantified. The material was particulated
and homogenized in order to perform the microbiological analysis and for the ozone
treatment. Microbiological analysis were performed before and after ozonation. To
perform the disinfection tests, 10.0 g of each of the particulate samples were
removed and subjected to ozonation for 5, 10, 15, 20 and 25 minutes intervals with
140.0; 280.0; 420.0; 560.0 and 700.0 mg. L ! doses of ozone, respectively. The
presence of total mesophyles, total and thermotolerant coliforms, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus spp., Staphylococcus aureus, Staphylococcus
spp, Candida albicans and Rhizopus spp was verified. Ozone disinfectant action
was evidenced, since all microorganisms existing in the analyzed waste samples
were completely eliminated when exposed to the gas for a period of twenty minutes
and, during the first 20 (five minutes) of ozone treatment, the microbial load of the
samples reached reductions greater than 98%.

Keywords: micro-organisms, disinfection, ozonation.
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1. INTRODUCAO

1.1. Relevancia do tema e estado atual da arte

O descarte inapropriado de residuos tem gerado passivos ambientais capazes de
colocar em risco e comprometer 0s recursos naturais e a condicao de vida das atuais
e futuras geracgdes [1]. Os residuos de servicos de saude (RSS) se inserem dentro
desta problemética.

As resolucdes n° 306/04 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) [2] e a n° 358/05 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) [3]
definem RSS como aqueles gerados em todos o0s servicos relacionados com o
atendimento a saude humana ou animal incluindo, por exemplo, os servicos de
assisténcia domiciliar e de trabalhos de campo, laboratérios analiticos de produtos
para a saude, servicos de medicina legal, drogarias e farmécias, inclusive as de
manipulacdo, estabelecimentos de ensino e pesquisa na area da saude, unidades
moveis de atendimento a saude, entre outros similares.

Segundo Martins [4], os residuos soélidos urbanos (RSU) gerados pelas
instituicdes de saude sao considerados perigosos pelo aspecto de contaminacao
biolégica e quimica, sendo o risco biolégico o mais preocupante devido a variedade
de micro-organismos patogénicos geralmente presentes nesses residuos,
representando risco a saude e ao meio ambiente.

Destaca-se ainda o potencial de contaminagédo do solo, das 4guas superficiais
e subterraneas pelo lancamento de RSS em lixdes ou aterros controlados, o que
também proporciona riscos aos catadores, principalmente por meio de lesdes
provocadas por materiais cortantes e/ou perfurantes, por ingestdo de alimentos
contaminados ou ainda, por aspiracdo de material particulado contaminado em
suspensao [1].

Os preceitos aplicaveis aos RSS instituem que determinadas classes de
residuos precisam passar por tratamento prévio a sua disposicao definitiva a fim de
gue nao apresentem perigo aos trabalhadores da area, a saude publica e ao meio

ambiente [5].
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As tecnologias de desinfeccdo mais conhecidas para tratamento dos residuos
de servicos de saude do grupo A, potencialmente infectantes, sdo a incineracéo, a
esterilizagdo por autoclave e a esterilizagdo por micro-ondas [1].

A técnica de descontaminagdo com a utilizacdo de oz6nio (Os3) é ainda
alternativa pouco utilizada [6]. Esse gas é um forte agente desinfetante com efeito
sobre grande diversidade de organismos patogénicos, incluindo bactérias, virus e
protozoarios, apresentado eficiéncia germicida [7].

Devido a comprovada acao antimicrobiana do oz6nio e a geracao de produtos
ndo prejudiciais ao meio ambiente e a salde humana resultantes de sua aplicacao,
torna-se interessante investigar a eficacia de seu emprego em processos de
desinfeccéo de residuos de servicos de saude potencialmente infectantes.

Para esse fim, foi realizado um estudo, de natureza quantitativa e
experimental, desenvolvido por meio de revisdo bibliografica dos conceitos
substanciais ao tema, acompanhado de um programa experimental para investigar a

eficacia do o0zbnio, em particular, como agente bactericida e fungicida.

1.2. Fundamentacéao

1.2.1. Os residuos sdlidos urbanos (RSU)

Segundo a Associac¢do Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) [8] os residuos sélidos
sdo definidos como aqueles que se encontram nos estados soélido e semissélido,
resultantes de atividades de origem industrial, doméstica, hospitalar, comercial,
agricola, de servicos e de varricao.

Conforme a Associacdo Brasileira de Empresas de Limpeza Publica e
Residuos Especiais (ABRELPE) [9], a geracéo total de RSU no Brasil em 2015 foi de
aproximadamente 79,9 milhdes de toneladas.

Os residuos sdlidos podem provocar altera¢cfes intensas no solo, na agua e
no ar, quando dispostos de maneira inadequada, além da probabilidade de
provocarem danos a todas as formas de vida, ocasionando problemas que podem
aparecer, com frequéncia, anos apoés a disposicao inicial. Podem ainda favorecer o

aumento de vetores, que séo veiculadores ou reservatérios de certos patdégenos [10].
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1.2.2. Os residuos de servicos de saude (RSS)

Dentre os diversos tipos de residuos produzidos pelo homem, os gerados pelos
servicos de salde requerem atencdo especial por apresentarem elevado risco de
contaminagao que oferecem ao ambiente em que séo gerados, bem como aos locais
onde séo dispostos no meio ambiente. Quando em condi¢8es favoraveis, os vetores
existentes nos residuos, tém a sobrevida mantida em periodos que variam de dias a
anos [10].

A ABRELPE [9] quantificou 260,1 mil toneladas de RSS coletadas em 2015
pelos municipios do Brasil. Destaca-se que desse total anual 180,4 mil toneladas
foram coletadas na Regido Sudeste e que destas, aproximadamente, 40 mil,
pertencem ao Estado de Minas Gerais.

As resolucdes n° 306/04 da ANVISA [2] e n°® 358/05 do CONAMA [3]
classificam os RSS em cinco grupos: A, B, C, D e E. O grupo A, engloba os
componentes com possivel presenca de agentes biolégicos que, por suas
caracteristicas de maior viruléncia ou concentracdo, podem apresentar risco de
infeccdo como, por exemplo, placas e laminas de laboratério, carcacas, pecas
anatbmicas, tecidos, bolsas transfusionais contendo sangue, entre outras.

Os RSS podem apresentar riscos para a saude humana quando sado
manuseados de maneira inadequada. Os riscos diretos e especificos para a saude
dizem respeito, principalmente, aos trabalhadores neste dominio, que devem ser
protegidos do contato com os residuos. Para o publico em geral, os principais riscos
para a salude sao indiretos e decorrem da propagacdo de vetores de doencas,
principalmente moscas e ratos, quando ndo sao gerenciados de forma apropriada [11].
Esses residuos podem conter uma grande variedade de micro-organismos
patogénicos que geralmente incluem bactérias, virus, fungos e particulas protéicas
infecciosas (prion) [12-14].

A presenca desses micro-organismos constitue-se em uma fonte potencial de
epidemias e de doencas decorrentes do gerenciamento inadequado e do despejo em
aterros sanitarios de residuos sélidos. Os aterros municipais desses tipos de residuos
também sdo fontes de poluicdo microbiana do ar. Os micro-organismos sao
transportados do aterro sanitario para a atmosfera por meio do vento. Sua
sobrevivéncia depende da resisténcia, das condi¢cdes meteoroldgicas, da poluicdo do
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ar e da permanéncia na atmosfera [15]. Segundo Kazmierczuk e Bojanowicz-
Bablok [16], os aterros séo fontes de emisséo e dispersédo de aerossois bacterianos e
fungicos, mesmo quando existe gestdo correta e manutencdo adequada,
influenciando na qualidade do ar, em uma distancia de 1000-1200 m.

Os residuos sdlidos nao tratados contém frequentemente agentes
microbianos potenciais causadores de doengas infecciosas. Porém, o nivel deste
potencial ndo costuma ser avaliado; atualmente nenhum processo de tratamento pode
eliminar total ou consistentemente tais riscos. No entanto, é notdrio que 0s processos

de tratamento alteram a distribuicdo e a concentracdo de patégenos [17].

