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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca de microrganismos indicadores de
contaminacédo e patogénicos do liquido lixiviado do aterro sanitario de Belo Horizonte/MG,
de células diferenciadas pelo cenario de aterramento dos residuos, célula emergencial
(disposicéo de residuos sélidos urbanos, encerrada sua operacdo em Agosto/97) e também da
célula ACO5 (co-disposicao de residuos solidos urbanos e residuos de servicos de saude, em
operacdo no periodo das amostragens).

No periodo de Janeiro a Abril/03 foram coletadas 25 amostras do liquido lixiviado das células
estudadas e foram analisados os parametros fisico-quimicos, pH, temperatura, potencial redox
e condutividade e o0s pardmetros microbioldgicos, coliformes totais, coliformes
termotolerantes, Grupo Enterococcus, Clostridium perfringens (indicadores de
contaminacéo), além de bactérias aerdbias e dos microrganismos comumente causadores de
infeccéo hospitalar, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococus aureus.

O liquido lixiviado da célula ACO5, apresentou valor maior para condutividade e temperatura

e menor para potencial redox. Os valores de pH da AC05 e emergencial estavam proximos.

Foram detectados todos 0s microrganismos pesquisados em ambas as células, exceto
Staphylococus aureus. A concentragdo dos indicadores de contaminacdo, coliformes totais,
coliformes termotolerantes e Clostridium perfringens foi superior na célula AC05. Para a
concentracdo do Grupo Enterococcus, bactérias aerobias e Pseudomonas aeruginosa nao
houve diferenca estatisticamente significativa.

Quanto a susceptibilidade aos antimicrobianos, as cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas
dos liquidos lixiviados da célula ACO5 apresentaram maior percentual de resisténcia (20,69%)
aos antibidticos testados em relacdo as cepas da célula emergencial (7,6%). As cepas de
ambas as células apresentaram resisténcia multipla aos antibidticos comumente utilizados no
tratamento de infecgbes humanas e somente na célula ACO5 foi detectada resisténcia ao
antibidtico imipenem, carbapenémico de quarta geracdo mais eficaz no tratamento de

infeccdes causadas pela Pseudomonas aeruginosa.

Os resultados deste estudo alertam para a possibilidade da presenca de outros microrganismos
patogénicos advindos dos RSU e RSS e indicam que tanto o liquido lixiviado da célula ACO05,
com co-disposicdo de RSU e RSS como o liquido lixiviado da célula emergencial, com
disposicdo somente de RSU podem representar risco biolégico a salde publica e a0 meio
ambiente.
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ABSTRACT

This work study the presence of environmental contamination indicators and pathogenic
microorganisms in the leachate of two different cells located at the sanitary landfill of Belo
Horizonte, State of Minas Gerais, Brazil, as follows: Emergency Cell (disposal of solid urban
waste; closed in August, 1997) and ACO5 Cell (co-disposal of solid urban and
hospital waste; operating during the samples collection).

From January until April, 2003, 25 samples of leachate were collected at the studied cells.
The following physical and chemical parameters were analysed: pH, Temperature, Potential
Redox and Conductivity as well asthe microbial parameters: total and thermotolerant
coliforms, Enterococcus, Clostridium perfringens (contamination indicators) besides the
aerobic bacterias and the microorganisms commonly related to the hospital infection as

Pseudomonas aeruginosa and Staphylococus aureus.

The leachate of the ACO5 cell, presented greater value for conductivity and temperature and
lower value for redox potential. The pH values of ACO5 and emergencial cells were close.

Except for the Staphylococus aureus, all others microorganisms studied were detected in both
cells. The concentrations of the contamination indicators: total coliforms, thermotolerant
coliforms and Clostridium perfringens was greater in ACO5 cell. On the other hand, statistics
difference between the Enterococcus group and the aerobics bacteria Pseudomonas
aeruginosa were not observed.

Regarding to the susceptible to antimicrobials, the Pseudomonas aeruginosa strains that was
isolated of the leachate of the ACO5 cell, had shown greater resistance rate (20,69%) to
tested antibiotics than emergencial cell ( 7,6%). The strains of the both cells had shown
multiple resistance to the antibiotics commonly used in the human infections and only in the
ACO05 cells was detected resistance to imipenem, carbapenémico (4™ generation) and
treatment more efficient of caused infections to Pseudomonas aeruginosa.

The results of this research alert for the possibility of the presence of other pathogenic
microorganisms of the RSU and RSS and indicates that so far the leachate of the ACO5 cell,
from co-disposal of solid urban and hospital waste as well as the leachate of the emergencial
cell, from mono disposal of solid urban waste, can represent biological risks to the public

health and environment.
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1 INTRODUCAO

A geracao de residuos sélidos urbanos (RSU) e o seu adequado gerenciamento sao alguns dos
maiores desafios enfrentados pela sociedade atual e pelas administracfes publicas. No Brasil,
a forma predominante de disposicdo final de RSU é a céu aberto. Trata-se de uma prética
inadequada de destinacdo dos residuos que traz como consequéncia, uma serie de impactos
negativos, sendo totalmente condenavel do ponto de vista sanitario, ambiental e social. Os

impactos causados tendem a agravar os aspectos da polui¢cdo ambiental e da satde publica.

Ademais, os residuos sélidos urbanos, por conterem grande percentual de matéria organica,
em seu processo natural de decomposicdo geram “chorume”, também conhecido como
percolado ou liquido lixiviado. Este liquido lixiviado é um foco potencial de contaminacao
ambiental devido a sua constituicdo — alta concentragdo de matéria organica, bactérias,

toxinas de bactérias, dentre outros, podendo poluir o solo, as dguas subterraneas e superficiais.

Assim como os residuos solidos urbanos, a disposicéo inadequada dos residuos de servicos de
salde (RSS) a céu aberto também representa risco bioldgico ao meio ambiente e a saude
publica. Estes residuos, quando ndo dispostos a céu aberto, geralmente séo aterrados em valas

sépticas ou co-dispostos com residuos sélidos urbanos, em aterros sanitarios.

O potencial de risco biolégico atribuido aos residuos de servigos de salde constitui-se hum
ponto de discussdo entre pesquisadores da area de meio ambiente, saneamento e de satde. Ha
um grupo que considera que os RSS representam riscos adicionais a saide humana e ao meio
ambiente por apresentarem maior periculosidade que os residuos sélidos urbanos e, um outro
grupo, que se contrapde ao fator de maior potencialidade de risco que os RSS representam,
quando comparados aos RSU.

Neste contexto, sdo necessarias pesquisas que avaliem o risco real que os RSU, RSS e
liquidos lixiviados de aterros sanitarios podem representar a saude publica e ao meio
ambiente, levando-se em consideracdo a avaliacdo da presenca de bactérias indicadoras de

contaminacdo e patogénicas.

Dessa forma, a polémica sobre o potencial risco bioldgico atribuido a estes elementos aliada a
escassez de dados sobre a sobrevivéncia de microrganismos patogénicos nos residuos
aterrados e nos liquidos lixiviados, justifica plenamente a investigacdo de técnicas e
procedimentos capazes de elucidarem esta questéo.
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Assim, esta dissertacdo pretende contribuir com a lacuna do conhecimento na avaliacdo das
técnicas para a deteccdo e isolamento de microrganismos indicadores de contaminagdo e
patogénicos, em liquidos lixiviados de aterros sanitarios, bem como na avaliacdo da presenca
destes microrganismos e na suceptibilidade aos antimicrobianos dos microrganismos de

interesse da comissao de controle de infeccao hospitalar (CCIH).

Ressalta-se que esta pesquisa estd inserida em um projeto mais amplo, “Avaliacdo da
Sustentabilidade Tecnoldgica e Ambiental de Aterros Sanitarios como Método de Tratamento e de
Disposi¢do Final de Residuos de Servigos de Saude - SUSTARSS”, financiada pela FUNASA
(Fundagdo Nacional de Salde), Edital 01/2001, area tematica residuos sélidos urbanos, linha de
pesquisa Lixo 2, que inclui uma tese de doutorado do Programa de Pds-Graduacéo em Saneamento,

Meio Ambiente e Recursos Hidricos da Escola de Engenharia da UFMG.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial de patogenicidade dos liquidos lixiviados procedentes de duas células do

aterro sanitario de Belo Horizonte, sendo uma com aterramento de residuos sélidos urbanos

(emergencial) e outra com co-disposicdo de residuos sélidos urbanos e residuos de servigos de
salde (ACO05).

2.2 Objetivos especificos

Avaliar as técnicas de analise qualitativa e quantitativa, para deteccdo de microrganismos

indicadores de contaminacao e patogénicos em liquidos lixiviados de aterro sanitario;

Detectar e quantificar microrganismos indicadores de contamina¢do nos liquidos
lixiviados das células ACO5 e emergencial, que apresentam caracteristicas diferentes de

aterramento de residuos;

Isolar e quantificar microrganismos patogénicos de interesse da Comisséo de Controle de
Infeccdo Hospitalar, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, nos liquidos
lixiviados das células ACO5 e emergencial;

Avaliar a susceptibilidade aos antimicrobianos das cepas de Pseudomonas aeruginosa e

Staphylococcus aureus, isoladas dos liquidos lixiviados das células AC05 e emergencial;

Comparar os residuos solidos urbanos e residuos de servigos de salde, apds disposi¢cao em
aterro sanitario, por meio da avaliacdo microbiolégica dos liquidos lixiviados das células

em estudo;
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Residuos sélidos

3.1.1 Situacéo da destinacéo final dos RSU e RSS no Brasil

No Brasil, a maioria dos RSU e RSS gerados sdo dispostos de forma inadequada. Conforme
dados contidos no Plano Nacional de Saneamento Basico-PNSB (IBGE, 2000), 63,6% dos
municipios depositam seus residuos em lixdes, apenas 32,2% declaram que possui aterros
adequados (13,8% sanitarios e 18,4% aterros controlados), havendo ainda um percentual de

5% que ndo informou qual a destinacdo dos seus residuos.

A disposicdo inadequada desses residuos, alem de ser uma pratica contraria as posturas
expressas na legislacdo, tem como consequiéncia uma série de impactos ambientais, sociais e
econdmicos. Dentre os impactos ambientais ressaltam-se a poluicdo do ar, das &guas e do
solo. Quanto aos impactos econdmicos, ha desvalorizacdo de areas no entorno do lixao, perda
de moradias devido a desabamentos, enchentes e gastos com desentupimento dos sistemas de

drenagem de aguas pluviais, dentre outros.

Adicionalmente, o impacto social agravante de um lixdo estd relacionado a presenca de
pessoas que sobrevivem da catacdo, vivendo de forma sub-humana e expostas aos riscos
ocupacionais de caracteristicas de contaminacges quimica e bioldgica. Os riscos bioldgicos
sdo atribuidos ao descarte de perfurocortantes (agulhas, ampolas quebradas, vidros de
medicamentos, bisturis, etc), gazes e luvas contaminadas, pecas anatdmicas, fetos e demais

materiais provenientes, principalmente dos RSS.

Em reportagem realizada com catadores do lixdo de Sdo Goncgalo, no Rio de Janeiro,
MAGALHAES (2000) retratou esta deprimente realidade, corroborada pelo depoimento da
catadora Dona Jurema que fez um relato sobre os materiais provenientes dos RSS descartados
no lixdo — “Esse é o lixo mais disputado no meio de tantos catadores e entre aqueles que
chegam aqui até para negocia-lo. A chegada de““caminhdes™ € sempre vista com bons olhos.
Os precos oferecidos, muitas vezes, ultrapassam as quantias estabelecidas para outras
mercadorias, como papel, papeldo, vidro, plastico, aluminio ou simples objetos”. E
prossegue: “Fiscalizacdo? Ninguém sabe de onde vem, quem transporta, quem compra e

para onde vai. Aqui prevalece a lei do siléncio”.
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Nesta mesma reportagem houve o relato que, nos lixfes, onde também sdo estabelecidos e
impostos cadigos de “ética” tracados com base em interesse de segmentos distintos, aparecem
“comerciantes” de materiais altamente suspeitos: como seringas de injecdo que
provavelmente vdo alimentar dependentes de drogas que, na falta de recursos até para o
sustento do vicio, se submetem as condi¢cBes desses “negociantes”, que invariavelmente
circulam pelos arredores (MAGALHAES, 2000).

As principais causas que contribuem para esta realidade brasileira sdo: falta de uma politica
de saneamento, vontade das gestdes municipais, falta de recursos financeiros, crescimento
urbano e consequente aumento da geracdo de residuos, escassez de areas adequadas para a
destinagdo final dos residuos. Aliados a essas causas, destacam-se a falta de conhecimento e
do cumprimento das legislaces por parte das instituicdes geradoras dos residuos.

3.1.2 Epidemiologia dos residuos

Em relacdo aos aspectos sanitarios, o principal problema da disposicdo inadequada dos
residuos é a possibilidade de transmitir diversas enfermidades ao homem e aos seres vivos,
por meio de diferentes vias de contégio. Portanto, os residuos sélidos urbanos representam um
elemento que ndo deve ser desprezado no estudo da estrutura epidemioldgica, uma vez que,
pela sua variada composicdo, podera conter agentes patogénicos afetando o homem de forma
direta ou indireta (FORATTINI, 1973).

Para FORATTINI (1973) & BARROS et al (1996), o residuo ndo € causa direta de doenca.
Contudo, ja foi comprovada a transmissdo de doencas por vias indiretas. Desta maneira, 0s
agravos a saude da populacdo para os quais se possa atribuir certa responsabilidade aos
residuos, sdo aqueles resultantes das vias indiretas devido as condicfes favoraveis dos
residuos em oferecer alimento e abrigo, fatores essenciais para a proliferacdo dos vetores. Tais
fatores dizem respeito, principalmente, a atividade de animais que, atraidos pelos residuos,
podem vir a desempenhar o papel de veiculadores ou de reservatorios de infecgdo para o

homem e os animais domésticos.