1.2.3. Micro-organismos comumente encontrados em RSS

Diversos micro-organismos como virus, bactérias, protozoarios e fungos podem ser
encontrados em RSS do grupo A, potencialmente infectantes e causar doencas
infecciosas [18].

Estudos evidenciaram que as espécies microbianas Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, leveduras (Candida albicans) e
bolores sé@o as mais prevalentes em analises microbiologicas de RSS [6,14,18-19].

As bactérias da espécie Escherichia coli possuem forma de bastonetes, séo
gram-negativas, anaerdbias facultativas que fermentam lactose, produzindo &cido e
gas. Sdo encontradas naturalmente nos tratos intestinais dos seres humanos e séo
indicadoras de contaminacéo recente de origem exclusivamente fecal [20]. Eschrichia
coli causa infec¢des urinaria (mais comumente), abscesso no figado, pneumonia,
meningite, artrite, colecistite (infeccdo da vesicula), entre outras. H4 também, varias
cepas diferentes de E. coli responsaveis por quadros de diarreia (E. coli
Enteropatogénica, E. coli Enterotoxonogénica, E. coli Enterohemorragica e E. coli
Enteroinvasiva), com diferentes graus de gravidade [21].

A Pseudomonas aeruginosa € um bacilo gram-negativo, aerébico, encontrado
principalmente no solo e na agua, capaz de crescer em qualquer ambiente Umido,
sendo resistente a muitos desinfetantes e antibidticos. Essas bactérias produzem uma
endotoxina e varias exotoxinas, que sao responsaveis pela maior parte de sua
patogenicidade, e sdo consideradas modelo de patégeno oportunista [22]. Além disso,
€ 0 patdgeno mais isolado de pacientes hospitalizados por mais de uma semana,
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sendo causa frequente de infecgcdes nosocomiais. As infecgcdes pseudomonais séo
complicadas e podem ser fatais [23]. As doencgas causadas por P. aeruginosa incluem
otites externas, infeccdes respiratorias, infec¢cdes de queimaduras e dermatites [22].

Staphylococcus aureus sédo bactérias gram-positivas, esféricas que formam
agrupamentos irregulares como cachos de uva, anaerobicas facultativas [22]. S&o as
bactérias ndo esporuladas que mais resistem no meio ambiente. Podem sobreviver
por meses em amostras clinicas secas, sdo relativamente resistentes ao calor e
podem tolerar uma concentracdo aumentada de sal [24]. Geralmente s&o encontradas
nas fossas nasais; podem crescer e sobreviver nas secre¢cdes e na pele, em alguns
alimentos com alta presséo ou em alimentos com baixa umidade que tendem a inibir
0 crescimento de outros organismos [22].

As bactérias Staphylococcus aureus causam grande variedade de infeccdes
em humanos, de espinhas e furinculos a pneumonias, intoxicacdes alimentares e
infeccbes em feridas cirdrgicas, sendo também importante causa de infeccdes
hospitalares. Também produz uma toxina responsavel pela sindrome do choque
toxico, uma infeccdo grave caracterizada por febre alta, vbmitos e algumas vezes
morte. A bactéria também produz uma enterotoxina que causa vOmitos e nauseas
guando ingerida e é considerada uma das causas mais comuns de intoxicacdo
alimentar [22].

Ja os fungos, mais notadamente as espécies patogénicas, podem crescer
tanto na forma de fungos filamentosos (bolores) quanto na forma de levedura [25]. O
habitat natural da maioria dos fungos é o meio ambiente, exceto a Candida albicans,
gue faz parte da flora humana normal [26]. Os fungos causam infeccbes chamadas
de micoses e podem ser classificadas em cinco grupos de acordo com o grau de
envolvimento no tecido e o0 modo de entrada no hospedeiro: sistémica, subcutanea,

cutanea, superficial ou oportunista [22].

1.2.4. Tratamento de residuos de servicos de saude

Pela resolucdo ANVISA n° 306/04 [2:4], o tratamento de RSS consiste:

[...] “pa aplicacdo de método, técnica ou processo que modifiqgue as
caracteristicas dos riscos inerentes aos residuos, reduzindo ou eliminando o
risco de contaminacdo, de acidentes ocupacionais ou de danos ao meio
ambiente”.
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Os métodos de descontaminacdo mais utilizados para tratamento dos RSS
potencialmente infectantes sdo a incineracdo, a esterilizacdo por autoclave e a
esterilizagao por micro-ondas [1].

Com relacao ao tratamento dado aos RSS, em 2015, do total coletado pelos
municipios brasileiros, 45,7% foram para incineracdo, 21,9% foram tratados em
autoclave, 2,5% em micro-ondas. Os demais 29,9% dos RSS coletados compreendem
a destinacdo, sem tratamento prévio, em aterros, em valas sépticas, lixdes, etc [9].

A gestéo e a eliminacao segura dos RSS sao probleméticas devido a sua
natureza infecciosa e aos elevados custos de tratamento. Em todo o mundo, a
tecnologia mais comumente utilizada para tratar os residuos sélidos € a incineracéo,
processo que se da pela oxidagdo a altas temperaturas dos residuos. A vantagem
deste método de tratamento é a reducdo consideravel de seu volume, tornando-os
irreconheciveis [1,27-28]. Por outro lado, a incineragéo libera grande variedade de
poluentes, incluindo dioxinas, furanos e metais pesados (chumbo, mercuario e cadmio),
gases acidos (cloreto de hidrogénio e dioxido de enxofre), mondxido de carbono e
oxido de nitrogénio [17,27,29]. Estas emissdes podem ser causa de graves efeitos
sobre a seguranca dos trabalhadores, a saude publica e ao meio ambiente [30-31].

A tecnologia de autoclave, que consiste na esterilizagdo por meio da aplicagcéo
de vapor saturado, sob pressao, tem sido amplamente utilizada em instalacbes de
salde para descontaminar os residuos de laborat6rio altamente infecciosos porque é
visto como o processo mais confiavel e facilmente controlavel. Tipicamente, as
autoclaves sdo usadas em hospitais para a esterilizacdo de equipamentos médicos
reutilizaveis e tém provado ser muito eficazes para esse fim. Os mesmos parametros
do processo foram aplicados para esterilizar residuos clinicos com a hip6tese de que
uma autoclave poderia ser eficaz para esterilizar os RSS [17, 29, 32]. O método
danifica termicamente a estrutura celular bacteriana, incluindo a membrana externa e
citoplasmatica, tornando a célula ndo viavel [22]. A inativacdo dos mecanismos vitais
das células bacterianas depende da estrutura celular bacteriana, da temperatura e da
duracéo da exposicao ao calor a que estao expostos [33].

A esterilizacdo por micro-ondas, outro método aplicado para o tratamento de
RSS, conforme ANVISA [1:54], baseia-se na:
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[...] “descontaminagéo dos residuos com emissao de ondas de alta ou
de baixa frequéncia, a uma temperatura elevada (entre 95 e 105°C).
Os residuos devem ser submetidos previamente a processo de
trituracéo e umidificagao”.

Esse processo de desinfeccdo apresenta como vantagem a auséncia de
emissao de efluentes de qualquer natureza. Nao obstante, esse método nao diminui
o volume do residuo apos a esterilizacéo [34].

Diante dos riscos potenciais que o manejo inadequado dos residuos soélidos
representa a salude humana e animal, assim como ao meio ambiente, existe um
interesse crescente em identificar uma tecnologia confidvel para o manuseio e
descarte seguro de residuos de servicos de saude. Os processos de tratamento
envolvem a destruicao ou inativagao irreversivel de todos os patdgenos presentes e a
prevencdo da recontaminacdo subsequente ou reinfeccdo com organismos
patogénicos [6,14,32-33,35-36].

Nos ultimos anos a utilizacdo do oz6nio tem se intensificado por ser um
desinfetante de amplo espectro com capacidade de inativar uma ampla gama de
micro-organismos, que podem ser resistentes a outros desinfetantes [6,36-38].

A descontaminacdo por ozonizacao, alternativa de tratamento de residuos de

servicos de saude potencialmente infectantes, € esséncia de estudo deste trabalho.