Os principais vetores de importancia epidemioldgica, associados ao lixo estdo apresentados na
Figura 3.1.
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FIGURA 3.1: Vias de acesso de agentes patogénicos para 0 homem, propiciadas pelo lixo.
Fonte: ROCHA, 1982

Segundo SISINNO (2000), muitos sdo os vetores responsaveis pela transmissdo de doengas ao
homem e, dentre 0s mais importantes destacam-se os roedores e 0s insetos. Isto deve-se a alta
capacidade de adaptacdo, reproducdo rapida e diversificado habito alimentar destes animais.
As principais espécies de insetos e roedores de interesse sanitario sdo a Musca doméstica
(mosca doméstica); Periplaneta americana, Periplaneta austrasiae e Blatella germanica
(baratas); Rattus rattus (rato preto, rato de telhado), Rattus norvegicus (ratazana, rato de
esgoto) e Mus musculus (camundongo). As principais doencas causadas pelos vetores e a

forma de transmissdo encontram-se listadas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Doencas transmitidas pelos principais vetores que vivem nos residuos

Vetores Doencas transmitidas Modo de transmissdo
Moscas e baratas amebiase, giardiase Agua e alimentos contaminados
Febre tiféide e disenteria
Mosquito Aedes aegypti Febre amarela e dengue Picada do mosquito
Mosquito do género Culex Filariose Picada do mosquito
Mosquito do género Anopheles Maléria Picada do mosquito
Pulga Peste bulbdnica e tifo murino Picada da pulga
Peste bubdnica Pulgas infectadas
Rato Tifo murino Fezes de pulgas infectadas
Leptospirose Urina de rato, solo ou 4gua contaminados

Fonte: SISINNO, 2000
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Ressalta-se que, além das doencas causadas pelos vetores ja citados, as aves (urubus e
pombos) também destacam-se como responsaveis pela transmissdo da toxoplasmose e o0s
suinos pela transmissdo da triquinose e cisticercose, pois normalmente sdo vistos revirando
lixdes em busca de alimento. Ademais, os residuos domiciliares e os restos alimentares, em
alguns municipios, sdo destinados para alimentagdo de suinos, principalmente em
propriedades particulares (MOTA, 1999; SCHNEIDER et al, 2001). Portanto, a pratica de
alimenta-los com residuos ou restos alimentares é inadequada, tendo em vista que estes
animais podem se tornar hospedeiros intermediarios da triquinose e cisticercose, as quais

poderdo ser transmitidas ao homem através da ingestdo de carne infectada.

Para CATAPRETA & HELLER (2002), a maioria da bibliografia disponivel referente ao
efeito causado ao homem devido a disposicdo inadequada dos residuos tem dedicado pouca
atencdo aos impactos na saude, além disso, a escassez dos registros de ocorréncias contribui
para a dificuldade em se fazer uma relacdo direta entre residuos solidos e a sdude (RUTALA
& MAYHALL, 1992). Porém, alguns estudos realizados no Brasil tém apontado para uma
possivel associagdo entre 0 manejo inadequado dos residuos e o aumento de eventos

morbidos, mais especificamente diarréias e parasitoses (REGO et al, 2002).

Segundo FERREIRA & ANJOS (2001), os efeitos adversos dos residuos sélidos urbanos ao
meio ambiente e a salde dos individuos apontam a deficiéncia nos sistemas de

acondicionamento, coleta e disposicao final como o principal fator gerador desses efeitos.

TCHOBANOGLOUS et al (1993) consideraram evidente a relacdo entre satde publica e as

operacgdes de acondicionamento, coleta, tratamento e disposicéo final.

A pesquisa sobre epidemiologia dos residuos realizada por CATAPRETA & HELLER
(2002), destacou a melhora do nivel operacional do aterro como uma importante agdo no
sentido de assegurar e reduzir o maximo possivel da emissdo de gases e a proliferacdo de

vetores.

Como abordado pelos diversos autores, os residuos solidos sdo elementos que devem ser
avaliados nos aspectos relacionados a saude publica. Assim, o controle dos insetos e animais
transmissores das doencas mencionadas estd diretamente associado a higiene do ambiente,
destacando-se 0 gerenciamento integrado dos residuos. Ressalta-se que para este

gerenciamento existem legislacdes e normas regulamentadoras, as quais devem ser seguidas.
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3.1.3 Aspectos normalizadores e legais referentes aos RSU e RSS

Quanto aos aspectos legais, discorrem basicamente normas e resolucdes sobre a classificacéo,
0 gerenciamento, o tratamento e a destinacdo final dos residuos sélidos urbanos e dos residuos

de servigos de saude.

Com relagdo aos aspectos normalizadores, interessam as seguintes normas da Associacdo
Brasileira de Normas Técnicas - ABNT: NBR 10004/87 (Residuos Solidos - classificacéo),
NBR 10005/87 (Lixiviacdo de Residuos - procedimento), NBR 10006/87 (Solubilizacdo de
Residuos - procedimento) e NBR 10007/87 (Amostragem de Residuos - procedimento).

As normas da série 12000 da ABNT sdo mais especificas para os residuos de servigos de
satde. A NBR 12807/93 - Terminologia, estabelece que residuos de servigos de saude (RSS)
sdo aqueles resultantes de atividades exercidas por estabelecimento que execute atividades de
natureza médico-assitencial hmana ou animal (hospitais, postos de saude, clinicas mécias e
veterinarias, farmacias, laboratérios, entre outros). Os RSS sdo divididos em Classe A -
infectantes, Classe B - especiais e em Classe C - comuns, com suas respectivas subdivisoes
(NBR 12808/93). Nesta norma, residuo infectante é definido como aquele residuo de servigo
de salde que, por suas caracteristicas de maior viruléncia, infectividade e concentracdo de

patdgenos, apresenta risco potencial adicional a saude publica.

Complementando as Normas da ABNT, foram publicadas as Resolugdes do CONAMA que
sd0 mais restritas para os RSS. A Resolucéo n. 05/93 dispde sobre o tratamento e a destinacdo
final dos residuos de servicos de saude, portos, aeroportos, bem como a necessidade de

estender tais exigéncias aos terminais ferroviarios e rodoviarios.

Posteriormente, foi publicada a Resolugdo CONAMA n.283/01, que dispbe sobre o
tratamento e a destinacdo final dos residuos de servicos de saude. Esta resolucdo visa
aprimorar, atualizar e complementar os procedimentos contidos na Resolucdo n.05/93 e
estender as exigéncias as demais atividades que geram residuos de servigos de salde, tais
como necrotérios, funerarias e servicos de medicina legal, entre outros. Para fins de
disposicdo final, esta Resolucdo exige que os residuos do Grupo A - infectantes devem ser
submetidos a processos de tratamento especificos de maneira a torna-los residuos comuns, do
Grupo D. Quando néo for possivel tratar os residuos do Grupo A ou quando o tratamento ndo
garantir as caracteristicas de residuos comuns (Grupo D), o érgdo ambiental competente
podera definir formas alternativas de destinacdo final em aterros devidamente licenciados,
além de fazerem outras exigéncias.
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Devido a falta de recursos financeiros da maioria das regiGes brasileiras e as condigdes
precarias do sistema de saude publica de nosso pais, as restricbes da Resolugdo CONAMA
n.283/01 elevam os custos do gerenciamento dos RSS para o estabelecimento de saude, bem
como para a implantacdo e operagdo dos aterros, quando estes séo licenciados para receber

tais residuos sem tratamento.

No dia 05 de margco de 2003, foi publicada no Diario Oficial da Unido a Resolu¢cdo RDC
n. 33/03 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que aprova o Regulamento

Técnico para o Gerenciamento de Residuos de Servicos de Saude.

3.1.3.1 Classificacao dos residuos de servicos de satide

Quanto a classificacdo dos residuos de servicos de saude, conforme CUSSIOL et al (2003),
ndo ha consenso entre o 6rgdo nacional de normalizacdo e os de legalizacdo. Enquanto a
Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), pela sua norma NBR 12808/93,
classifica os residuos em trés grupos, as Resolugdes 5/93 e 283/01, do Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA), classificam em quatro grupos, com divisdes diferentes daquelas
estabelecidas pela ABNT. H& ainda a classificagdo segundo o Regulamento Técnico para
Gerenciamento de Residuos de Servicos de Salde, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria (Resolucdo RDC n.33/03).

A seguir, sdo apresentadas as classificagdes segundo a ABNT, 0o CONAMA e a ANVISA, que

estdo atualmente em vigor.
Classificacdo da ABNT - NBR 12808/93

Classe A - Residuos Infectantes

E todo aquele que por sua caracteristica de maior viruléncia, infectividade e concentragio de
patdgenos apresenta risco potencial adicional a satde publica. Esses residuos sdo subdivididos

nos seguintes tipos:

Al - Bioldgico: cultura, inéculo, mistura de microrganismos e meio de cultura inoculado

proveniente de laboratdrio clinico ou de pesquisa, vacina vencida ou inutilizada, filtro de
gases aspirados de areas contaminadas por agentes infectantes e qualquer residuo

contaminado por estes materiais.
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A2 - Sangue e hemoderivados: bolsa de sangue apés transfusdo, com prazo de validade

vencido ou sorologia positiva, amostra de sangue para analise, soro, plasma e outros

subprodutos.

A3 - Cirurgico, anatomopatoldgico e exsudato: tecido, 6rgéo, feto, peca anatbmica, sangue e

outros liquidos organicos resultantes de cirurgia, necropsia e residuos contaminados por estes

materiais.

A4 - Perfurante ou cortante: agulha, ampola, pipeta, lamina de bisturi e vidro.

A5 - Animal contaminado: carcacga ou parte de animal inoculado exposto aos microrganismos

patogénicos ou portador de doenca infectocontagiosa, bem como residuos que tenham estado

em contato com este.

A6 - Assisténcia ao paciente: secrecdes, excrecdes e demais liquidos organicos procedentes de

pacientes, residuos contaminados por estes materiais, inclusive restos de refei¢des.
E obrigatoria a autoclavagem dos residuos Al e A2, antes do descarte.

Classe B - Residuo Especial

E aquele que, devido ao potencial de risco associado & sua natureza quimica, requer cuidados

especiais de manuseio e tratamento. Pode ser do seguinte tipo:

Bl - Rejeito radioativo: material radioativo ou contaminado com radionuclideos proveniente

de laboratério de andlises clinicas, servi¢cos de medicina nuclear e radioterapia, conforme
Resolugcdo CNEN-NE-6.05.

B2 - Residuo farmacéutico: medicamento vencido, contaminado, interditado ou ndo utilizado.

B3 - Residuo quimico perigoso: residuo toxico, corrosivo, inflamavel, explosivo, reativo,

genotoxico ou mutagénico, conforme norma NBR 10004/87 da ABNT.

Classe C - Residuo Comum

Sdo todos aqueles que ndo se enquadram nos tipos A e B e que, por sua semelhanca aos
residuos domesticos, ndo oferecem risco adicional a saude publica. Por exemplo, os residuos
da atividade administrativa, dos servicos de varri¢do e limpeza de jardins e restos alimentares
que ndo entraram em contato com pacientes.

Programa de Pés-graduacéo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG 10



Quanto aos residuos de servicos de saude, segundo a NBR 10004/87 s&o classificados como
perigosos devido as caracteristicas de patogenicidade. Além das normas especificas referentes
a classificacdo dos residuos solidos e residuos de servigos de salde, existem outras normas da
ABNT de interesse, as quais deverdo ser consultadas. Tais normas encontram-se listadas a
sequir.

NBR 12807/93 - Residuos de servicos de sadde - Terminologia.

NBR 12808/93 - Residuos de servicos de salde - Classificacao.

NBR 12809/93 - Manejo de residuos de servigos de saude - Procedimento.

NBR 12810/93 - Coleta de residuos de servicos de salude - Procedimento.

NBR 13463/95 - Coleta de residuos sélidos - Classificacao.

NBR 13853/97 - Coletores para residuos de servicos de saude perfurantes ou cortantes -

Requisitos e métodos de ensaio.
NBR 9259/97 - Agulha hipodérmica esteéril e de uso unico.

NBR 9191/02 - Sacos plasticos para acondicionamento de lixo - Requisitos e métodos de

ensaio.

NBR 7500/03 - Identificacdo para o transporte terrestre, manuseio, movimentacdo e

armazenamento de produtos.
NBR 12235/92 - Armazenamento de residuos solidos perigosos.
NBR 14725/01 - Ficha de informacé&o de seguranca de produtos quimicos - FISPQ.

As normas NBR 12807/93, 12808/93, 12809/93, 12810/93 e 10004/87 encontram-se em

processo de revisao.

Classificacdo do CONAMA - Resolucéo n. 283/01

Grupo A - Residuos Bioldgicos

Sdo aqueles residuos que apresentam risco potencial a salde publica e a0 meio ambiente,

devido a presenca de agentes biologicos.

Enquadram-se neste grupo, dentre outros: sangue e hemoderivados; animais usados em
experimentacdo, bem como 0s materiais que tenham entrado em contato com 0S mesmos;

excrecOes, secrecOes e liquidos organicos; meios de cultura; tecidos, érgdos, fetos e pecas
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anatémicas; filtros de gases aspirados de area contaminada; residuos advindos de area de
isolamento; restos alimentares de unidade de isolamento; residuos de laboratérios de analises
clinicas; residuos de unidades de atendimento ambulatorial; residuos de sanitarios de unidade

de internacgéo e de enfermaria e animais mortos a bordo dos meios de transporte.

Neste grupo incluem-se os objetos perfurocortantes tais como laminas de barbear, bisturi,
agulhas, escalpes e vidros quebrados, dentre outros materiais provenientes de
estabelecimentos prestadores de servicos de salde.

Grupo B - Residuos Quimicos

Residuos que, devido as suas caracteristicas quimicas, apresentam risco potencial a satde

publica e ao meio ambiente. Enquadram-se neste grupo, dentre outros:

- drogas quimioterapicas e produtos por elas contaminados;

- residuos farmacéuticos (medicamentos vencidos, contaminados, interditados ou nao

utilizados);

- demais produtos considerados perigosos, conforme classificacdo da NBR 10004 da ABNT

(produtos toxicos, corrosivos, inflamaveis e reativos).

Grupo C - Rejeitos Radioativos

Enquadram-se neste grupo, 0s materiais radioativos ou contaminados com radionuclideos
provenientes de laboratdrios de analises clinicas, servicos de medicina nuclear e radioterapia,
segundo Resolugdo CNEN-NE-6.05.

Grupo D - Residuos Comuns

Sé&o todos os demais que ndo se enquadram nos grupos descritos anteriormente.