1.2.5. Desinfecc¢ao por ozonizagao

1.2.5.1. O ozbnio

O ozobnio, nas condi¢cdes normais de temperatura e pressao € um gas, incolor que
tende ao azul, diamagnético, alétropo triatdbmico (Os) do oxigénio [39]. E parcialmente
solivel em &gua, instavel e que evapora a temperatura de -112°C, a pressao
atmosférica. Possui cheiro penetrante e € facilmente detectavel em concentracdes
muito baixas (0,01 mg. L™* a 0,05 mg. L™). E o segundo oxidante mais forte, excedido
em seu potencial de oxidacdo apenas pelo flior. A caracteristica mais significativa de
sua molécula é a sua grande quantidade de energia [40].

Sua composigdo quimica foi estabelecida em 1872, pelo fisico-quimico suico
Christian Friedrich Schénbein. Os trés atomos de oxigénio da molécula do ozbnio
estdo arranjados em angulo obtuso (116° 49’), em que o oxigénio central é ligado a
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dois atomos de oxigénio equidistantes por meio de uma ligacao simples e outra dupla,
cujo comprimento médio € de 1,28 Angstrém. A palavra deriva de ozein, que em grego
significa odor, por causa do cheiro caracteristico do gés [41].

O principio de geracdo de Oz mais conhecido, depende basicamente das
condicdes de presséao, temperatura e presenca da molécula de O, além da energia
de excitacdo produzida pela radiacéo ultravioleta. No caso especifico da camada de
0z6nio que envolve o planeta terra, a radiagdo ultravioleta emitida pelo sol estimula
moléculas de O, induzindo a dissociacdo dessas, ocasionando a liberacdo de  ions
O™ que podem se associar a outras moléculas de oxigénio formando moléculas de
ozonio [42].

A producédo comercial do oz6nio é realizada pelo “processo corona”, que
consiste em aplicar uma corrente elétrica em um fluxo gasoso de ar ou oxigénio. O
campo elétrico aplicado oferece energia suficiente aos elétrons para que estes
desfacam as duplas ligac6es da molécula de O, concebendo dois atomos de oxigénio.
Esses atomos reagem com outra molécula de O para formar a molécula de Oz[40].

A taxa de dissociacdo das moléculas de O, depende, em especial, da
distribuicdo e quantidade de energia na descarga corona, da temperatura e da vazéo
do gés na entrada do gerador de ozénio [43].

Existem basicamente dois sistemas de geracdo de 0zonio: um a partir do ar e
outro a partir do oxigénio puro. O ozonio utilizado na realizagéo dos experimentos dos
estudos deste trabalho foi gerado a partir de oxigénio puro em que o gerador foi
alimentado através de um tanque de oxigénio liquido precedido de um evaporador.
Esse procedimento apresenta rendimento maior em massa na transformagéo de O
em Oz em comparacdo ao procedimento realizado com a utilizagdo de sistema de
geracao de ozo6nio a partir do ar [40].

A concentracao do ozénio é calculada considerando a relagédo entre a massa
do géas e o volume do meio em que ele esta disperso. As unidades mais utilizadas sédo
g/m3, mg/L e pg/mL. Considerando a concentragdo do 0zdnio no meio ar, cuja
densidade é igual a 2,14 kg/m3, tem-se que a concentracédo deste gas em m? equivale
a 467 ppm [44].

A acdo germicida do ozénio foi evidenciada na Franca, no final do século XIX,

guando este gas comecou a ser utilizado como desinfetante no tratamento de agua
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[40]. Em 1985 foram estimadas mais de duas mil instalagbes de 0z6nio no mundo
utilizadas a fim de desinfeccéo [45].

O poder desinfetante desse gas é de, aproximadamente, dez vezes excedente
ao do cloro, para todos os tipos de micro-organismos e é efetivo no combate a esporos
e cistos que séo as formas mais resistentes [40]. Os seus efeitos bactericidas foram
documentados em uma grande variedade de organismos, englobando as bactérias
gram-negativas e gram-positivas, bem como esporos e células vegetativas [46].

A diminuicdo ou a inativacao da populacdo microbiana devido a ozonizacao
depende da concentracédo de 0z6nio, do tempo de aplicagdo e do micro-organismo
envolvido [7].

O ozbnio deve ser gerado in situ, para uso imediato [45], uma vez que se
decompde rapidamente [47].

Por ser 0 0z6nio um gas instavel ndo deixa residual danoso ao meio ambiente
e seu alto poder oxidante diminui a concentracdo e o intervalo de tempo necessarios

para a desinfecgao [40].

1.2.5.2. Mecanismos da acéo do ozbénio

O modo de a¢éo do 0zbénio em combate a micro-organismos nao esta completamente
definido. Alguns estudos sobre bactérias sugerem que o ozonio altera proteinas e
ligacBes insaturadas de acidos graxos na membrana celular, levando a lise celular
[48].

A inativacdo das bactérias pode ser considerada uma reacao de oxidacao de
varios constituintes celulares causada pelo alto potencial de oxidacdo do oz6nio,
sendo a membrana celular o primeiro alvo da oxidacdo e a morte ocorre devido a
mudancas na permeabilidade seguida de lise da célula [40]. O ozbnio pode
interromper a atividade enzimatica celular reagindo com grupos tiol e modifica as
bases purinas e pirimidinas em acidos nucléicos [49].

O ozobnio é igualmente eficaz na destruicdo de virus envelopados e nado

envelopados, produzindo danos no envelope e na capside [50].
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1.2.5.3. Aplicagbes do 0zonio na desinfeccéo

Diversos estudos indicaram a acao desinfetante do o0zonio em diferentes materiais
e/ou meios como esgoto, leitos hospitalares veterinarios de pequenos animais,
ambientes de salas de cirurgia, dentre outros [43,51-52].

Dentre as aplicagbes do ozbnio no meio ambiente podem ser citadas a
desinfeccédo e tratamento de agua visando a potabilidade, a desinfeccao de efluentes
industriais e residenciais, o tratamento de 4guas em piscinas, viveiros e aquarios, a
desinfeccédo e tratamento de aguas provenientes de hospitais, laboratoérios, industrias
farmacéutica, alimenticia e de bebidas [53].

A eficiéncia da desinfeccdo por ozonio de agua proveniente de esgoto foi
verificada observando a remoc¢édo de Escherichia coli, coliformes totais e bactérias
heterotroficas. Os resultados obtidos mostraram uma diminui¢éo de aproximadamente
90% das bactérias heterotroficas e cerca de 100% de Escherichia coli [54].

Também foram realizados estudos com a finalidade de avaliar o efeito do gas
ozbnio, dissolvido em agua, sobre o Staphylococcus aureus. Os resultados obtidos
mostraram que o intervalo de tempo maximo para a inativacdo total das bactérias
tratadas com agua previamente ozonizada foi de 5min25s, ao passo que para a dgua
nao previamente ozonizada, foi de 23min45s, indicando o efeito antibacteriano mais
rapido da dgua previamente ozonizada, frente ao S. aureus [55].

Os estudos de Garcia et al. [52] avaliaram a eficiéncia do gas ozbénio na
descontaminacdo de salas cirlrgicas. A analise estatistica mostrou diferenca
altamente significativa entre as contagens antes e apés o tratamento do ambiente com
ozbnio, atestando a exceléncia deste gas como agente bactericida e esporicida.

O ozdnio foi avaliado como técnica alternativa na sanificacdo de galdes de
agua. As embalagens foram observadas antes e apdés a sanificacdo com agua
ozonizada (4mg/L/2min) quanto a contagem total de micro-organismos aerobios
mesofilos heterotroficos, nimero mais provavel (NMP) de coliformes totais e
Escherichia coli, Staphyloccocus aureus e Pseudomonas spp. em 100 mL de solugéao
enxaguatoria. A eficiéncia do tratamento com utilizacdo de 0z6nio nas condi¢cdes
testadas foi depreendida, uma vez que a contagem média de unidades formadoras de
coldnias (UFC) de micro-organismos heterotréficos reduziu-se de 5,7/cm? para
0,003/cm?, houve a negativacédo das andlises para coliformes Pseudomonas ssp. e
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apenas 13,3% das amostras apresentaram-se positivas para Staphylococcus aureus
apos a sanificacéo [56].