Classificagdo da ANVISA - Resolugéo RDC 33/03

Grupo A - Potencialmente Infectantes

Residuos com a possivel presenca de agentes biologicos que, por suas caracteristicas de maior
viruléncia ou concentracdo, podem apresentar risco de infecgdo. Esses residuos s&o

subdivididos nos seguintes tipos:
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Al - Culturas e estoques de agentes infecciosos de laboratorios industriais e de pesquisa;
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 laboratorios de engenharia

genética.
A2 - Bolsas contendo sangue ou hemocomponentes com volume residual superior a 50mL.

A3 - Pecas anatdmicas (tecidos, membros e 6rgdos) do ser humano, que ndo tenham mais
valor cientifico ou legal e/ou quando ndo houver requisi¢cdo prévia pelo paciente ou seus
familiares; produto de fecundacdo sem sinais vitais, com peso menor que 500g ou estatura
menor que 25cm ou idade gestacional menor que 20 semanas, que nao tenham mais valor

cientifico ou legal e/ou quando ndo houver requisicao prévia pela familia.

A4 - Carcacgas, pecas anatdmicas e visceras de animais provenientes de estabelecimentos de
tratamento de salde animal, de universidade, de centros de experimentacdo, de outros

similares, assim como camas desses animais e suas forracgoes.

A5 - Todos os residuos provenientes de paciente que contenham ou sejam suspeitos de conter
agentes classe de risco IV, que apresentem relevancia epidemiolégica e risco de disseminacao
(Anexo 1).

A6 - kits de linhas arteriais endovenosas e dialisadores, quando descartados. Filtros de ar e
gases oriundos de areas criticas, conforme Resolugdo RDC 50/02, da ANVISA.

A7 - Orgdos, tecidos e fluidos organicos com suspeita de contaminagao com prions e residuos
solidos resultantes da aten¢do a satde de individuos ou animais com suspeita de contaminacao
com prions (materiais e instrumentais descartaveis, indumentaria que tiveram contato com 0s
agentes acima identificados). O cadaver com suspeita de contaminacdo por prions ndo é

considerado residuo.

Grupo B - Quimicos

Residuos contendo substancias quimicas que apresentam risco a salde publica ou ao meio
ambiente, independentemente de suas caracteristicas de inflamabilidade, corrosividade,
reatividade e toxicidade.
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Enquadram-se neste grupo:

B1 - Os residuos dos medicamentos ou dos insumos farmacéuticos quando vencidos,
contaminados, apreendidos para descarte, ou parcialmente utilizados e demais medicamentos

improprios para consumo, que oferecem risco. Incluem-se nesse grupo:

- produtos hormonais de uso sistémico;

- produtos hormonais de uso tdpico, quando descartados por servigos de salde, farmacias,
drogarias e distribuidores de medicamentos;

- produtos antibacterianos de uso sistémico;

- produtos antibacterianos de uso tdpico, quando descartados por servigos de salde, farmacias,

drogarias e distribuidores de medicamentos;

- medicamentos citostaticos;

- medicamentos antineoplasticos;

- medicamentos imunoSsSUpressores;

- medicamentos imunomoduladores;

- medicamentos anti-retrovirais.

B2 - Os residuos dos medicamentos ou dos insumos farmacéuticos quando vencidos,
contaminados, apreendidos para descarte ou parcialmente utilizados, e demais medicamentos
impréprios para consumo, que, em funcdo de seu principio ativo e forma farmacéutica, ndo
oferecem risco. Incluem-se nesse grupo todos os medicamentos nédo classificados no Grupo
B1 e os antibacterianos e horménios para uso topico, quando descartados individualmente

pelo usuario domiciliar.

B3 - Os residuos e insumos farmacéuticos dos medicamentos controlados pela Portaria MS

344/98 e suas atualizacdes.

B4 - Saneantes e desinfetantes.
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B5 - Substancias para revelacao de filmes usados em raios X.

B6 - Residuos contendo metais pesados.

B7 - Reagentes para laboratdrio, isolados ou em conjunto.

B8 - Outros residuos contaminados com substancias quimicas perigosas.

Grupo C - Rejeitos Radioativos

Sdo considerados rejeitos radioativos quaisquer materiais resultantes de atividades humanas
gue contenham radionuclideos em quantidades superiores aos limites de isencéo especificados
na norma CNEN-NE-6.02 - “Licenciamento de Instalagdo Radioativas” - e para os quais a

reutilizacdo é impropria ou ndo prevista.

As fontes seladas ndo podem ser descartadas, devendo a sua destinagcao final sequir
orientacGes especificas da Comissdo Nacional de Energia Nuclear - CNEN.

Grupo D - Residuos Comuns

Sdo todos os residuos gerados nos servicos abrangidos na resolugcdo que, por suas
caracteristicas, ndo necessitam de processos diferenciados relacionados ao acondicionamento,

identificacdo e tratamento, devendo ser considerados residuos solidos urbanos - RSU.

Enguadram-se nesse grupo:

- espécimes de laboratério de anélises clinicas e patologia clinica, quando ndo enquadrados

nas classificacbes A5 e A7,

- gesso, luvas, esparadrapo, algoddo, gazes, compressas, equipo de soro e outros similares,
que tenham tido contato ou ndo com sangue, tecidos ou fluidos organicos, com excegdo dos

enquadrados nas classificacbes A5 e A7,

- bolsas transfundidas vazias ou contendo menos de 50 mL de produto residual (sangue ou

hemocomponentes);

- sobras de alimentos ndo enquadrados nas classificagdes A5 e A7;

- papéis de uso sanitario e fraldas, ndo enquadrados nas classificacbes A5 e A7;

Programa de Pés-graduacéo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG 15



- residuos provenientes das areas administrativas dos estabelecimentos de assisténcia a salde;

- residuos de varricdo, flores, podas e jardins;

- materiais passiveis de reciclagem;

- embalagens em geral;

- cadaveres de animais, assim como camas desses animais e suas forragdes.

Obs: Os cadaveres de animais errantes ou domésticos, ndo sdo considerados RSS. A
destinagéo final destes deve ser feita de acordo com as normas municipais ou do Distrito

Federal.

Grupo E - Perfurocortantes

Sa0 0s objetos e instrumentos que contém cantos, bordas, pontos ou protuberancias rigidas e

agudas capazes de cortar ou perfurar.

Enguadram-se nesse grupo:

- laminas de barbear, bisturis, agulhas, escalpes, ampolas de vidro, laminas e outros

assemelhados provenientes de servigos de saude;

- bolsas de coleta incompleta, descartadas no local da coleta, quando acompanhadas de

agulha, independentemente do volume coletado.

Ainda que os aspectos legais referentes aos RSS tenham gerado polémica, a responsabilidade
de gerencia-los é do estabelecimento gerador, o qual deve atender os requisitos legais. Em
relacdo ao exercicio de fiscalizagdo dos RSS e das condic¢Bes dos lixGes e aterros sanitarios

cabe aos poderes estaduais € municipais.

3.1.3.2 Classificacdo dos residuos sélidos urbanos

De modo geral, segundo BARROS (1996) e Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas/IPT (2000),
os residuos solidos urbanos sdo classificados quanto a sua origem em: domiciliar, comercial,
publico, servicos de saude, portos e aeroportos, terminais rodoviarios e ferroviarios,
industrial, agricola, de servicos de varri¢do e da construcdo civil. Além dessas classificacOes,

a norma da ABNT, NBR 10004/87 classifica os residuos sélidos urbanos em Classe | -
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perigosos, Classe Il - ndo inertes e Classe Ill - inertes, conforme suas caracteristicas de

inflamabilidade, corrosividade, reatividade, toxicidade e patogenicidade.

Embora os RSU tenham vérias classificacfes, estas ndo tém gerado tanta polémica quanto a

classificacdo dos RSS e, por este motivo, nao foi dada énfase a sua classificacao.

3.2 Considerac¢des sobre liquido lixiviado

Apesar de uma pequena parcela dos residuos serem dispostos adequadamente em aterro
sanitario, seus subprodutos, gases e liquidos lixiviados gerados pelo processo de degradacdo
dos residuos, ainda representam problema ambiental, se ndo tratados convenientemente.
Sendo assim, serd realizada uma abordagem sobre definicdo, formacdo, caracteristica do
liquido lixiviado e aspectos normalizadores e legais sobre o langcamento do liquido lixiviado,

pois 0 mesmo constitui-se no objetivo principal desta pesquisa.

3.2.1 Definicao de liquido lixiviado

Conforme definicdo de ROCHA (1982), a atividade enzimatica de degradacdo do material
organico biodegradavel leva a formacdo de um liquido conhecido como sumeiro que, ao

infiltrar-se no solo, é percolado, recebendo também o nome de chorume.

Segundo a NBR 8419/84 da ABNT, o chorume ¢ definido como liquido formado pela
decomposicgdo de substancias contidas nos residuos solidos, que tem como caracteristicas cor

escura, mau cheiro e elevada Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO).

Enquanto TORRES et al (1997) definiram chorume como sendo uma agua residuaria
industrial que, pelo fato de conter, as vezes, niveis altos de metais e outros compostos, precisa
de estudos para determinar a melhor alternativa de tratamento, o IPT (2000) define o chorume
como um liquido escuro, turvo e malcheiroso proveniente do armazenamento e tratamento do

lixo, também conhecido como sumeiro, chumeiro, lixiviado e percolado.

LIBANIO (2002) concluiu que o termo “lixiviado” pode ser aplicado a uma infinidade de
liquidos sob diversas condicGes - aguas pluviais em escoamento superficial sobre solos sem

cobertura vegetal, 4gua de infiltracdo em aterros industriais e outros.

Ainda, segundo LIBANIO (2002), as terminologias “percolacdo” e “percolado” d&o a idéia de

transferéncia de poluentes da fase liquida para a fase solida, com a retencdo de poluentes no
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leito percolador, enquanto que “lixiviagdo” implica o fendmeno de solubilizagcdo de
substancias da fase solida para liquida. Assim sendo, optou-se pela utilizagdo da terminologia

“liquido lixiviado” de aterro sanitario nesta pesquisa.

No entanto, a geracdo do liquido lixiviado em um aterro sanitario ndo acontece imediatamente
apos a disposicdo do residuo. Seu surgimento ocorre apdés um dado periodo do inicio do

aterramento dos residuos e depende de varios fatores.

Para QASIM & CHIANG (1994), a geracdo do liquido lixiviado é influenciada pelos
seguintes fatores:

e climatoldgicos e correlatos: regime de chuvas e precipitacdo pluviométrica anual,

escoamento superficial, infiltracdo, evapotranspiracdo e temperatura;
¢ relativos aos residuos: composicdo, densidade e teor de umidade inicial;

e relativos ao tipo de disposicdo e operacdo do aterro: caracteristicas da permeabilidade,

idade e profundidade do aterro, conformacéo e cobertura das células, grau de compactacao.

3.2.2 Composicgdo e caracteristicas dos liquidos lixiviados

A composicdo e caracteristicas do liquido lixiviado estdo diretamente associadas ao tipo de

residuo sélido aterrado e a fase na qual se encontra o processo de decomposi¢ao dos residuos.

Conforme descrito pelo IPT (2000), a decomposic¢ao dos residuos solidos urbanos aterrados
ocorre, em sua maioria, pelo processo anaerobio sendo subdividida em trés fases: fase

aerobia, acetogénica e metanogénica.

A fase aerobia possui duracdo média de um més e ocorre com grande liberacdo de calor e
elevacdo da temperatura. O liquido lixiviado produzido nesta fase contém elevada

concentracdo de sais de alta solubilidade, como por exemplo, o cloreto de sddio.

Na fase acetogénica sdo produzidos os compostos organicos simples e de alta solubilidade,
(&cidos graxos volateis) e nitrogénio amoniacal, provocando o abaixamento do pH para
valores entre 4 e 6. Como consequéncia, o carater acido acelera a solubilizacdo dos
inorganicos. Os valores baixos de pH favorecem o aparecimento de maus odores, com a
liberacdo de gas sulfidrico (H,S) e amdnia (NH3), de acordo com LIMA (2002). Portanto,
durante esta fase, o liquido lixiviado apresenta alta DBO, concentracdo de acidos volateis,
nitrogénio amoniacal e metais pesados.
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Por fim, na fase metanogénica os compostos organicos sdo consumidos pelas bactérias
arqueometanogénicas, dando origem ao metano (CH,) e gas carbénico (C0,) e o pH aumenta
para valores entre 6,6 e 7,3. Além disso, é a fase mais sensivel da anaerobiose, qualquer

desequilibrio no sistema afetard o processo de decomposicao.

Como visto, as rea¢fes bioquimicas que ocorrem durante as fases de degradacdo tornam as
substancias quimicas mais suscetiveis ao arraste pelo liquido lixiviado. Por conseguinte, o
liquido lixiviado sofrera variacBes no decorrer desse processo, ou seja, durante cada fase da
decomposicéo e, conforme a idade do aterro, tera caracteristicas diferenciadas. No entanto, na
realidade de um aterro essas fases ndo sdo tdo distintas, pois ha sempre o aterramento de

residuos novos, causando uma grande variabilidade na idade do material disposto.

3.2.3 Aspectos fisico-quimicos dos liquidos lixiviados

3.2.3.1 Parametros fisicos

e Temperatura

A temperatura influencia os processos biologicos, reacdes quimicas e bioquimicas que
ocorrem na agua e também outros processos como a solubilidade dos gases dissolvidos. A
solubilidade dos gases decresce e a dos sais minerais cresce com o0 aumento da temperatura da
agua (MACEDO, 2002). Da mesma forma, a solubilidade dos gases e sais minerais do liquido

lixiviado também sera influenciada pela variacdo da temperatura.

A temperatura tem grande influéncia no crescimento dos microrganismos, uma vez que todos
0s processos de crescimento sdo dependentes de reacdes quimicas, que sdo afetadas pela
temperatura. Alguns microrganismos podem crescer em uma faixa muito maior de
temperatura. Entretanto, esta variacdo pode ser maior para alguns microrganismos que para
outros. Para qualquer microrganismo, as trés temperaturas importantes sdo: temperatura de

crescimento minima, 6tima e maxima.

Sendo assim, a temperatura também influencia o desenvolvimento da microbiota do liquido
lixiviado, pois cada microrganismo possui uma temperatura 6tima de crescimento. Dentre a
microbiota do liquido lixiviado, destacam-se as bactérias acetogénicas e

arqueometanogénicas, cuja temperatura 6tima de crescimento é de 45°C.
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Para BIDONE (2001), a maioria dos microrganismos é mesofila e a temperatura de
crescimento varia de 25° a 45°C. Entre estes estdo 0s microrganismos sapréfitos e os

patogénicos para homens e animais.

e Condutividade

A condutividade elétrica é determinada pela presenca de substancias dissolvidas que se
dissociam em anions e cétions, ou seja, a capacidade de uma substancia em transmitir corrente
elétrica. (MACEDO, 2002). Portanto, caracteriza a capacidade do liquido lixiviado de
conduzir corrente elétrica. Segundo SOUZA (2003), a condutividade decai ao longo do

tempo, em um aterro sanitario.

3.2.3.2 Parametros quimicos

opH

Como qualquer reacdo enzimatica, o0 processo anaerobio é fortemente afetado pelo pH, que é
um dos principais fatores ambientais interferentes no processo e, consequientemente, vai

refletir no predominio da microbiota do liquido lixiviado.

Para SOUZA (2003), o pH do percolado é uma das mais importantes variaveis no controle de
um aterro sanitario, pois através dele é possivel identificar a fase de degradacdo na qual o

liquido lixiviado se encontra.

Segundo CLARETO (1997), a variacdo do pH no chorume pode ser de 3,5 a 9,0. Em
caracterizagdo do liquido lixiviado do aterro sanitario de Bauru/SP, SEGATO e SILVA
(2002) encontraram valores elevados, acima de 7,0.

Além disso, o pH dos liquidos lixiviados varia no decorrer das fases de decomposi¢éo, o0 que
tera implicagdes especificas na solubilizacdo e precipitacdo de determinados poluentes e na
determinacdo do predominio de espécies microbianas. Segundo BIDONE (2001), o pH do

meio varia de 6,5 a 7,0 e ¢é favoravel ao dsenvolvimento das arquemetanogénicas.

e Demanda Bioquimica de Oxigénio - DBO

Para SPERLING (1996), a DBO retrata a quantidade de oxigénio requerida para estabilizar,
por meio de processos bioquimicos, a matéria organica carbonacea. Relaciona-se a uma
oxidacdo bioquimica da matéria organica realizada inteiramente por microrganismos.
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e Demanda Quimica de Oxigénio — DQO

Segundo MACEDO (2002), a DQO avalia a quantidade de OD (mg/L) durante a oxidacdo
guimica da matéria organica. O valor obtido é, portanto, uma indicacdo indireta do teor de
matéria organica presente, sendo Util para detectar a presenca de substéncias resistentes a

degradacao bioldgica.

Do ponto de vista de qualidade, tanto a DBO como a DQO séo fatores importantes a serem
avaliados no liquido lixiviado, ndo somente por indicarem a condi¢do aerdbia ou anaerdbia
desse liquido, mas devido as exigéncias legais dos padrbes de lancamento para estes

parametros.

e Potencial de oxidag&o-reducdo - Eh

O potencial de oxidacdo-reducdo, potencial redox ou simplesmente Eh, é definido como a
tendéncia de um meio em aceitar ou ceder elétrons. A oxidacdo caracteriza-se pela perda de
elétrons e a reducédo pelo ganho de elétrons. Este processo é simultaneo, ou seja, quando uma

substancia libera elétrons (oxida) outra recebe elétrons (reduz).

Segundo PHOLAND & HARPER (1985), o potencial redox se reduz aos menores valores na

fase metanogénica, em um aterro sanitario.

3.2.4 Aspectos normalizadores e legais sobre o langamento de liquidos lixiviados

Em relagdo aos liquidos lixiviados oriundos de aterro sanitario, hd uma exigéncia por parte
dos 6rgdos ambientais quanto ao tratamento e langcamento, mas ainda ndo foi consolidada uma
legislacdo especifica referente aos padrdes de lancamento de liquidos lixiviados, que possa

respaldar as administracdes publicas responsaveis por esta questao.

Especificamente no Estado de Minas Gerais, para o lancamento de liquidos lixiviados de
aterros sanitarios, geralmente sdo obedecidos os padrdes estabelecidos para o langcamento de
efluentes nos corpos receptores. Seguem-se as limitac6es da Deliberacdo Normativa n°.10/86
(DN), do Conselho Estadual de Politica Ambiental (COPAM). Esta deliberacdo estabelece
normas e padrfes para a qualidade das aguas e lancamento de efluentes nas cole¢des de aguas,
além de outras providéncias. Portanto, no caso de lancamento do liquido lixiviado em um
corpo d’agua, deve-se respeitar os padrGes de lancamento do corpo receptor, bem como 0s
padrdes de qualidade da agua do mesmo.
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Ainda referente ao lancamento de liquidos lixiviados, a Deliberagdo Normativa COPAM
n.46/01 alterou o limite de eficiéncia de remo¢do em termos de DBO e DQO, admitindo um
limite maximo de 60 e 90mg/L, respectivamente, ou entdo uma reducdo minima da carga
poluidora em 60%, desde que a qualidade da &4gua do corpo receptor permaneca compativel
com a sua classe de enquadramento. Entretanto, DBO e DQO né&o foram pesquisadas neste

estudo.

Para langamento dos liquidos lixiviados na rede de esgoto, devem ser atendidas as limitacOes
da Norma Tecnica T.187/00 da Companhia de Saneamento de Minas Gerais (COPASA), que
estabelece condicOes e critérios para o lancamento de efluentes liquidos de inddstria na rede

publica coletora de esgotos.

Nas tabelas A.26 e A.27 do anexo sdo apresentados os limites dos padrdes de langcamento no
corpo receptor e na rede coletora de esgoto, para 0s parametros microbioldgicos indicadores
de contaminacdo e fisico-quimicos pesquisados no liquido lixiviado do aterro sanitario de
Belo Horizonte, conforme DN COPAM n.10/86 e Norma Técnica COPASA T.187/00.
Ressalta-se que o liquido lixiviado do aterro sanitario de Belo Horizonte, é langado na rede de

esgoto da Copasa.

Quanto aos parametros fisico-quimicos e microbioldgicos pesquisados, a DN COPAM
n.10/86, somente referencia o pH (6,0 - 9,0) e temperatura (<40°C), os coliformes totais
(ausentes, 1000/100mL - 20000/100mL) e fecais (ausentes, 200/100mL - 4000 /100mL),
cujos limites méximos de lancamento dependem do enquadramento do corpo receptor.

A Norma Técnica COPASA T.187/00 ndo faz nenhuma exigéncia quanto aos parametros

microbioldgicos, somente para os fisicos-quimicos, pH (6,0 - 10,0) e temperatura (<40°C).

3.3 Comisséao de controle de infec¢cdo hospitalar - CCIH

O problema das infec¢des hospitalares tem sido objeto de preocupacéo e estudo, desde o final
dos anos sessenta. Assim, o Ministério da Saude, considerando que as infecgcdes hospitalares
constituem risco significativo a salde dos usuarios dos hospitais, € que sua prevengdo e
controle envolvem medidas de qualificacdo da assisténcia hospitalar, de vigilancia sanitéria,
dentre outras, publicou a Portaria 2616 em 12/05/98, que consta de instru¢des para o controle

e prevencdo das infeccdes hospitalares.
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Com a publicagdo da Portaria 2616/98 foi revogada a Portaria 930 de 27/08/92, também do
Ministério da Saude. Segundo exigéncias da Portaria 2616/98, todos os hospitais do pais,
independente da natureza da entidade mantenedora, deverdo ter Comissdo de Controle de
Infeccdo Hospitalar. Além das comissdes, deverdo também constituir Servigos de Controle de
Infeccdo Hospitalar, compreendendo, pelo menos um medico e uma enfermeira para cada 200

leitos.

A comissdo de controle de infeccdo hospitalar é constituida por grupo interdisciplinar de
profissionais da area de saude, de nivel superior (4rea medica, enfermagem, farmacia,
laboratério e administracdo) formalmente designado para planejar, elaborar, implementar,
manter e avaliar o Programa de Prevengdo e Controle de Infec¢do Hospitalar (PPCIH),
adequado as caracteristicas e necessidades da Unidade Hospitalar. O PPCIH é o conjunto de
acoes desenvolvidas deliberada e sistematicamente, para a maxima reducdo possivel da

incidéncia e da gravidade das infec¢des hospitalares.

Segundo MARTINS (2001), uma das acdes basicas e mais importantes da CCIH é a acéo
educativa, com énfase na conscientizacdo da comunidade hospitalar quanto a importancia da
prevencdo e controle de infecg¢Ges. Para isso, a CCIH deve promover cursos de treinamento
para os profissionais de diversos niveis e setores do hospital e divulgar dados da literatura e,

principalmente da propria instituicdo que confirmem a necessidade do controle de infeccéo.

Portanto, a Portaria 2616/98 reafirmou a importancia da CCIH, bem como a implementacéo
do PPCIH, dado ao aumento crescente das infecgdes hospitalares. O cumprimento desta
portaria, em parte, refelete na qualidade da assisténcia hospitalar, uma vez que a principal
funcdo da CCIH € o planejamento, elaboracdo, implementacdo, avaliacdo e adequacdo das

medidas preventivas e de controle das infecgOes hospitalares.

3.4 Aspectos Microbioldgicos

Neste item serdo abordados alguns principios de microbiologia importantes para o melhor
entendimento da pesquisa, uma vez que a mesma estd diretamente relacionada com a
microbiologia dos liquidos lixiviados de aterros sanitarios. Serdo descritos, por partes,
focando principalmente o grupo de microrganismos objeto desta pesquisa. Primeiramente,
abordar-se-4 a microbiota do corpo humano e, sequencialmente, 0s microrganismos
patogénicos de interesse da Comissdo de Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIH) e os

indicadores de contaminacao ambiental.
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3.4.1 Microbiota normal do corpo humano

Segundo COUTO et al (1999), os varios microrganismos encontrados no corpo humano em

qualquer sitio anatémico sdo denominados microbiota normal. Algumas bactérias sdo

encontradas regularmente em locais anatdmicos particulares, outras estdo presentes so

ocasionalmente ou somente em alguns momentos da vida do hospedeiro. A microbiota normal

diferencia-se entre as varias espécies e € influenciada pelos fatores como idade, sexo, dieta

alimentar e temperatura. Na Tabela 3.2. e na Tabela 3.3 sdo mostradas a microbiota normal

humana e a distribuicdo de algumas bactérias viaveis tanto nos animais como no homem.

Tabela 3.2: Microbiota Normal do Corpo Humano

Local do corpo Microrganismos

Pele Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus sp, difterdides
(Corynebacterium sp.), Propionibacterium, Bacillus sp, Fungos do género Pityrosporum.

Orofaringe Estreptococos anaerobios, Estreptococos aerébios, Epiroquetas anaerdébias, Staphylococcus
epidermidis, Lactobacillus, Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Bacteroides,
Veillonella, Neisseria ndo patogénica, Fungos do género Candida sp.

Célon Cocos anaerobios Gram-positivos (Peptococcus e Peptostreptococcus), Bastonetes
anaerébios gram-positivos (Clostridium, todas as espécies), Lactobacillus, Enterococcus sp.

Vagina Anaerdbios Gram-negativos (Bacteroides, Veillonella), Estreptococos anaerébios
(Peptostreptococcus), Estreptococos aerébios dos grupos B e D, Lactobacillus (bacilo de
Daderlein), Staphylococcus epidermidis, Leveduras (transitorias)

Olhos Staphylococcus epidermidis, Lactobacillus, Haemophilus sp (0,4 a 25%), Streptococcus sp,
Moraxella catarrhalis, Difteréides, Staphylococcus aureus (30%).

Nariz Difterdides, Staphylococcus epidermidis, Estreptococos ndo do grupo A, Staphylococcus
aureus (20% a 80% adulto), Haemophilus sp.

Fonte: MARTINS,

2001

Tabela 3.3: NUmero de bactérias viaveis encontradas nas fezes de animais adultos

(logaritmo de bactérias viaveis por grama de fezes)

Animal Escr:;)rllichla gé?fsgr'%':g Streptococcus | Bacteroides Lactobacilos
Bovinos 4,3 2,3 53 0 2,4
Carneiros 6,5 4,3 6,1 0 3,9
Cavalos 41 0 6,8 0 7,0
Porcos 6,5 3,6 6,4 5,7 8,4
Galinhas 6,6 2,4 75 0 8,5
Coelhos 2,7 0 4,3 8,6 0
Cées 75 8,4 7,6 8,7 4,6
Gatos 7,6 7,4 8,3 8,9 8,8
Ratos 6,8 0 7,9 8,9 91
Homem 6,7 3,2 5,2 9,7 8,8

Fonte: SILVA, 1999
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Embora varios microrganismos sejam constituintes da microbiota normal do corpo humano,
alguns causam doencas a0 homem e sdo 0s principais responsaveis pelas infeccoes
hospitalares, sendo entdo considerados microrganismos patogénicos de interesse médico no
controle de infec¢do hospitalar e outros, além de causarem doengas, sdo também utilizados

como indicadores de contaminacéo.

SOUZA (2003) concluiu que os estudos a respeito da microbiologia de agentes patogénicos
humanos em ambientes naturais foram ampliados mas, mesmo assim, é mais conhecido o
comportamento destes microrganismos em seu ambiente especifico, ou seja, no corpo

humano.

Dada a possibilidade de sobrevivéncia de microrganismos constituintes da microbiota normal
humana, nos RSU e RSS, mesmo ap06s o seu aterramento, é imprescindivel e relevante a
pesquisa destes microrganismos de interesse médico no controle de infeccdo hospitalar, no
liquido lixiviado de células com aterramento de RSU e co-disposi¢cdo de RSU com RSS, para
avaliar o risco biolégico deste liquido e entender o destino destes patdgenos no aterro

sanitario.

3.4.2 Microrganismos patogénicos de interesse da comissao de controle de infeccao

hospitalar

Segundo COUTO et al (1999), os microbiologistas classificam como microrganismos
patogénicos aqueles que causam doencas podendo ser patdgenos primarios, secundarios ou
oportunistas. Os patdgenos primarios sdo aqueles microrganismos que, possuindo
caracteristicas peculiares, sdo capazes por si proprios, independentemente de fatores do
hospedeiro, de provocar doencas infecciosas. Geralmente, sdo causadores de infecgbes
comunitarias e raramente causam infecgbes hospitalares. Os patdgenos secundarios
desenvolvem suas potencialidades patogénicas quando ha um desequilibrio na relacdo

parasito-hospedeiro, principalmente em casos de imunoresisténcia do hospedeiro.