Canada [57] analisou a viabilidade do uso da &gua ozonizada no
reprocessamento de dialisadores sanguineos em servico de hemodidlise. A
diminuicdo intensa de ocorréncia dos micro-organismos ap0s a exposicdo dos
dialisadores a agua ozonizada foi observada, principalmente no que se refere a
eliminacdo de micro-organismos como E. coli, Streptococcus e Proteus mirabilis.

Pereira et al. [58] compararam o efeito de diferentes gases, gas carbbnico e
hélio a concentracdo de 99,99% e ozbnio a concentracdo de 0,4%, sobre o
crescimento de diversas cepas bacterianas (Escherichia coli, Staphylococcus aureus
e Pseudomonas aeruginosa) em um estudo in vitro e concluiram que o ozénio
promoveu a destruicao de 100% dos espécimes.

Martins et al [6] verificaram a eficiéncia do 0zonio no controle in vitro de micro-
organismos isolados de residuos de servico de saude como Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Clostridium tetani, Staphylococcus sp,
Aspergillus niger, Trichophyton mentagrophytes, Microsporum gypseum e Clostridium
sp. A diminuicdo da carga microbiana com o aumento do intervalo de tempo de
exposi¢cdo dos micro-organismos ao 0zonio foi evidenciada constatando a efetividade
do oz6nio como descontaminante.

Tormin et al. [59] avaliaram a propriedade bactericida do ozénio gasoso sobre
as bactérias multirresistentes Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii,
Enterococcus faecalis resistentes a vancomicina e Pseudomonas aeruginosa e
concluiram que o ozénio tem efeito bactericida sobre bactérias multirresistentes,
sendo este efeito proporcional a concentracdo e ao intervalo de tempo de exposicao
ao gas.

Estrela et al. [60] realizaram experimentos a fim de verificar a eficacia da
adicdo de ozbnio em um sistema de limpeza ultrassénica contra Staphylococcus
aureus em infeccdes da cavidade oral. Nas condigbes testadas, foi evidenciada a
atividade bactericida do oz6nio contra S. aureus.

Os estudos realizados por Fontes et al. [61] objetivaram determinar se uma
baixa dose de mistura gasosa ozOnio/oxigénio elimina bactérias patogénicas
cultivadas in vitro. Nas condi¢cdes analisadas, uma Unica aplicacdo topica por

nebulizacdo de uma dose baixa de o0zodnio inibiu completamente o crescimento de
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todas as espécies bacterianas potencialmente patogénicas com resisténcia conhecida
aos agentes antimicrobianos Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Acinetobacter baumannii e
Pseudomonas aeruginosa. A efetiva acédo bactericida do oz6nio, fica, desta forma,
evidenciada.

Nogales et al. [62] compararam a atividade antimicrobiana de 3 (trés)
diferentes concentracdes de 0zonio em Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus e Enterococcus faecalis. De acordo com a metodologia aplicada, depreendeu-
se gue o 0zOnio aguoso em concentracdo de 8 pg/mL foi mais eficiente para a
eliminacéo das trés bactérias avaliadas.

Santos et al. [63] realizaram estudo a fim de determinar a concentracdo e o
intervalo de tempo de saturacéo do gas ozonio em gréos de arroz e definir o intervalo
de tempo de ozonizacao eficaz na desinfeccdo de fungos e leveduras. Gréos de arroz
foram inoculados com Penicillium spp. e Aspergillus spp. A concentracao e o intervalo
de tempo de saturacdo do gas o0zonio nos graos de arroz foram de 5 mg. L't e 13,97
min, respectivamente, sendo observada reducao de 100% na contagem de leveduras
e fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium. O ozénio mostrou-se como tecnologia
propicia no controle desses micro-organismos.

As pesquisas realizadas por Rodrigues et al. [64] avaliaram a eficiéncia do
0z6nio no controle de patdégenos em sementes da cultura do girassol (Helianthus
annuus L.). Concluiu-se que o tratamento de sementes de H. annuus, cultivar
Embrapa 122, com 0z6nio na concentragéo de 1741 ppmv (0.24 g/h), por 60
(sessenta) minutos, reduz a populacdo fungica de Alternaria sp., Fusarium sp.,
Aspergillus sp e Penicillium sp. sem afetar o seu potencial fisioldgico. Dessa forma,
evidencia-se a efetividade da acao fungicida do ozénio no controle da populagéo
analisada.

A eficiéncia do gas o0z6nio aplicado ao ar em camara de maturacao de queijos
parmesdo tipo Grana no controle de fungos em suspensdo, na superficie de
prateleiras e queijos em maturacao, foi avaliada por Pinto et al [65]. O 0z6nio mostrou-
se efetivo no controle de fungos ambientais e de superficies, durante o processo de
maturacdo dos queijos, uma vez que foi observada reducdo significativa da carga
fungica (0,74 log10 na superficie dos queijos, 0,91 log10 na superficie das prateleiras
e de 1,5 10g10 no ar).
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Cavalcanti et al. [66] avaliaram o0 uso do 0z6nio gasoso para sanitizagao de
camaras frias utilizadas para a estocagem de queijo minas frescal por 120 (cento e
vinte) dias. A qualidade microbioldgica do ar, das paredes e das portas da camara
foram amostradas por 60 (sessenta) dias com e sem aplicacdo de ozbdnio a
concentracdo de 0,03 mg. L. Foi observada reducédo de micro-organismos aerébios
mesofilos, bolores e fungos filamentosos de 0,81 e 1,01 ciclos logaritmos,
respectivamente, no ambiente da camara fria apos a aplicacdo do gas ozénio e
reducbes decimais estatisticamente significativas (p<0,05) para as contagens de
aerdbios mesdfilos nas paredes e nas portas da camara. Isso preconiza o 0zénio como

uma técnica alternativa para desinfeccdo de ambientes.

1.3. Objetivo geral e objetivos especificos

1.3.1. Objetivo geral

O objetivo geral do estudo foi investigar a viabilidade técnica da aplicacdo de 0zbnio
como bactericida e fungicida em amostras de residuos de servicos de saude

potencialmente infectantes.

1.3.2. Objetivos especificos

a) isolar, quantificar e identificar as espécies microbianas (bacterianas e fangicas)
presentes nas amostras de RSS estudadas;
b) submeter as amostras de residuos de servicos de saude ao processo de

ozonizagao por diferentes intervalos de tempo;

c) verificar a eficacia do processo de desinfeccdo para diferentes intervalos de tempo

de exposicdo das amostras dos residuos supracitados ao ozénio.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Tipo de pesquisa

Este estudo, de natureza quantitativa e experimental, foi desenvolvido por meio de
uma revisdo bibliografica dos conceitos fundamentais ao tema, seguido de um
programa experimental, para investigar a eficacia do ozénio como fungicida e

bactericida.

2.2. Origem e coleta das amostras de residuos de servigos de saude

Os residuos foram coletados em um hospital particular de Uberlandia/MG. As
amostragens foram obtidas de trés locais distintos, com o intuito da obteng&o de
amostras representativas dos diferentes micro-organismos que poderiam estar
presentes nos residuos. A equipe do hospital disponibilizou a unidade de terapia
intensiva adulto (UTI adulto), a unidade de internacéo e a unidade de isolamento para
a realizacao da pesquisa.

As coletas foram realizadas as segundas-feiras, no periodo da manha. Nas
operacdes de coleta foram retirados 2,0 kg de RSS em cada um dos locais
disponibilizados. Foram realizadas duas amostragens, nos meses de novembro e
dezembro de 2016, com intervalo de aproximadamente trinta dias, totalizando seis
amostras de material para o estudo.

Em todos os procedimentos de coleta do material foram utilizados os
seguintes Equipamentos de Protecao Individual (EPIs): luvas, avental impermeavel,
touca, mascara e 6culos de seguranca.

Cada amostra de residuo infectante foi acondicionada em saco plastico na
cor branca leitosa, conforme normas da ABNT, de capacidade compativel com a
quantidade coletada, devidamente fechado, e mantida em caixa isotérmica com gelo.