Para SILVA (1999), as infec¢fes podem ser causadas por bactérias, fungos, virus ou parasitas,
podendo ser enddgenas ou exodgenas. Nas infecgdes enddgenas, 0 microrganismo € um
componente da microbiota normal do paciente. As infeccBes enddgenas podem ocorrer
guando o microrganismo é aspirado do trato respiratdrio superior para o inferior ou quando
ele penetra na pele ou em mucosas traumatizadas ou apds processo cirurgico. Por outro lado,

nas infeccBes exdgenas, o microrganismo é adquirido do meio ambiente (por exemplo, do
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solo, &gua, ar, objetos, picada de insetos, etc.) ou de outra pessoa ou animal. Na tabela 3.4
encontram-se relacionados os patogenos causadores de infeccdes hospitalares e a freqliéncia

com que ocorrem.

Tabela 3.4: Frequiéncia de patdgenos causadores de infeccdes hospitalares (em porcentagens)*

Microrganismos 'I'_ra,to_ . S’I'ti(?S Septicemias | Pneumonias | Outros TO(,j(.)S 0s
urinario | cirdrgicos sitios
E. coli 25 8 5 4 4 12
Klebsiella 8 4 5 4 6
Enterobacter 5 7 4 11 4 6
Pseudomonas aeruginosa 11 8 3 16 6 9
Staphylococcus aureus 2 19 16 20 17 12
Staphylococcus (coag. Neg.) 4 14 31 2 14 11
Enterococcus 16 12 9 2 5 10

1 Dados do sistema NNISS (1995 — 1997). Emmori, T.G. & R.P. Gaynes, 1993. An overview of nosocomial infections,
including the role of the microbiology laboratory. Clin. Microbiol. Ver. 6:428-442.

Dentre 0s microrganismos da microbiota do corpo humano de maior interesse médico no
controle de infeccdo hospitalar, destacam-se 0s microrganismos da familia
Enterobacteriaceae, dos géneros Streptococcus, Clostridium, Pseudomonas e Staphylococcus,
0s quais serdo abordados a seguir com enfoque as caracteristicas e metabolismo das espéceis
Escherichia coli, Clostridium perfringens, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus

e grupo Enterococcus.

3.4.2.1 Enterobacteriaceae

Enterobactérias sdo bastonetes gram-negativos, aerobios em sua maioria, que constituem o0s
principais componentes da flora intestinal humana normal, sendo relativamente incomuns em
outros locais do organismo humano. S&o representadas pela Escherichia coli, Klebsiella sp,
Proteus sp, Enterobacter sp, Serratia sp, Citrobacter (MURRAY et al, 1992).

As espécies de enterobactérias causadoras de infeccBes hospitalares incluem E. coli,
Klebsiella sp, Proteus sp, Enterobacter sp e Serratia marcescens, representando 80% de todos
0s bastonetes Gram-negativos e 50% de todas as bacteremias clinicamente significativas
isoladas nos laboratérios de microbiologia. A E. coli destaca-se como responsavel pela
maioria das infeccGes produzidas por este grupo de bactérias, principalmente infeccoes
urinarias, TRABULSI et al (2002).
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A E. coli é um bacilo Gram-negativo, anaerébio facultativo, possui exigéncias nutricionais
simples, fermenta a glicose e é oxidase negativa. E encontrada no solo e na agua decorrente
da presenca de fezes e na microbiota de quase todos os animais de sangue quente, incluindo
0s seres humanos. Tem sido isolada de diversos sitios do corpo humano, causando patologias
como pneumonias, meningites, infec¢bes intestinais e muitas outras. Como parte da
microbiota fecal humana, esse microrganismo tem papel importante na contaminacédo fecal
dos alimentos. Algumas cepas patogénicas de E.coli podem causar diarréias severas em todos
0S grupos etarios e produzir uma potente endotoxina. O tratamento com antimicrobianos
destes pacientes infectados é obrigatdrio, pois caso contrario, a infeccdo pode levar o
individuo a morte (PELCZAR et al, 1996).

As cepas de E. coli que causam diarréia sdo atualmente classificadas em cinco grupos: E. coli
enteropatogénica (EPEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasora (EIEC), entero-
hemorragica (EHEC) e enteroaderente (EAEC). N&o ha um teste bioquimico especifico que as
diferencie das E. coli presentes em amostras fecais normais e devem, portanto, ser
diferenciadas através de provas soroldgicas, com a caracterizacdo dos antigenos somaticos O
e flagelar H das mesmas (SILVA, 1999).

Ressalta-se que a presenca de E. coli em amostras de agua, solo, alimento e demais amostras
ambientais indica poluicdo fecal; portanto, € utilizada como microrganismo indicador de

contaminacéo fecal.

3.4.2.2 Clostridium

Os clostridios séo bactérias que vivem em habitats anaerébios onde componentes organicos
estdo presentes, incluindo solo, 4guas paradas e o trato intestinal de animais. Sdo capazes de
fermentar uma ampla variedade de compostos organicos. Como produtos finais de seu
metabolismo podem produzir acido butirico, acido acético, butanol, acetona e ainda grandes
guantidades de gases (CO; e H,) durante a decomposi¢do de aclcares. Os clostridios também
produzem uma ampla gama de enzimas extracelulares para degradar grandes moléculas no
meio ambiente em componentes fermentéveis. Por isto, ttm uma funcdo na biodegradacdo e
no ciclo do carbono. Em infec¢des anaerdbias por clostridios, estas enzimas tém importante

papel na invaséo e na patologia propriamente dita (SILVA, 1999).

A maioria das espécies de clostridios € saprofita e uma pequena parte deles é patogénica para

0 homem - C. tetani, C. botulinum e C. perfringens. As espéceis C. tetani e C. botulinum
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produzem as mais potentes toxinas biolégicas conhecidas que afetam o homem, sendo
responsaveis pelo tétano e pelo botulismo respectivamente, devendo sua viruléncia quase que

inteiramente ao poder letal das toxinas (SILVA, 1999).

O C. perfringens ¢ um bacilo anaerébio, Gram-positivo, formador de esporos, com
temperatura de crescimento na faixa de 20 a 50°C e 6tima a 45°C, encontrado comumente no
solo, &gua contaminada por fezes e na flora normal do trato gastrointestinal de animais e seres
humanos (Instituto de Tecnologia de Alimentos/ITAL, 2000).

C. perfringens é a espécie de clostridio freqlientemente isolada de amostras clinicas, podendo
estar associado a colonizacdo simples ou causar doenca grave ou letal. Produz uma enorme
quantidade de enzimas de invasdo e exotoxinas, que infectam feridas e levam a gangrena
gasosa, além de causar também infeccdes uterinas, bacteremia e enterite necrosante. Além
disso, produz uma enterotoxina que é uma importante causa de intoxicacdo alimentar, quando
encontrada em alimentos enlatados inadequadamente esterilizados. A contaminagdo ocorre
pela ingestdo da célula vegetativa que, ap6s ingerida, desenvolve-se no intestino humano

liberando a toxina e causando a intoxicacdo (SILVA, 1999).

Além da importancia clinica, tem sido recomendada a sua utilizacdo como complemento aos
indicadores de contaminacdo fecal em agua, pois sua incidéncia no meio aquatico esta
constantemente associada aos dejetos humanos, sendo sua presenga comum em fezes, esgotos

e aguas poluidas.

3.4.2.3 Streptococcus

O género Streptococcus € representado por um conjunto heterogéneo de bactérias Gram-
positivas, em formas de cocos que fazem parte da microbiota normal do homem e de muitos
animais. Muito deles sdo responsaveis por uma variedade de manifestacdes clinicas, sendo
considerados importantes agentes infecciosos tanto para 0 homem quanto para 0s animais.
Entre as doencas humanas, causam escarlatina, febre reumatica, glomerulonefrite e a
pneumonia (MURRAY et al, 1992).

A classificagdo dos Streptococcos tem sido baseada amplamente na identificacdo de
sorogrupos a partir de componentes da parede celular destas bactérias. Os principais
microrganismos do género que causam infeccdes em humanos sdo S. pyogenes e S.
pneumoniae e as espécies de Enterococcus do grupo D Enterococcus faecalis e Enterococcus
faecium (MURRAY et al, 1992).
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O grupo dos estreptococos fecais engloba espécies de Streptococcus e Enterococcus do grupo
sorologico D de Lancefield, que ocorrem em grande quantidade nas fezes humanas e de
outros animais e tém o trato intestinal como habitat natural. Sdo bactérias laticas na forma de
cocos ou cocobacilos em pares ou cadeias, Gram positivas, imdveis, catalase negativos e
anaerobios facultativos, cujas principais caracteristicas diferenciais sdo a capacidade de
hidrolisar a esculina, crescer a 45°C e na presenca de 40% de bile. O grupo de Enterococcus é
um subgrupo dos estreptococos fecais e inclui as espécies reclassificadas para 0 novo género
Enterococcus, capazes de crescer a 10°C, pH 9,6 e na presenca de 6,5% de NaCl. As
principais especies que compdem estes dois grupos, bem como suas caracteristicas,

encontram-se sumarizadas na Tabela 3.5.

Tabela 3.5: Principais caracteristicas das espécies que compdem o grupo dos estreptococos
fecais e Enterococcus

Grupo dos estreptococos fecais

Caracteristica Grupo dos Enterococcus S. S.
E. faecalis* | E. faecium* | E.avium* | E. gallinarium* bovis | equinus

Catalase - - - - - -
(éirleesumento em 40% + + + N . N
Hidrolise da esculina + + + + + +
Crescimento a 45°C + + + + + +
ﬁ;eélcmento em 6,5% + + N N ) )
Crescimento a 10°C + + + + - -

* Anteriormente classificadas no género Streptococcus, foram reclassificadas no novo género Enterococcus.
Fonte: ITAL, 2000

3.4.2.4 Staphylococcus

As bactérias pertencentes ao género Staphylococcus sdo patdgenos humanos amplamente
distribuidos na natureza e fazem parte da microbiota normal da pele e mucosas de mamiferos
e aves. Atualmente, o género Staphylococcus é composto por cerca de 27 espécies, sendo que
algumas espécies sao frequentemente associadas a uma variedade de infeccdes de carater
oportunista em seres humanos e animais. Entre elas, destacam-se, em patologia humana, as
espécies Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus e
Staphylococcus haemolyticus (MURRAY et al, 1992).

Tradicionalmente, os estafilococos sdo divididos em duas categorias com base na sua

habilidade de coagular o plasma (reacdo de coagulase) - estafilococos coagulase positivos e

Programa de Pés-graduacéo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG 29



coagulase negativos. Entre os coagulase positivos, o Staphylococcus aureus representa a
especie geralmente envolvida em infeccbes humanas, tanto de origem comunitaria quanto
hospitalar. As espécies coagulase negativas, denominadas como SCN, sdo hoje também
consideradas como importantes causas de infeccdo, particularmente no ambiente hospitalar,
em pacientes com as defesas organicas comprometidas ou portadores de corpos estranhos, tais
como proteses, catéteres e enxertos sintéticos. Praticamente quase todas as pessoas possuem

estafilococos coagulase-negativa em sua superficie cutanea (SILVA, 1999).

Staphylococcus aureus (coagulase-positivo) sdo cocos Gram-positivos que formam grupos de
cocos em forma de cachos. Sdo catalase positivos e sdo suscetiveis a elevada temperatura,
assim como a desinfetantes e solugBes anti-sépticas. Sdo encontrados na orofaringe, trato
gastrointestinal e trato urogenital sendo transportados na superficie cutdnea e na nosofaringe
(TORTORA et al, 2000).

Os S. aureus causam doencas devido a produc¢do de toxinas ou invasdo direta e destruicdo do
tecido, além de serem os agentes mais comuns de infec¢cdes piogénicas (formacao de pus) que
podem se localizar na superficie da pele ou em regides mais profundas. As infeccBes da pele
recebem diferentes designacdes, tais como: foliculite, furinculos, carbinculos, conjuntivites,
celulites, impetigo, sindrome da pele escaldada, de acordo com a localizacdo e outras
caracteristicas. As infec¢bes profundas sdo de carater mais grave e ocorrem, particularmente
em individuos debilitados devido a doencas cronicas, ferimentos traumaticos, queimaduras ou
imunocomprometidos. Estas infecgbes incluem pneumonias, abcessos profundos,
osteomelites, endocardites, flebites, mastites, meningite e artrite bacteriana. Causam também,
intoxicacdo alimentar devido a ingestdio de alimento contaminado pelas toxinas
estafilococicas A, B, C, D, E, sendo a enterotoxina A mais associada a intoxicacao alimentar
(MARTINS, 2001).

A transferéncia do S. aureus para um individuo suscetivel pode ser através de contato direto,
de fbmites (objetos inanimados contaminados) ou devido a ingestdo de alimentos
contaminados. Desta forma, por ser comumente encontrado na flora humana e ser o agente
principal das infeccfes estafilocdcicas humanas, uma das formas de evitar sua transferéncia
para os alimentos, pacientes ou entre 0s pacientes, e prevencao da infec¢do é a adocdo do
simples habito de lavar adequadamente as maos antes de manipular os alimentos, antes e apds

0 atendimento aos pacientes.
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3.4.2.5 Pseudomonas

O género Pseudomonas é representado por bacilos Gram-negativos retos ou ligeiramente
curvos, em pares ou cadeias curtas que produzem citrocromo oxidase. Uma das principais
caracteristicas das Pseudomonas ¢é a producdo de um ou mais pigmentos (piocianina/verde,
fluoresceina/amarelo ou piorrubina/vermelho-marrom), pela maioria das cepas, embora
algumas cepas sejam apiogénicas. Possuem também odor caracteristico, adocicado,
semelhante a uva e algumas cepas tém aparéncia mucoide devido a abundancia de uma
capsula de polissacaridio (MURRAY et al, 1992).

O género Pseudomonas possui mais de 130 espécies, a maioria delas saprofitas, sendo que
varias espécies sao associadas as infeccdes humanas e, dentre elas, destaca-se a Pseudomonas
aeruginosa (SILVA, 1999).