As amostras foram transportadas ao Laboratério de Microbiologia da
Universidade Brasil para realizacéo de experimentos de analises microbiolégicas e de
desinfeccdo com gas 0z6nio. Os procedimentos laboratoriais foram realizados sempre
dentro das 24h seguintes as amostragens. No Laboratério de Microbiologia as
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amostras utilizadas para o estudo foram particuladas e homogeneizadas com auxilio

de tesoura e espatula esterilizadas.

2.3. Meios de cultura e analises microbioldgicas

Para o cultivo de micro-organismos foram utilizados os seguintes meios de cultura:
Caldo de Lauril Triptose (LTB, OXOID®), Caldo Verde Brilhante Bile (BGBB, OXOID®)
agar Triptecaseina Soja (TSA, OXOID®), a4gar Eosina Azul de Metileno (EMB,
OXOID®), agar Salmonella Shigella (SS, OXOID®), agar Sangue (TSA, OXOID®),
agar Sabouraud (HIMEDIA), agar Baird Parker (OXOID®), agar Cetrimide (OXOID®)
e agar seletivo para Clostridium (OXOID®), preparados de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

Para analise microbiolégica foi empregada a metodologia preconizada pela
American Public Health Association (APHA) [67]. Inicialmente, as amostras foram
particuladas e homogeneizadas com auxilio de tesoura e espatula esterilizadas, em
seguida foram coletadas sub amostras de 10,0 g (em quadruplicata), para submisséo
a diluicdo seriada em 90,0 mL de solucao salina (NaCl 0,5%) esterilizada.

Para a contagem de coliformes totais foram preparadas diluicbes seriadas de
amostras dos residuos em solucédo salina (NaCL, 0,85%) e uma aliquota 1,0 mL foi
transferida assepticamente para uma serie de tubos de ensaio contendo tubo de
Durham invertido e caldo de Lauril Triptose (LTB). Os tubos foram agitados
suavemente e incubados durante 48 horas a 37°C. A producéo de géas e a fermentacdo
de lactose foram observadas como reagdes positivas.

Os coliformes termotolerantes foram determinados empregando-se diluicbes
seriadas e uma aliquota de 1,0 mL foi transferida para tubos contendo tubo de Durham
invertido e Caldo Verde Brilhante Bile (BGBB). Os tubos foram agitados suavemente
e incubados durante 48 h a 44,5°C. A producédo de gas e a fermentacdo de lactose
foram observadas como reacgdes positivas.

Para o isolamento de outras bactérias e fungos 0,1 mL de cada diluicdo foram
inoculados em Placas de Petri sobre os meios especificos estéreis. Os indculos foram
espalhados pelas superficies dos meios, com auxilio de al¢ca de Drigalski e incubadas,
a temperatura de 37°C, por intervalos de tempo de 24-48h. Apés esse periodo, foram

realizadas a contagem e a avaliacdo das caracteristicas das coldnias quanto a forma,
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tamanho e cor. A quantificagdo dos micro-organismos foi expressa em unidades
formadoras de col6nias por grama de RSS (UFC. g?).

As bactérias e os fungos foram caracterizados, respectivamente, pela
Coloracao de Gram e pelo Azul de Algodéo e identificados por métodos bioquimicos,
de acordo com a metodologia descrita por Winn et al. [68].

Para a identificacdo das espécies bacterianas gram-negativas foi utilizado o
sistema API 20E (Analytical Profile Index, BioMérieux) e para a caracterizacdo das
espécies bacterianas gram-positivas foram realizados os testes breaq: catalase,
coagulase, DNAse, oxidase e hemdlise.

Todos os experimentos para as analises microbioldgicas, tanto das amostras
coletadas do residuo antes do tratamento quanto para as amostras do residuo tratado,

foram realizados em quadruplicata.

2.4. Tratamento das amostras de RSS com o0z6nio

Para a realizacao dos testes de desinfec¢éo foram retirados 10,0 g de cada uma das
amostras particuladas e submetidos a ozonizacao, em intervalos de tempo de 5, 10,
15, 20 e 25 minutos com doses de 140,0; 280,0; 420,0; 560,0 e 700,0 mg. L de
ozobnio, respectivamente.

O o0zbnio foi obtido por um equipamento gerador corona, Modelo Ozone &
Life® (Medical System), sendo a concentracdo do gas limitada pelo equipamento,
calibrado em uma vazéao de Oz de 28,0 mg. Lt. O fluxo de entrada do gas oxigénio
(O2) utilizado foi de 1,0 L por minuto de O e a temperatura do ambiente controlada
entre 18-20°C durante todo o experimento. O gas ozdnio foi conduzido ao recipiente

de ozonizacgéo por meio de um tubo de silicone.

2.2.1 A camara de ozonizagéo

Foi utilizado um sistema de fumigacéao de oz6nio modificado, proposto por Wani et al.
[69]. Esta camara foi projetada para melhorar a aplicacao de 0zonio nas superficies a
serem desinfetadas e para aumentar as concentracdes de 0z6nio desejadas em seu

interior, visando a reducao do intervalo de tempo de exposi¢cdo ao gas. A camara
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usada na ozonizagdo foi confeccionada em vidro, em formato retangular, com
dimensdes de 25,5 x 25,0 x 15,3 cm (9,7 cm® ou 9,7 L).

A camara foi fechada na parte superior com uma tampa maovel para insercao
e retirada do material. A entrada de gas foi realizada na parte superior do recipiente e
a saida de géas na parte inferior, no intuito de facilitar a disperséo do gas pelo material

submetido ao tratamento.

2.2.2. Entrada e manutencao de O3 na camera

Um procedimento padrdo para a entrada e a saida do ozénio na camara foi adotado,
gue se repetiu para todos os intervalos de tempo de exposicdo das amostras ao Os.
Os passos seguidos foram:

Abertura da camara e acondicionamento do residuo a ser tratado;
Fechamento da cAmara e abertura dos registros de entrada e de saida do gas;

Conexao da mangueira de silicone do ozonizador no registro de entrada;

0w N

Ativacdo do ozonizador para a entrada do gas e saturacdo/homogeneizacédo da

camara durante um intervalo de tempo de 10 (dez) minutos com o registro de saida

aberto;

5. ApOs a saturacdo da camara manteve-se a amostra exposta ao 0zonio durante o
intervalo de tempo pré-determinado (5, 10, 15, 20 e 25 minutos);

6. Fechamento do registro de entrada e imediata desativacéo do ozonizador;

7. Abertura da tampa da camera e retirada da amostra do material tratado para
realizacdo das andlises microbiolégicas.

Antes e apdés o tratamento de cada amostra foi realizada a higienizacdo da
camara com éalcool 70%.

Finalizado cada periodo de ozonizacéo foi retirada uma aliquota de 1,0 g do
material tratado para a repeticdo das analises microbiolégicas, em proporcéo, tanto
para a massa das amostras quanto para a quantidade do diluente (1,0 g: 9,0 mL).

Em etapa posterior foram comparados os resultados microbiolégicos
encontrados nas amostras coletadas do residuo antes do tratamento com os

resultados obtidos nas amostras do residuo tratado.
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2.5. Célculo da variacao das cargas microbianas nas amostras

Nas amostras de residuo tratadas in vitro foram avaliados os percentuais de reducéo
da contagem microbiana devido a acdo do ozdénio, em funcdo dos n intervalos de
tempo de tratamento (5, 10, 15, 20 e 25 minutos), em que a contagem inicial € a

contagem microbiana antes do tratamento, por meio da seguinte expressao:

(contagemy min — contagemiyiciar)

% de reducdo da carga microbiana =
contageMipcial

2.6. Analise estatistica dos dados

Os dados obtidos foram analisados por meio da andlise descritiva da contagem
microbiana dos agentes contidos nas amostras de residuos de acordo com o local de
coleta e com o tratamento de ozonizacédo. Foi aplicado o teste de andlise de variancia
com teste de comparacéo multipla de Games-Howell.

Os resultados obtidos de comparagcdo da contagem microbiana relativos as
amostras de residuos dos trés locais avaliados foram reiterados por meio do emprego
de gréficos de intervalo de confianca e o decréscimo da contagem microbiana nas
amostras decorrente do aumento do periodo de exposi¢cao ao ozonio foi delineado por
graficos de linha.