A P. aeruginosa é um microrganismo ubiguo, de vida livre e muito encontrado em ambientes
umidos. Quanto a obtencdo de energia, € uma bactéria aerébia ndo fermentadora que obtém a
sua energia de processos oxidativos de carboidrato. Embora seja capaz de usar mais de 75
compostos organicos diferentes, ela pode crescer em meios de cultura contendo somente
acetato como fonte de carbono e sulfato de am6nio como fonte de nitrogénio. Além disso,
apesar de ser aerobia, pode crescer anaerobiamente em algumas circunstancias, usando o
nitrato como aceptor de elétrons. Este microrganismo cresce bem em temperaturas variando
de 25 a 37°C, mas cresce lentamente em temperatura muito baixas ou muito altas. No entanto,
a habilidade de crescer a 42°C a diferencia de muitas outras espécies de Pseudomonas
(SILVA, 1999).

Reconhecida como patégeno oportunista, raramente causa doenga em individuos sadios.
Entretanto, € uma ameacga para pacientes hospitalizados e tem sido isolada com elevada
freqiiéncia em infeccbes associadas a pacientes imunodeprimidos. Existe uma grande
incidéncia destas infeccdes em pacientes idosos, criangas, pacientes de UTI (Unidade de
Terapia Intensiva) e pacientes com doengas de base graves como, por exemplo, queimaduras
extensas, trauma cirurgico em consequiéncia de cirurgias muito extensas, viciados em drogas,
alcoolismo, fibrose cistica, diabetes, tumores malignos, pneumonia e outras condic¢des
debilitantes. As principais infec¢fes causadas pela P. aeruginosa sdo: bacteremia,
endocardite, traqueobronquite, broncopneumonia, otite, infec¢des nas feridas por queimadura,

infeccBes urinarias, gastroenterites e septicemias fatais em criancas (MURRAY et al, 1992).
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Além de sua versatilidade nutricional, a P. aeruginosa resiste a altas concentragdes de sal,
corantes, muitos anti-sépticos e aos antibidticos mais comumente utilizados. Estas
propriedades ajudam a explicar sua natureza ubiqua e contribuem para a sua alta incidéncia
em infeccbes hospitalares. A alta mortalidade associada a estas infecgbes deve-se a
combinacdo de fatores como defesas enfraquecidas do hospedeiro, resisténcia bacteriana a
maioria dos antibioticos e producdo de enzimas extracelulares e toxinas (MURRAY et al,
1992). Alguns fatores de viruléncia associados as Pseudomonas podem ser verificados na
Tabela 3.6.

Tabela 3.6: Fatores de viruléncia associados a Pseudomonas

Fator de viruléncia Efeito bioldgico

Fimbrias Aderéncia ao epitélio respiratdrio

Cépsulas de olissacarideos | Aderéncia ao epitélio traqueal, antifagécitico

Endotoxina Febre, choque, oliguria, leucopenia ou leucocitose; coagulagéo
intravascular disseminada; anormalidades metabdlicas

Exotoxina A Inibicdo da sintese protéica

Exoenzima S Inibicdo da sintese protéica

Elastase Lesdo do tecido vascular, inibigdo da funcdo dos neutrofilos

Protease alcalina Lesdo tecidual, anticomplementar, inativacdo da IgG, inibicdo da
funcdo dos neutrofilos

Fosfolipase C Lesdo tecidual

Leucocidina Inibicdo da fungdo dos neutrdfilos e linfocitos

Fonte: MURRAY et al, 1992

Baseado em estudos que tém demonstrado que a presenca de Pseudomonas aeruginosa pode
causar surtos de gastroenterites veiculadas pela agua e interferir em processos industriais,
particularmente nas industrias farmacéuticas devido & sua capacidade de formar limo,
recomenda-se a inclusdo de sua pesquisa como exame complementar para avaliacdo da
qualidade de &guas destinadas ao abastecimento puablico e, principalmente, de &guas
recreacionais, de acordo com a Companhia de Tecnologia e Saneamento/CETESB (1993) e o
ITAL (2000).

Sendo assim, a pesquisa de Pseudomonas aeruginosa é relevante por se tratar de um patégeno
oportunista e da falta de correlagdo entre sua presenca e a de outras bactérias indicadoras de
contaminagdo fecal. Adicionalmente, tem sido causadora de problemas nos centros de

hemodialise.

Conforme BIDONE (2001), os microrganismos Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e

Staphylococcus aureus sdo de grande interesse médico-sanitario por serem os grandes
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causadores de infeccdo hospitalar, além de ser os mais comumente encontrados em analises
microbiologicas dos RSS, o que justifica a importancia de pesquisar a sua sobrevivéncia nos

liquidos lixiviados de aterro sanitario.

Embora o tratamento terapéutico e procedimentos higiénicos adequados sejam essenciais para
evitar a disseminacao de varias infecgdes, a questdo sanitaria também é fator primordial para a
prevencdo das mesmas. Dentre estas questdes sanitérias, destaca-se 0 gerenciamento
adequado dos residuos, uma vez que estudos constataram a presenca destes microrganismos
nos RSU e RSS.

Ressalta-se que muitas das infeccBes bacterianas sdo tratadas com antibidticos. Assim,
aborda-se-4 o historico dos antimicrobianos, bem como sua classificagdo e resisténcia
bacteriana aos mesmos, visando o melhor entendimento da avaliacdo da susceptibilidade

bacteriana aos antimicrobianos, que é um dos objetivos desta pesquisa.

3.4.3 Antimicrobianos e resisténcia bacteriana aos antimicrobianos

Segundo MARTINS (2001), embora o uso de substancias quimicas no tratamento de doencas
infecciosas seja tdo antigo quanto a humanidade, somente a partir do seculo XVI, com o
desenvolvimento da alquimia, as drogas medicinais passaram a ser obtidas através de

laboratérios.

Os estudos referentes aos antimicrobianos iniciaram-se em 1935, quando da descoberta da
acdo do azo vermelho protosil que protegia camundongos contra infeccdes estreptococicas
sistémicas e curava pacientes com estas infeccdes. A partir desta data com a descoberta do
processo semi-sintético na obtencdo de penicilinas e derivados da sulfanilamida tornou-se

possivel a quimioterapia das infec¢des sistémicas (MURRAY et al, 1992).

A demonstracdo da atividade terapéutica das sulfonamidas contra as infec¢bes bacterianas
sistémicas representou um grande avan¢o nos anos 30. A seguir houve importantes avancos
na quimioterapia das infeccGes bacterianas e posteriormente, nas décadas de 40 e 50, foram
desenvolvidas a estreptomicina e tetraciclinas, seguidas pelos aminoglicosidios, penicilinas
semi-sintéticas, cefalosporinas, quinolonas e outros antimicrobianos que aumentaram a

variacdo e eficacia da quimioterapia das infec¢oes sistémicas (MARTINS, 2001).
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Segundo SILVA (1999), os antibidticos podem ser classificados conforme a sua origem,

efeito antimicrobiano, espectro e mecanismos de agéo:

Origem

e Naturais: sdo obtidos a partir de fungos e bactérias;
e Sintéticos: sdo obtidos totalmente por sintese quimica, em laboratérios;

e Semi-sintéticos: obtidos por modifica¢Bes quimicas de antimicrobianos naturais

Efeito

e Bacteriostaticos: inibem o crescimento do microrganismo;

e Bactericidas: sua ac&o € letal sobre 0 microrganismo, causando sua morte.

Espectro de atividade

e Amplo: atuam sobre um grande nimero de espécies (bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas);
e Intermediario: atuam sobre um namero limitado de microrganismos;

e Reduzido: atuam sobre um pequeno nimero de espécies (bactérias selecionadas).

Mecanismo de acéo

¢ Inibicdo da sintese da parede celular;
e Alteracdo da permeabilidade celular;
¢ Inibig&o da sintese protéica;

¢ Inibicdo da sintese de &cidos nucléicos (DNA e RNA).

Um dos fatores que determinam o potencial de utilizacdo de um antibiotico € a sua eficacia
gue, conseqlentemente, esta diretamente relacionada com o seu espectro de acdo (velocidade

de acdo, susceptibilidade do alvo microbiano e efeitos colaterais no hospedeiro).

Quanto ao espectro de acdo, os antibioticos de amplo espectro tém uso preferencial em
relacdo aos de espectro reduzido, pois atuam contra uma grande variedade de bactérias. Na
Tabela 3.7 sdo apresentados os antibidticos com o0s respectivos espectros de agdo, dando
énfase aqueles comumente utilizados na quimioterapia das infecgdes causadas por

Pseudomonas aeruginosa ou Staphylococcus aureus.
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Tabela 3.7: Classificacdo dos antibidticos e espectro de acéo

Grupo Subgrupo \ Antibiotico Espectro de Agéo

Carboxipenicilinas (carbenicilinas): Espectro de
acdo semelhante ao das aminopenicilinas, tém
atividade  também  contra  Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter sp e Proteus indol-

Carboxipenicilinas

positivo.
_ Excelente espectro para bactérias Gram-
32 Cefotaxima | negativas (enterobactérias, Pseudomonas
x Cefixima aeruginosa, Acinetobacter, Neisseria sp e
geracéao . Al ~
Cefriaxona | Haemophilus influenzae) e pequena acdo contra
Betalactamico . bactérias Gram-negativas.
. Cefalosporinas - -
Semi-sintéticos ) Ativa para Gram-negativos e com espectro de
42 Cefepime | acdo aumentado para Citrobacter, Enterobacter,
x Cefipirona | Serratiae, = Pseudomonas  produtoras  de
geracéao . o
betalactamases por via cromossémica. Atuam em
Gram positivos com exce¢do dos Enterococcus.

Imipenem: cocos Gram-positivos e Gram-
negativos, bacilos Gram-negativos e anaerébicos.
Meropenem: apresenta menos risco  de
convulsbes; mais indicado em recém nascidos e
pacientes com histéria de crises convulsivas.

Imipenem

Carbapenémicos
Meropenem

Gentamicina | Gentamicinas: Espectro de agdo: bacilos Gram-
negativos aerdbicos e facultativos dentre eles
Pseudomonas  aeruginosa,  Staphylococcus
aureus e Staphylococcus sp. (coagulase-negativo)

Aminoglicosideos .
1noglicos! Né&o tem subgrupo Tobramicina

Netilmicina

Ciprofloxacina | Ciprofloxacina: classe de amplo espectro; é ativa
Pefloxacina contra enterobactérias e outros bacilos Gram-
negativos, inclusive Pseudomonas aeruginosa,
cocos Gram-positivos e Gram-negativos.

Ofloxacina
Né&o tem subgrupo Lomefloxacina
Levofloxacina
Sparfloxacina

Quinolonas

Fonte: Adaptado de MARTINS, 2001

Com a utilizacdo dos antibioticos nos processos infecciosos, acreditou-se que as doencas
infecciosas deixariam de ser um problema. Entretanto, este uso tem sido frequentemente
limitado pelo aparecimento de patdgenos resistentes aos mesmos (TRIEU-CUT et al, 1987).
Foram sintetizados outros antibiéticos, mas sempre estdo surgindo bactérias que apresentam

resisténcia aos novos medicamentos.

3.4.3.1 Resisténcia bacteriana a drogas

A resisténcia bacteriana é caracterizada como um fenémeno genético, relacionado a existéncia
de genes contidos em microrganismos, 0s quais codificam diferentes mecanismos
bioquimicos, impedindo a acdo de diversos farmacos. A resisténcia pode ser natural quando
0s genes de resisténcia fazem parte do codigo genético do microrganismo ou adquirida,
guando os genes de resisténcia ndo estdo normalmente presentes nos codigo genético
(TAVARES, 2001).
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Na atualidade, a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos tornou-se um problema mundial e
sua dimensdo vai além dos hospitais. Em recente Simpoésio sobre o tema, varios estudos
relataram que, tanto na agropecudria como na veterinaria, as bactérias desenvolvem
resisténcia aos antibidticos, ap6s um determinado tempo de uso dos mesmos (Il Simpoésio de

Resisténcia Bacteriana aos Antimicrobianos, 2003).

Desta forma, 0 aumento de bactérias resistentes é devido, em parte, ao elevado consumo de
antibioticos tanto na medicina humana, quanto na veterinaria. Segundo ANDREOTTI (2003),
0 uso de antimicrobianos na producdo animal, potencialmente seleciona linhagens de
bactérias resistentes aos antibidticos que podem ser transferidas ao ser humano via digestdo de

alimentos e agua contaminada.

Corroborando com o autor acima, BRITO (2003) afirmou que, assim como na medicina
humana, o uso de antibidticos nos animais causa aumento de resisténcia tanto em bactérias
patogénicas quanto nas bactérias da flora enddgena. Bactérias resistentes dos animais podem
causar doencas no homem pelo contato direto ou via produtos alimentares de origem animal.
Estas bactérias resistentes podem colonizar o homem e transferir resisténcia a outras bactérias

da microbiota humana.

Adicionalmente, genes de resisténcia a agentes antimicrobianos podem ocorrer em populagdes
bacterianas e serem disseminados de um ecossistema para outro. Genes resistentes a
determinados antibioticos primeiramente descritos em bactérias especificas de seres humanos
foram encontrados em espécies de microrganismos especificos de animais e vice-versa,

sugerindo que populacdes bacterianas podem compartilhar e trocar estes genes (ASM, 1999).

Para vérios pesquisadores, alguns fatores vém contribuindo significativamente para o aumento
da resisténcia dos microrganismos aos agentes microbianos, tanto na area hospitalar como na
pecuaria e na veterinaria (ANDREOTTI, 2003; BRITO, 2003; FERNANDES, 2000). Dentre
estes fatores destacam-se:

0 uso irracional de antimicrobianos;

0 emprego inadequado de técnicas diagndsticas e terapéuticas que quebram as barreiras

naturais de defesa do hospedeiro;

a ndo observancia de normas simples de prevencdo da transmissao de infecgoes;

uso de antibidticos falsificados, principalmente nas areas mais carentes;
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e a preferéncia dos profissionais de salde para o emprego das drogas mais novas, caras e de

amplo espectro, causando maior pressao seletiva;
e as estratégias publicitarias estimulando o consumo e prescri¢do dos novos antibidticos;

e deficiéncia na formacdo dos profissionais de saude e, obviamente, dos varejistas que

acabam por indicar ou fornecer livremente medicamentos;

e a utilizagdo de antibiGticos na pecuéria, suinocultura e avicultura para prevenir e tratar

infecgdes bacterianas e como aditivo alimentar em racgdes, para melhorar o ganho de peso;

e a utilizagdo de antibioticos na protecdo de plantas (horticultura e agricultura) e na

preservacao e conservagao de alimentos;

e aampliacdo do comércio internacional de animais e dos alimentos deles derivados.