Todos os testes estatisticos foram aplicados com nivel de significancia de 5%
[70]. O software utilizado para a realizacao da analise foi o Minitab 17 (Minitab Inc.).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Micro-organismos presentes nas amostras

O estudo realizado permitiu identificar micro-organismos potencialmente
infectantes presentes nas amostras de RSS coletadas tanto na UTI adulto, quanto
nas unidades de internacao e isolamento, disponibilizadas para as andlises, nas
duas amostragens realizadas.

Verificou-se presenca de bactérias como: mesdfilos totais, coliformes
totais, coliformes termotolerantes, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Proteus spp., Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp, de leveduras da
espécie Candida albicans e de bolores identificados como Rhizopus spp. Esses
resultados séo equivalentes aos obtidos por Park et al. [71] que detectaram uma
série de micro-organismos, incluindo Pseudomonas spp. e Staphylococcus spp em
varios tipos de residuos clinicos.

Alagoz e Kocasoy [14] realizaram analises microbioldgicas em RSS para
determinar a quantidade de bactérias patogénicas por métodos de contagem de
colénias e detectaram bactérias coliformes, Escherichia coli, Enterobacter,
Pseudomonas spp., Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella spp.,

Legionella, leveduras e bolores.

3.2. Quantificacdo e analise comparativa dos micro-organismos presentes
nas amostras de RSS

Os resultados do estudo da quantificacdo dos micro-organismos, bem como da
analise comparativa dos agentes encontrados nas amostras de RSS dos trés locais
de coleta (UTI adulto, unidade de internacdo e unidade de isolamento) estédo
descritos a seguir.

A Tabela 1 mostra os resultados da contagem microbiana das amostras de
residuos coletadas com o objetivo de observar a presenca de diferencas
significativas na contagem de cada um dos micro-organismos avaliados de acordo

com o ambiente de coleta.



Tabela 1: Média + desvio padréo da contagem microbiana de amostras de RSS: Unidade de Terapia Intensiva Adulto (UTI adulto), Unidade de
Internagdo e Unidade de Isolamento de um hospital particular do Municipio de Uberlandia, MG, Brasil.

Local de coleta

Micro-organismo Valor P!
UTI adulto Unidade de internacdo  Unidade de isolamento

Mesofilos totais 2,7.10%+1,2.10%c 1,6.10°+3,2.10%b 3,2.10%+1,1.10%a <0,001
Coliformes totais 9,8.10'+5,3.10'¢c 5,6.10%+1,2.10%b 3,9.10%+5,4.10%a <0,001
Coliformes termotolerantes 2,7.10'+5,9.10%b 4,3.10'+1,7.10%a 3,0.10%+2,4.10%a <0,001
E. coli 5,7.10°+1,0.10%°b 2,2.10'+8,6.10%a 4,5.10'+2,1.10a <0,001
P. aeruginosa 6,7.10°+2,5.10%a 9,2.10°+3,7.10%a 3,8.10°+1,6.10%°b 0,005
Proteus spp. 0,0+0,0 2,5.10°+0,9.10° 7,8.10%+1,5.10° -

Staphylococcus aureus 1,8.10'+1,3.10°b 1,6.10'+2,0.10°b 4,3.10'+2,2.10%a 0,007
Staphylococcus spp 1,6.10°+0,5.10°b 5,7.10°+0,4.10%a 5,7.10°+1,9.10%a <0,001
Candida albicans 4,4.10'+3,8.10! 1,7.10'+1,0.10? 2,9.10'+1,6.10! 0,101
Rhizopus spp. 1,8.10°+0,3.10° b 4,8.10%1,1.10° a 2,3.10°+0,7.10%°b <0,001

L Valor P referente ao teste de Andlise de Variancia a P<0,05. Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas pelo teste
de comparacdo multipla de Games-Howell a P<0,05.
Fonte: Elaborada pela autora.

6€



39

Os resultados da Tabela 1 indicam a presenca de diferencgas significativas em
todas as comparacdes realizadas referentes as quantidades de micro-organismos
encontrados nas amostras colhidas nos trés locais de estudo, exceto para Candida
albicans que, por sua vez, apresentou contagem semelhante nas amostras de
residuos dos trés locais avaliados (P=0,101). A analise comparativa ndo foi possivel
de ser realizada no caso da contagem do micro-organismo da espécie Proteus spp.,
pois ndo houve contagem microbiana para tal nas amostras coletadas na UTI adulto,
impossibilitando a comparagédo com as demais amostras dos locais avaliados.

A contagem de mesofilos totais e coliformes totais apresentou diferencas
significativas quando as amostras dos locais foram comparadas, sendo que as
amostras da unidade de isolamento foram as que apresentaram maior contagem para
0S micro-organismos mencionados e as da UTI adulto menor contagem microbiana.
Para coliformes termotolerantes, E. coli e Staphylococcus spp as contagens de micro-
organismos das amostras de residuos das unidades de isolamento e de internagdo
nao diferiram entre si, mas tais valores médios diferiram de forma significativa das
contagens observadas nas amostras da UTI adulto, que apresentaram menores
guantidades. Em pesquisa realizada por Chayb e Kozusny-Andreani [19] nas anélises
microbiologicas dos residuos solidos infectantes obtidos de um hospital escola de
Uberlandia/MG, foram encontradas bactérias patogénicas e oportunistas das espécies
Escherichia coli, Proteus spp., Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp.,
Staphylococcus aureus, Micrococus spp., Bacillus spp. e fungos como Candida spp,,
Aspergillus niger, Penicillium spp., Fusarium spp. e Rhizopus spp., sendo que E. coli
e Staphylococcus aureus apresentaram maior expressao numérica.

Martins et al. [6] realizaram uma pesquisa de isolamento e identificacdo dos
micro-organismos presentes em residuos de servigo de satde do municipio de Santa
Fé do Sul/SP e constataram elevadas concentracdes de micro-organismos
patogénicos, principalmente na &rea hospitalar, uma vez que, neste ambiente, ocorre
um percentual elevado de procedimentos invasivos e clientes susceptiveis a infec¢des
hospitalares. As espécies isoladas foram Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Candida albicans, Clostridium tetani, Staphylococcus sp, Aspergillus niger,
Trichophyton mentagrophytes, Microsporum gypseum e Clostridium sp.

Devido a carga microbiana elevada os residuos de servicos de saude
requerem tratamento especial durante todo o processo de segregacdo. Os cuidados
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com os residuos infectantes iniciam-se no descarte, pela separacao do material ndo
contaminado, pois os residuos solidos que podem causar infeccdo devem ser
submetidos a processos de tratamento em equipamento que promova reducédo de
carga microbiana, para posteriormente serem encaminhados para aterro sanitario
licenciado ou local devidamente licenciado para disposic¢éao final [3].

Nos processos de tratamento dos RSS objetiva-se a destruicdo ou inativacéo
irreversivel de todos os agentes patogénicos presentes e a prevenc¢ao da recuperacao
ou reinfeccdo com esses agentes [14,32,35]. Estes procedimentos devem anteceder
a deposicao final para preservar a saude publica e ambiental. Estudos realizados por
Bassey et al. [72] utilizando procedimentos microbioldgicos padrédo de detritos solidos
em decomposicdo, do lixiviado, do solo e do ar, evidenciaram que as bactérias
predominantes foram Escherichia coli, Chromobacterium spp., Staphylococcus spp,
Salmonella spp. e Klebsiella spp. As altas contagens bacterianas associadas a estes
achados sao indicativas do risco elevado de infec¢cdes microbianas.

A fumigacdo de materiais com gas o0zOnio pode constituir um sistema
antimicrobiano alternativo eficaz, uma vez que é capaz de penetrar em todas as
irregularidades superficiais e € aplicavel a amplo espectro microbiano [6,36-38].
Devido a sua meia vida curta, sua toxicidade e reatividade, o ozénio deve ser
produzido no local, em que reage, principalmente, com ligacdes duplas carbono-
carbono, estruturas aromaticas ativadas e aminas ndo protonadas. O o0z6nio reage
mais lentamente com acidos graxos e carboidratos, enquanto reage mais rapidamente
com proteinas, aminas, aminoacidos, acidos nucleicos e grupos funcionais de
proteinas [38].