A resisténcia apresentada pelos microrganismos esta relacionada com a sua sobrevivéncia.
Desta forma, 0s microrganismos patogénicos desenvolveram mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos e, segundo MARTINS (2001), os principais mecanismos de resisténcia

bacteriana séo:
e sintese de enzimas;

e reducdo da incorporacdo do antibiético por diminuicdo da permeabilidade ou por efluxo
ativo da droga;

e alteracdo do alvo de acdo do antibidtico.

Os mecanismos de resisténcia tém sido identificados e descritos para todos os antimicrobianos
conhecidos e disponiveis para uso humano e veterinario, em especial, para 0s modernos
antibioticos como cefalosporinas, aminoglicosidios e fluorquinolonas (MCDERMONTT et al,
2002).
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Na Tabela 3.8 estdo relacionados os antibidticos e respectivos mecanismos de resisténcia nos

quais estdo envolvidos.

Tabela 3.8: Principais antibidticos e mecanismos de resisténcia envolvidos

Antibidticos Mecanismo de resisténcia envolvido
Betalactdmicos: penicilinas, cefalosporinas, carbapénicos
Aminoglicosideos Inativacdo enzimatica
Cloranfenicol
Betalactamicos (proteinas ligadoras de penicilinas)
Aminoglicosideos (proteinas ribossdémicas)
Quinolonas (DNA girase)
Macrolideos (RNA ribossdmico)
Aminoglicosideos
Quinolonas
Betalactamicos
Cloranfenicol
Quinolonas
Tetraciclinas

Fonte: Adaptado de MARTINS, 2001

Alteracdo do sitio de acdo

Diminuicdo da permeabilidade

Promoc&o de efluxo

3.4.3.2 Resisténcia bacteriana dos microrganismos de interesse médico

Vérios relatos na literatura médica tém documentado as altas taxas de resisténcia a
antimicrobianos detectadas em algumas espécies de microrganismos. Cepas multirresistentes
sdo isoladas com certa frequéncia, causando sérios problemas terapéuticos. Dentre estes

microrganismos, destacam-se Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.

Quanto ao conceito de multirresisténcia bacteriana frente aos antimicrobianos, ndo existem
critérios bem estabelecidos. Segundo OLIVEIRA et al (1998), os critérios mais amplamente
utilizados sdo a resisténcia apresentada a duas ou mais drogas de classes farmacoldgicas
distintas, ou a apenas uma droga para qual 0s microganismos sdao normalmente sensiveis.
Além disso, as cepas de amostras clinicas que apresentam suceptibilidade intermediarias aos

antimicrobianos, em caso de surtos ou epidemias, sdo consideradas resistentes.

Desta forma, cada instituicdo define os critérios utilizados na caracterizacdo de
microrganismos multirresistentes. Assim sendo, OLIVEIRA et al (1998) ressaltaram pela
importancia clinica e pelo risco potencial que representam em caso de surgimento de
epidemias tanto hospitalares como comunitarias, as seguintes associacfes de

microrganismos/resisténcia a antibioticos:

Programa de Pés-graduacéo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG 38



e Staphylococcus coagulase-negativo, resistente a analogos da meticilina;
e Staphylococcus aureus, resistente a meticilina e analogos;

e Enterobacter sp, resistente a ceftazidima;

e Pseudomonas aeruginosa, resistente ao imipenem;

e Pseudomonas aeruginosa, resistente a ceftazidima;

e Enterococcus resistente a vancomicina;

e Escherichia coli, resistente a ciprofloxacina;

e Escherichia coli, resistente a ceftazidima.

O Staphylococcus aureus vem desenvolvendo resisténcia crescente aos antimicrobianos
comumente utilizados para seu tratamento, podendo ser mediada por cromossomas ou
plasmideos. Nos hospitais a questdo de resisténcia bacteriana toma dimensdes draméticas com
o0 S. aureus resistentes a meticilina/oxacilina (MRSA), Enterococcus VVancomicina Resistente
(VRE) e as gram negativas multirresistentes (FERNANDES et al, 2000). Conforme SILVA
(1999), cepas de S. aureus resistentes a meticilina/oxacilina (MRSA) e de S. aureus com
sensibilidade reduzida a vancomicina (VISA) infectam pacientes hospitalizados. A

colonizagdo pelo MRSA é longa, com relatos de mais de um ano de persisténcia.

Segundo MENDES et al (2001), a Pseudomonas aeruginosa tem se caracterizado por
apresentar resisténcia a diversos agentes antimicrobianos. Varios fatores sdo responsaveis pela
resisténcia observada nesta bactéria, destacando-se a permeabilidade da parede celular,
inativacdo por B-lactamases (cromossomiais ou plasmidiais), afinidade por PBPS ou

combinacdo destes fatores.

Bactérias tém sofrido mutacdes e adquirido novos genes localizados em elementos genéticos
moveis tais como: plasmideos, transposons, integrons ou cassetes, produzindo novos
mecanismos para superar a acdo de muitos antibioticos. O uso extensivo e 0 mau uso dos
antibidticos tém causado forcas poderosas na selecdo das bactérias. Recentemente, varias
cepas resistentes a novos antibidticos tém sido isoladas de pacientes em todo o mundo
(PILAI, 2001).

Assim, a possibilidade de disseminacdo de bactérias resistentes entre diferentes paises, as

relacdes entre resisténcia e viruléncia e os respectivos efeitos sobre a evolucdo bacteriana,
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aliados com a dificuldade da industria em desenvolver novos antimicrobianos na velocidade
em que a resisténcia se estabelece, sdo constatacfes que fazem do controle da resisténcia um
enorme desafio (VIEIRA, 2003).

Além da utilizacdo dos antibidticos, o descarte inadequado de medicamentos nos RSS, nos
RSU e/ou nos efluentes hospitalares, aliado a presenca de linhagens resistentes a antibidticos
nestes efluentes, também contribui para a disseminacdo de bactérias resistentes no ambiente
(SANCHES, 1988; SCHIO, 2001).

ORTOLAN et al (2002) reafirmaram que a presenca de linhagens multiresistentes pode
representar risco a saude publica se atingirem o sistema de abastecimento de agua. Desta
forma, a circulacdo de genes de resisténcia nas aguas representa um fator de risco para 0s
usuarios e para os consumidores destas aguas, uma vez que o gene das linhagens

multiresistentes pode atingir o homem via direta ou indireta.

Salienta-se que, apesar dos residuos serem dispostos de forma adequada, os microrganismos
patogénicos resistentes presentes nos RSU e RSS podem sobreviver as condi¢cdes ambientais
adversas de um aterro e serem levados pelo liquido lixiviado para outras fontes de

contaminacédo, em especial a agua.

Ademais, como ja mencionado, o isolamento de cepas de microrganismos resistentes deixou
de ser um problema localizado nos ambientes hospitalares, para tornar-se um fendémeno de

maior abrangéncia, inclusive na area ambiental.

O uso excessivo de antimicrobianos favoreceu a selecdo de organismos resistentes, que vém
se disseminando rapidamente, em diversos ambientes. Assim sendo, a disseminagdo e o
crescente aumento da resisténcia bacteriana tornou-se uma questdo emergente de saude
publica, justificando-se a necessidade de conhecer a susceptibilidade dos microrganismos
comumente causadores de infec¢des hospitalares (Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus

aureus) isolados do liquido lixiviado de aterro sanitario.

3.4.4 Microrganismos indicadores de contaminagao

Como abordado nos itens 3.4.1 e 3.4.2. que discorrem a respeito das caracteristicas e
metabolismo dos microrganismos da microbiota humana, o grupo coliformes, Enterococcus e

a espécie Clostridium perfringens, sdo utilizados como indicadores de contaminagdo fecal,
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pois normalmente habitam o trato gastrointestinal de humanos e de outros animais, além de

estar presentes em suas fezes.

Ademais, os parametros microbiolédgicos para o langamento de liquidos lixiviados em Minas
Gerais, baseiam-se nos indicadores coliformes totais e fecais, cujos limites sdo contemplados
na DN COPAM n.10/86.

Segundo VON SPERLING (1996), as razdes pelas quais os coliformes sdo indicadores de
contaminacdo fecal devem-se ao fato de apresentarem-se em grande numero nas fezes
humanas e de animais de sangue quente, possuirem resisténcia similar a maioria das bactérias

patogénicas e as técnicas para sua deteccdo serem mais rapidas.

Para BASTOS et al (2000), usualmente, o grau de contaminagdo das aguas é avaliado com
base na densidade de organismos indicadores - coliformes totais (Escherichia coli,
Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella) e termotolerantes — partindo-se do pressuposto de que

h& uma relacdo semi-quantitativa entre estas bactérias e a presenca de patdgenos.

Além do grupo dos coliformes, recomenda-se a utilizacdo de outros microrganismos como
indicadores. Normalmente, o género Enterococcus € utilizado para complementar parametros
de qualidade ambiental e melhorar os laudos microbiologicos no sentido de definir tanto a
poluicdo fecal quanto a possibilidade de sua origem (humana ou animal), CHARRIERRE et
al (1994). Este grupo apresenta maior resisténcia aos diversos processos de tratamento de
esgoto, em comparagdo com os coliformes fecais e permite uma correlacdo mais direta com a
sobrevivéncia de virus ( ITAL, 2000).

A deteccédo da espécie Clostridium perfringens também é recomendada como complemento a
outros parametros indicadores de qualidade ambiental, devido a sua capacidade de esporular e
apresentar excepcional longevidade em agua e as mais adversas condi¢des do meio ambiente,
ITAL (2000). Adicionalmente, apresenta grande resisténcia aos desinfetantes e aponta sobre
contaminag0es fecais mais remotas que aquelas indicadas pela presenca de E. coli, MURRAY
et al, 1992). Sendo assim, pode assegurar auséncia de microrganismos patogénicos de menor

persisténcia que esta especie.

Segundo DUTKA & KAMEL (1988), varios registros vém demonstrando que os coliformes
ndo tém apresentado relacbes com outros microrganismos patogénicos ou indicadores de sua

presenca. Da mesma forma, a Organizacdo Mundial de Saude/OMS (1995) chamou atencéo
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para o fato de que o grupo dos coliformes totais inclui espécies de origem ndo exclusivamente

fecal, podendo estes ocorrer naturalmente no solo, na &gua e em plantas.

Complementando a abordagem do autor acima, CERQUEIRA & SA HORTA (1999) relataram
que num futuro proximo devem ser padronizadas e simplificadas as técnicas de deteccdo e
identificacdo de outros parametros microbioldgicos para as fungdes similares atribuidas aos

coliformes fecais.

Entretanto, quanto a presenca de indicadores de contaminacdo ambiental nos liquidos
lixiviados de aterro sanitario, COOPER et al (1975) constataram que a concentragdo destes
microrganismos foi superior nos liquidos lixiviados oriundos de lisimetros que simularam a
disposicao dos residuos solidos em aterro sanitario, do que a encontrada nos que simularam a
disposicdo dos residuos solidos em lix6es. Os autores avaliaram a concentracdo destes

microrganismos, durante 20 semanas.

Desta forma, pressupondo-se que o liquido lixiviado pode carrear e veicular microrganismos
provenientes dos RSU e RSS, e considerando estudos que sugerem a inclusdo de outros
pardmetros microbiol6gicos na avaliagdo da qualidade ambiental, torna-se necessario avaliar o
potencial de contaminacdo desse liquido, levando-se em consideracdo outros parametros
indicadores de contaminacdo, inclusive parametros de interesse no controle de infeccdes

hospitalares, como a Pseudomonas aerguinosa e o S. aureus.

3.4.5 Aspectos microbioldgicos dos RSU, RSS e liquidos lixiviados de aterros sanitérios

A preocupacdo da sociedade com o potencial risco biolégico dos RSS advém da sua
composicao heterogénea que inclui substancias infectantes e materiais perfuro-cortantes, além

da suposta capacidade dos mesmos em transmitir doencas.

Segundo SISINNO (2000), no que se refere a composicdo dos residuos, os RSU sao
constituidos de uma variedade de materiais, muito deles similares aos RSS (fraldas, fezes,
papel higiénico, absorventes higiénicos, curativos, ataduras, frascos de soros, luvas, etc.).
Desta forma, tanto os RSU como 0s RSS podem conter uma diversidade de microrganismos

patogénicos representando riscos bioldgicos para a saude humana e para 0 ambiente.

Corroborando com o paragrafo anterior, ROCHA (2003), durante a caracterizacdo da

composicdo gravimétrica dos RSU de Belo Horizonte, detectou residuos com potencial de

Programa de Pés-graduacéo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG 42



contaminacdo bioldgica, destacando-se: fezes, papel higiénico, fraldas descartaveis,

absorventes higiénicos, sangue e fluidos corpéreos.

Estudos realizados por SOARES et al (1997) no Hospital Universitario da Universidade
Federal de Santa Catarina, demonstraram que aproximadamente 73% dos residuos coletados
neste local poderiam ser tratados como domésticos. O mesmo autor afirmou ainda que,
embora a parcela considerada infecciosa ofereca risco & saude publica, ha caréncia de

informagé&o sobre o tema.

Os RSS, embora representem uma pequena parcela em relagdo ao total de residuos sélidos
gerados por uma comunidade, sdo geralmente considerados de alto risco. Algumas
publicacdes afirmam que os RSS representam maior risco potencial para a saude humana, ja
outras consideram gue 0s riscos sd8o 0s mesmos, quando comparados aos RSU (ZANON e
EIGENHEER, 1991; RUTALA & MAYHALL, 1992).

Enquanto algumas pesquisas apontam que os residuos solidos urbanos possuem maior
concentracdo de patdgenos, outras revelam resultados opostos. Para FERNANDES et al
(2000), a maioria das pesquisas publicadas que compara resultados de analises
microbiologicas dos RSS a analises de residuos solidos urbanos demostrou que a carga

bacteriana € menor nos RSS, inclusive infectantes.

Segundo SOUZA (2003), deve-se considerar ndo somente a concentracdo de microrganismos
encontrados nos residuos, mas também a origem da cepa, pois supde-se que as cepas
bacterianas de origem hospitalar oferecam maior risco a comunidade em relacéo as de origem

doméstica, por apresentarem maior resisténcia aos antimicrobianos.