A propriedade bactericida do ozonio foi demonstrada em micro-organismos
gram-positivos (Listeria  monocytogenes, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis), gram-negativos (Yersinia enterocolitica, P. aeruginosa, Salmonella
typhimurium) e em esporos [73]. Foram identificados dois mecanismos principais
pelos quais o ozénio exerce o efeito bactericida. Um deles é a oxidacdo de grupos
sulfidrilo e aminoacidos de enzimas, peptideos e proteinas. O outro mecanismo €
baseado na oxidacao dos acidos graxos polinsaturados (PUFASs). Nas bactérias gram-
negativas os efeitos destrutivos incidem nas camadas de lipoproteina e
lipopolissacarideos, o que contribui para o0 aumento da permeabilidade das células,

gue resulta na sua lise. O 0zonio atua como um oxidante intracelular geral [47-49].
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A contagem de Staphylococcus aureus foi significativamente superior nas
amostras de residuos da unidade de isolamento, sendo essa diferente da contagem
observada nas amostras da unidade de internacéo e nas da UTI adulto. Para P.
aeruginosa a contagem microbiana foi significativamente inferior nas amostras da
unidade de isolamento e significativamente superior nas amostras das unidades de
internacado e da UTI adulto, sendo que a contagem microbiana das amostras desses
dois dltimos locais mencionados nao diferiu de forma significativa. Comportamento
semelhante foi observado na contagem de Rhizopus spp., ja que as amostras da
unidade de internacdo apresentaram maior contagem microbiana e as amostras da
UTI adulto apresentaram menor contagem para esse micro-organismo, sendo que
esse nao se diferiu das amostras da unidade de isolamento.

De uma forma geral, de acordo com os dados analisados, a contagem de
todos os micro-organismos avaliados foi relativamente superior nas amostras da
unidade de isolamento, exceto para Pseudomonas aeruginosa e Rhizopus spp., que
tiveram maior contagem nas amostras da unidade de internagdo. Na maioria dos
casos, as menores contagens microbianas foram observadas nas amostras de
residuos da UTI adulto.

As Figuras 1a, 1b e 1¢ mostram a distribuicdo dos intervalos de confianga para
a média da quantificacdo de cada um dos micro-organismos de acordo com as
amostras de residuos coletadas nos locais avaliados.
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Figura la: Distribuicdo da contagem de mesdfilos totais, coliformes totais, coliformes termotolerantes
e E. Coli de acordo com as amostras dos locais avaliados.
Fonte: Elaborada pela autora.

P. aeruginosa Proteus spp.
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Contagem microbiana

Figura 1b: Distribuicdo da contagem de P. aeruginosa, Proteus spp., Staphylococcus. aureus e
Staphylococcus spp de acordo com as amostras dos locais avaliados.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 1c: Distribuicdo da contagem de Candida albicans e Rhizopus spp. de acordo com as
amostras dos locais avaliados.
Fonte: Elaborada pela autora.

Uma evidéncia estatistica que pode ser observada nos graficos de intervalo
de confianca € a ndo sobreposicdo para as médias da contagem dos micro-
organismos avaliados, que reitera a presenca de diferencas significativas na

comparacao da contagem microbiana em relacdo as amostras dos locais de coleta de
residuos.

3.3. Avaliagdo da acdo do ozonio como desinfetante

A Tabela 2 demonstra os resultados da a¢ao antimicrobiana do ozénio nas amostras
de RSS nos trés locais de coleta.



Tabela 1: Média + desvio padrdo da contagem microbiana das amostras de RSS: Unidade de Terapia Intensiva Adulto (UTI adulto), Unidade
de Internacao e Unidade de Isolamento de um hospital particular do Municipio de Uberlandia, MG, Brasil, de acordo com a agéo antimicrobiana

do ozbnio.
o _ _ Doses de Local de coleta Valor
Acao antimicrobiana do ozonio _
ozobnio UTI adulto Unidade de internagdo  Unidade de isolamento  P?!

Sem ozo6nio 0 2,8.10%+1,2.10%c  1,7.10°+2,1.10%b 3,3.10%+1,1.10%a <0,001
Oz06nio 5 minutos 140 mg. Lt 8,0.10'+4,8.10'b  2,2.10%+9,8.10%a 5,6.10%+3,5.10%a <0,001
Oz06nio 10 minutos 180 mg. Lt 7,0.10°+6,0.10°c 1,9.10+7,9.10°b 9,2.101+5,4.10%a <0,001
Oz6nio 15 minutos 420 mg. Lt  0,0+0,0 0,0+0,0 0,8.10°+0,3.10° -
Ozo6nio 20 minutos 560 mg. L' 0,0+0,0 0,0%0,0 0,0%0,0 -
Oz6nio 25 minutos 700 mg. L't 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 -

! valor P referente ao teste de Andlise de Variancia a P<0,05. Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas pelo teste de
comparagdo miltipla de Games-Howell a P<0,05. 2 Teste de comparacdo ndo foi possivel de ser realizado devido a um ou mais variaveis

apresentaram disperséo nula.
Fonte: Elaborada pela autora.

1%
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Os resultados sugerem a existéncia de diferengas significativas na contagem
microbiana nas amostras dos residuos sem tratamento e apds ozonizac¢ao, mostrando
gue as amostras de RSS da unidade de isolamento foram as que apresentaram
maiores contagens de micro-organismos, sendo as que apresentaram menor
eficiéncia na desinfec¢éo quando submetidas a ozonizacédo pelos intervalos de tempo
pré-determinados para as andlises.

O intervalo de tempo de 15 (quinze) minutos de exposicdo ao ozoénio foi
suficiente para que as amostras dos locais UTI adulto e unidade de internacdo
apresentassem contagem nula de micro-organismos, resultado que evidenciou a
eficacia da acdo desse gas como desinfetante nas amostras coletadas nesses locais.
Para as amostras da unidade de isolamento foi necessario um intervalo de tempo de
20 (vinte) minutos em contato com o 0zOnio para que o mesmo efeito ocorresse.

Tormin et al. [59] avaliaram o0 poder bactericida do 0z6nio gasoso sobre as
bactérias multirresistentes Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii,
Enterococcus faecalis resistentes a vancomicina e Pseudomonas aeruginosa.
Observaram que apOs infusdo por 4 (quatro) minutos de 0z6nio gasoso na
concentracdo de 10 pug. mLt ndo houve crescimento bacteriano nas leituras de 48h e
ap6és 7 dias. JA nas concentragbes de 4 ug. mL! e 3 pg. mL?, constataram
crescimento bacteriano, embora em menores quantidades, mostrando acéo
bactericida parcial. Os autores concluiram que o ozénio tem efeito bactericida sobre
bactérias multirresistentes, sendo este efeito proporcional a concentracdo e ao
intervalo de tempo de exposicdo. Nogales et al. [62] compararam a atividade
antimicrobiana de 3 (trés) diferentes concentracdes de o0zonio em Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis e constataram que 0
0zd6nio aquoso em concentracdo de 8 ug. mL ! foi 0 mais eficiente para eliminar as trés
bactérias avaliadas.

Existe possibilidade de variacdo na sensibilidade dos diferentes micro-
organismos quando expostos ao o0zoOnio e fatores ambientais podem afetar a
inativacdo dos mesmos. Em um ensaio in vitro conduzido em agar com patégenos
gram-positivos e gram-negativos nao foi observada diferenga significativa nas
contagens de colonias quando foram empregados tratamentos com concentracdes de

oz6nio entre 10 ppm e 50 ppm. Isto porque as células séo fisicamente protegidas por
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outras na superficie do agar, isto €, quando as células sdo espalhadas no meio de
cultura, algumas podem ndo estar presentes como células individuais, mas como
grupos que proporcionam protecao fisica [69].

A Tabela 3 mostra os resultados do percentual de reducédo da contagem
microbiana devido a acao do 0zoénio nos intervalos de tempo de sua utilizacéo: 5,
10, 15, 20 e 25 minutos.

Tabela 3: Média * desvio padrao do percentual de reducédo da carga microbiana devido a acdo do
0z6nio nas amostras de RSS: Unidade de Terapia Intensiva Adulto (UTI adulto), Unidade de Internacéo
e Unidade de Isolamento de um hospital particular do Municipio de Uberlandia, MG, Brasil.

Local

Reducéo (%) Unidade de Unidade de
UTI adulto ) )

internacao isolamento
Inicial =5 min 99,5+0,3 98,7+0,4 99,7+0,1
Inicial — 10 min 99,940,0 99,9+0,0 99,9+0,0
Inicial — 15 min 100+0,0 100+0,0 100+0,0
Inicial — 20 min 100+0,0 100+0,0 100+0,0
Inicial — 25 min 100+0,0 100+0,0 100+0,0

Fonte: Elaborada pela autora.

Diante dos resultados da Tabela 3 é possivel pressupor que o intervalo de
tempo de 15 (quinze) minutos de exposicdo das amostras dos residuos ao 0zonio foi
eficaz na promocgéo da desinfec¢do desses materiais. Além disso, € possivel observar
gue nos primeiros cinco minutos de exposicdo desses materiais ao 0zonio, a carga
microbiana atinge reducdes superiores a 98%. A acado microbicida do ozonio foi
verificada por Martinelli et al. [36]. Esses autores investigaram a eficacia do tratamento
do ozbnio (aquoso e gasoso) como uma tecnologia sanitizante alternativa aos
desinfetantes convencionais comuns na reducdo da contaminacdo microbiana da
agua e do ar. Os tratamentos com 0z6nio aquoso e gasoso foram eficazes contra
contaminantes microbianos, reduzindo as unidades formadoras de col6nias dos micro-
organismos E. coli (26,4% de reducéo), P. aeruginosa (57,4%), S. aureus (98,9%),

Streptococcus faecalis (64,2%) e Legionella pneumophila (87,5%), constituindo-se em
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uma alternativa de tratamento antimicrobiano extremamente promissora, permitindo a
possibilidade de reutilizacdo de 4gua contaminada.

As Figuras 2 e 3 mostram o comportamento da carga microbiana das
amostras de residuos coletadas nos trés locais de estudo, simultaneamente, ao longo

dos intervalos de tempo de exposi¢cdo ao 0zonio.

30000000 Local

—@— UTI adulto
L g —mB— Unidade de internagéo
25000000 ! - @ - Unidade de isolamento

20000000 !

15000000 \

10000000 !

Contagem microbiana

5000000 \

B
0 o— —=% # ]
sem 0zdnio  0zO6nio 5 min 0z6nio 10 min 0zdnio 15 min

Figura 2: Grafico de linha da carga microbiana das amostras de RSS dos trés locais avaliados no
estudo sem tratamento e sua variagdo em funcéo do tempo apds ozonizagao.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 3: Gréfico de linha da variacao da carga microbiana em funcao do tempo de tratamento com
ozonio referente as amostras de RSS dos tré_s _Io_cais avaliados no estudo (excluindo a contagem
Fonte: Elab(;rrlélcézl)bela autora.

Os resultados observados nas Figura 2 e 3 mostram a elevada contagem de
micro-organismos nas amostras de residuos de servi¢cos de saude da unidade de
isolamento, seguida das amostras da unidade de internacdo e das amostras da UTI
adulto. Os resultados indicam que a contagem microbiana é nula a partir de 15
(quinze) minutos de exposicdo ao gas 0z6nio para as amostras da UTI adulto e para
as amostras coletadas da unidade de internacdo, sendo considerada praticamente
nula nesse intervalo de tempo para as amostras da unidade de isolamento.

As Figuras de 4 a 9 permitem a visualizacdo da contagem microbiana em
funcdo dos intervalos de tempo de exposi¢cao das amostras de residuos ao 0zonio,
em graficos, separados por locais de coleta, conforme legendas.
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Figura 4: Grafico de linha da carga microbiana das amostras de RSS da UTI adulto sem tratamento e
sua variacdo em funcdo do tempo apds ozonizacao.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 5: Gréfico de linha da variacao da carga microbiana em funcao do tempo de tratamento com
0z0nio das amostras de RSS da UTI adulto (excluindo a contagem inicial).
Fonte: Elaborada pela autora
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Figura 6: Gréfico de linha da carga microbiana das amostras de RSS da unidade de internacdo sem
tratamento e sua variagdo em funcéo do tempo apds ozonizagéo.
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Figura 7: Gréfico de linha da variacao da carga microbiana em funcao do tempo de tratamento com
0zOnio das amostras de RSS da unidade de internacéo (excluindo a contagem inicial).

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 8: Grafico de linha da carga microbiana das amostras de RSS da unidade de isolamento sem
tratamento e sua variagdo em funcéo do tempo apds ozonizagéo.
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Figura 9: Gréfico de linha da variacao da carga microbiana em funcao do tempo de tratamento com
0zOnio das amostras de RSS da unidade de isolamento (excluindo a contagem inicial).

Fonte: Elaborada pela autora.
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3.4. Avaliacédo do custo beneficio de tecnologias de tratamento de residuos de
servicos de saude

Nos ultimos anos, ambientalistas e agéncias de politicas publicas tém
procurado definir tecnologias de esterilizacdo adequadas para os RSS, para
assegurar a possibilidade de reciclagem e a reutilizacdo de alguns materiais. Neste
contexto, o tratamento com uma autoclave a vapor esta recebendo consideravel
atencdo como uma possivel alternativa a incineracdo, bem como o desenvolvimento
sustentavel da gestdo, pois favorece a logistica reversa a partir de residuos
esterilizados [17,29,32].

Em vista a avaliar os custos de investimento e de funcionamento de diferentes
tecnologias de desinfeccdo para tratamento de 10.000 kg de residuos por dia, Okten
et al. [29] realizaram um estudo comparando as tecnologias de autoclave, de
conversdo e de ozonizacdo. Em todos os sistemas o investimento inicial tinha custo
fixo definido. Os custos operacionais foram as variaveis de energia elétrica, bem como
de consumo de agua e gas natural. O consumo de agua da autoclave, devido a
esterilizacdo a vapor, foi significativamente maior do que nas outras tecnologias; na
ozonizacdo o consumo foi minimo e as aguas residuais nao foram produzidas no final
do tratamento. A capacidade de tratamento da tecnologia de ozonizacéao foi maior do
gue nas tecnologias de conversdo e autoclave. Seriam necessarias 20 h com o
conversor 5000H, 12,5 h com o ozonizador NG1000 e, aproximadamente, 26 h com a
autoclave 3648144 para tratar 10.000 kg de residuos de servi¢cos de saude. Os custos
mensais foram menores com a 0zonizacao, 925,6 délares, enquanto que com o
conversor e autoclave foram de 12.036 e 9.418,24 doélares, respectivamente.

A técnica de descontaminacdo por ozonizacao foi a opcdo economicamente
mais vantajosa entre as comparadas. Ela é eficiente na eliminacéo de micro-
organismos, possibilita aos geradores de residuos médicos a implantacdo do sistema
no local e ainda permite que os residuos sejam transferidos com seguranca para a
area de aterro sanitario [29].

As vantagens da ozonizacdo apresentadas e a eficacia antimicrobiana
comprovadas evidenciam a possibilidade da sua utilizacdo no controle de bactérias
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patogénicas na area da saude, na descontaminacdo de ambientes, de residuos, de

efluentes, de instrumentais, entre outros.
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4. CONCLUSOES

Conforme a metodologia utilizada e os resultados obtidos por meio da pesquisa,
pode-se concluir que:

e 0s residuos de servicos de salde apresentaram alta carga microbiana
constituida por meséfilos totais, coliformes totais, coliformes
termotolerantes, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus spp.,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp, leveduras da espécie Candida
albicans e bolores identificados como Rhizopus spp.;

e 0 gas 0z0Onio, na concentragdo de de 560 mg. L%, foi eficiente na eliminacéo
total dos micro-organismos encontrados nas amostras de residuos de
servicos de saude estudadas, em exposi¢ao por 20 minutos;

e a carga microbiana atingiu reducdes superiores a 98% nos primeiros cinco

minutos de exposicédo das amostras ao 0zonio, na dose de 140 mg. L.
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