Assim, a simples presenca de microrganismos patogénicos nos residuos ndo é suficiente para
torna-los infecciosos, pois ndo ha evidéncia cientifica de casos de transmissdo de agentes
infecciosos para pessoas ou animais pelo contato direto com estes residuos em aterros
sanitarios, com excec¢do dos acidentes com os pérfuro-cortantes (ZANON, 1990; FERREIRA,
1997; ANDRADE, 1999).

Portanto, o risco de transmissdo de doencas infecciosas ndo deve ser estabelecido somente
pela verificacdo da presenca de microganismos patogénicos, sendo necessario considerar 0s
aspectos epidemioldgicos envolvidos em cada situacdo de risco, uma vez que 0 acesso ao

hospedeiro depende da existéncia de uma via de transmisséo, de uma porta de entrada, da
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condig@o de imunodeficiéncia do hospedeiro, da viruléncia do microrganismo, dentre outros
fatores (RUTALA e MAYHALL, 1992; ZANON, 1991).

Segundo ROCHA & NEDER (1997), tanto os residuos sélidos urbanos como os residuos
solidos de servicos de saude representam risco potencial de patogenicidade e de
contaminacdo. Afirmam ainda que os RSS, quando co-dispostos com outros residuos em

aterro ou dispostos a céu aberto, podem trazer contaminagdes.

Um dos fatores mais preocupantes em relacdo aos RSS € a fracdo infectante. FERNANDES et al
(2000) relataram que é possivel destina-los em aterros sanitarios, desde que sejam rigorosamente
seguidos procedimentos de seguranca ocupacional em todas as etapas do gerenciamento.
LICHTVEL et al (1990), tambem apontaram que a disposi¢do da fracdo infectante no solo, com
critérios semelhantes aos aplicados em aterros sanitarios, ndo implica em risco de transmisséo de
doencas infecciosas, pois ndo ha evidéncias que estes residuos infectantes aumentem a
contaminacao de aguas subterraneas ou do solo, se dispostos adequadamente, quando comparados

aos residuos urbanos.

Embora haja estudos que apontem para a viabilidade da co-disposicéo da fracdo infectante dos
RSS com RSU (BIDONE, 2001), ainda existe uma caréncia de pesquisas sobre a amplitude e
0 comportamento dos microrganismos patogénicos presentes nos residuos sélidos urbanos e
residuos de servicos de saude, quando dispostos em aterro sanitario, tornando-se necessarios

estudos mais detalhados e aprofundados sobre o tema.

Pelo que foi exposto, quanto a co-disposicdo dos RSS com os RSU em aterros sanitarios
também ha controvérsias. Alguns pesquisadores apontam para a viabilidade desta pratica,
enguanto outros consideram que a co-disposicdo destes residuos pode resultar em

contaminagdo ambiental.

A bibliografia registra a preocupacao crescente com o risco biolégico dos residuos desde a
década de 70. Vérias pesquisas foram desenvolvidas sobre a ocorréncia e sobrevivéncia de
microrganismos entéricos, nos residuos aterrados, nas aguas subterraneas e nos liquidos

lixiviados dos aterros sanitarios.

ENGELBRENCHT & AMIHOR (1975), apud COLLINS & KENEDDY (1992), alertaram para
0 potencial de contaminacdo microbioldgica do liquido lixiviado de aterro sanitario, pois

verificaram a presenga de Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus
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faecalis, Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae, Salmonela sp, Proteus sp e

coliformes.

Em estudo comparativo sobre analise de aguas subterraneas realizados por FUSCONI &
GODINHO (1999), observou-se um maior numero de microrganismos presentes na agua
subterranea sob influéncia de um aterro controlado, dando indicios de que o aumento da
concentracdo dos microrganismos deveu-se a infiltracdo do liquido lixiviado oriundo do aterro

controlado.

KINMAM et al (1986) pesquisaram sobre bactérias indicadoras em 19 lisimetros, durante 10
anos. Relataram que um elevado numero de bactérias indicadoras de contaminacdo fecal
estava presente, mesmo apds 10 anos de aterramento dos residuos. Porém, verificaram que a
concentracdo destes microrganismos decaiu, quando compararam a concentracdo detecetada

incialmente, apds dois anos e dez anos (Tabela 3.9).

Tabela 3.9: Concentracéo de bactérias indicadoras de contaminacéo fecal em aterros
com diferentes idades de aterramento dos residuos

Microrganismos Residuos umidos (UFC/qg)
Inicio Apds dois anos Apds 10 anos
Coliformes totais 6,8 x 10° 5,6 x 10* 1,4 x 10°
Coliformes fecais 2,6 x 10 5,6 x 10° <0,2
Streptococcus faecalis 1,4 x 10® 1,6 x 10* 2,4 x 10°

Fonte: KINMAM et al (1986), EPA-600/2-86-035. U.S.Environmental Protection Agency, Cincinati, OH

SOBSEY (1978), em pesquisa sobre virus entéricos, analisou amostras de liquido lixiviado de
21 diferentes aterros dos Estados Unidos e Canada. Foram detectados poliovirus tipos 1 e 3,
somente em uma amostra oriunda de um aterro operado inadequadamente, evidenciando que 0
liquido lixiviado proveniente de aterros operados conforme normas técnicas e critérios de
engenharia ndo representa risco a salde publica, no que se refere aos virus entéricos.
Adicionalmente, a maioria das amostras do liquido lixiviado dos aterros ndo continha niveis
detectaveis de coliformes fecais. Em apenas duas amostras a concentracdo foi superior a
10°NMP/100mL.

Conforme resultados de analises em amostras de residuos coletadas a diferentes
profundidades em um aterro sanitario com nove anos (Tabela 3.10), DONNELLY e
SCARPINO (1983) constataram que as concentracdes de coliformes totais, coliformes fecais

e Streptococcus faecalis em todas as amostras de residuos foram relativamente altas.
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Entretanto, comparando os resultados das amostras do liquido lixiviado e do RSU coletadas a
uma profundidade préxima (3,01m e 3,20m) observou-se que os valores de coliformes totais
(9,2 x 10° NMP/100mL), coliformes fecais (3,5 x 10> NMP/100mL) e Streptococcus faecalis
(1,1 x 10> NMP/100mL) detectados no liquido lixiviado foram inferiores aos detectados nos
residuos (3,5 x 10* NMP/100mL), (4,9 x 10° NMP/100mL), (3,5 x 10* NMP/100mL),

indicando a reducédo da concentragédo destes microrganismos no liquido lixiviado.

Os autores, também detectaram concentra¢des baixas desses microrganismos nas amostras de
argila e na camada de solo localizada logo abaixo desta. Concluiram que o liquido lixiviado
ndo conseguiu penetrar na camada de argila e contaminar o lencol freatico, devido a

construcdo e operacao adequadas do referido aterro.

Observaram ainda, que as concentracdes dos coliformes totais (2,4 x 10° NMP/100mL)
coliformes fecais (3,5 x 10° NMP/100mL) e Streptococcus faecalis (9,8 x 10° NMP/100mL)
foram superiores nas amostras do solo superficial. Provavelmente, pode ser devido a presenca
de fezes de animais e até mesmo de humanos, uma vez que os autores ndo referenciaram a
condicdo de isolamento do aterro sanitario estudado e a origem do solo utilizado na cobertura

da camada final do aterro sanitério.

Tabela 3.10: Concentracdo de bactérias indicadoras de contaminacao fecal em residuos sélidos
e liquido lixiviado em aterro de 9 anos.

Tipodesolo | Profundidade das Bactérias indicadoras de contaminagio fecal
amostras coletadas : : : : :
(m) Coliformes totais Coliformes fecais |Streptococcus faecalis
Solo da Superficie 0,46 2,4x10° 3,5x 10° 9,8 x 10°
RSU 1,52 1,1 x 10 <2,0 x 10 2,0 x 10*
RSU 2,13 2,4 x10° 2,0x 10" 6,0 x 10*
RSU 2,60 1,6 x 10° 2,3 x 10 6,3 x 10°
RSU 2,74 5,4 x 10* 3,3 x 10 NDP
Liquido lixiviado® 3,01 9,2x10° 3,5 x 10 1,1x10°
RSU 3,20 3,5 x 10 4,9 x 10° 3,5 x 10*
Camada de argila 3,35 5,0 x 10 <2,0x 10 2,0 x 10*
f’e?/'gsi‘i?sg;‘t’odo 3,96 5,0 x 10" <2,0x 10" <2,0 x 10*

a — técnica de nimero mais provavel : UFC/100g ou NMP/100mL

Fonte: Adaptado de DONNELLY & SCARPINO (1983). EPA-600/2-84-119. U.S.Environmental Protection
Agency, Cincinati, OH

Em estudo com fraldas descartaveis de RSU a varias profundidades de aterros entre dois e dez
anos de operacdo, SUFLITA et al (1992) e HUBER et al (1994) apontaram que as bactérias
indicadoras de contaminacéo fecal podem persistir e de fato crescer nos aterros. Entretanto, as
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altas temperaturas geradas nos aterros sanitarios podem causar a morte e a inativacao rapida

de protozoarios entéricos patogénicos e de virus.

Embora os riscos bioldgicos em aterros sanitarios construidos conforme critérios de
engenharia e operados adequadamente parecam ser minimos, precisa ser reconhecido que a
opcao do aterro sanitario para disposicdo de RSS esta se tornando cada vez menos desejavel
devido a regulamentacdo ambiental que exige o tratamento dos mesmos antes da disposi¢do
final. Desta forma, a presséo legal cada vez maior para que haja tratamento prévio dos RSS
antes da disposicao final faz emergir uma necessidade de se entender o destino dos patégenos
em um aterro sanitario (PALMISANO & BARLAZ, 1996).

Para PALMISANO & BARLAZ (1996), parte do conhecimento refere-se as bactérias
indicadoras de contaminacéo fecal e ndo sobre os patdégenos propriamente ditos. O destino de
muitos patdgenos e sua ocorréncia em potencial nos residuos sélidos urbanos e no liquido
lixiviado, ainda ndo foram devidamente avaliado. Informacgdes sobre essas ocorréncias
permitem uma melhor estimativa da destrui¢do dos patégenos em processos utilizados para o

tratamento dos RSS e RSU, bem como a opcéo de destina-los em aterros.

Visto que os componentes dos RSU e RSS podem conter uma variedade de bactérias
patogénicas, inclusive da microbiota humana e que estas podem sobreviver dentro de um
aterro, podendo ser carreadas pelo liquido lixiviado e contaminar os corpos d’aguas, deve-se
avaliar o potencial de contaminag&o bioldgica desses liquidos.

3.4.6 Métodos e técnicas disponiveis para deteccdo de microrganismos

Serdo descritos métodos diretos mais comumente utilizados para a deteccdo dos
microrganismos a partir de amostras de aguas, de alimentos e amostras clinicas, 0s quais
baseiam-se na capacidade de multiplicacdo dos microrganismos quando transferidos para um
meio de cultura que pode ser liquido ou sélido.

3.4.6.1 Técnica de tubos multiplos

E um método de analise qualitativa e quantitativa que permite determinar o nimero mais
provavel (NMP) dos microrganismos de interesse, pela estimativa da densidade de bactérias
em uma amostra, calculada a partir dos resultados positivos obtidos por dilui¢cbes sucessivas
da amostra e distribuicdo de aliquotas em uma série de tubos contendo meios de cultura

seletivos e diferenciais. Neste metodo, a cultura é diluida até um ponto em que as amostras da
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diluicdo, quando semeadas em meio apropriado, ndo apresentam crescimento
(CETESB,1998). O método se baseia em testes presuntivos e confirmativos e os resultados

sdo obtidos por meio de tabelas do Standard Methods, correspondente as dilui¢des utilizadas.

3.4.6.2 Técnica de presenca e auséncia

O teste de presenga/auséncia ndo objetiva quantificar os microrganismos nas amostras, mas
sim verificar sua presenca num determinado volume. Sua principal aplicacdo é a analise de
aguas destinadas ao consumo humano, para as quais a legislacdo brasileira Portaria n. 1.469
de 29/12/00, estabelece como padrdo a auséncia de coliformes totais e fecais em 100 mL da
amostra. E mais simples, rapida e econdmica do que a técnica de tubos multiplos. Pode ser
realizada com meios de cultura diferenciais e presuntivos ou com meios que incorporam

substrato cromogénicos e fluorogénicos como o colilert, dentre outros (ITAL, 2000).

3.4.6.3 Plagueamento em meio solido

Segundo TRABULSI et al (2002), neste método, aliquotas de diluicdes seriadas da amostra
sdo semeadas em meios de cultura solidos adequados e incubadas de maneira a permitir o
desenvolvimento de colbnias (unidades formadores de col6nias — UFC) isoladas. Estas sdo
contadas e, apds considerada a diluicdo, obtém-se 0 nimero de bactérias viaveis por mililitro
na suspensdo original ou, como mais adequadamente se designa, o nimero de unidades

formadoras de colonias (UFC/mL).

Conforme consta no manual do ITAL (2000), o plagueamento em meio sélido pode ser em

superficie ou em profundidade:

¢ Plagueamento em Superficie (“spread plate™)

Técnica que quantifica 0s microrganismos a partir da inoculacdo das amostras sobre a
superficie de um meio sélido (agar). Limita o volume inoculado a 0,1 mL da amostra ou suas
dilui¢bes, mas permite uma melhor visualiza¢do das caracteristicas das col6nias na superficie,

além de facilitar sua transferéncia para outros meios de cultura.
e Plaqueamento em Profundidade (“pour plate™)

Permite a inoculacdo de até 2 mL da amostra ou suas diluicdes e é indicado para a analise de

amostras com contagens acima de 10%/mL .
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E uma técnica geral de enumeracdo de microrganismos que pode ser utilizada tanto para
bactérias heterotréficas como para a contagem de outros grupos, géneros ou espécies de
microrganismos. Essa versatilidade é decorrente do principio do método que se baseia na
premissa de que cada célula microbiana presente em uma amostra, quando fixada em um meio

de cultura sélido adequado, ird formar uma col6nia visivel e isolada.

E também conhecida como contagem padrdo em placas e é muito utilizada para estimar o
nimero de bactérias heterotréficas na agua, particularmente como uma ferramenta para
acompanhar as varia¢Ges nas condi¢Ges de processo ou a eficiéncia das diversas etapas de
tratamento, permitindo ainda verificar as condi¢des higiénicas em diferentes pontos da rede de

distribuicéo.

3.4.6.4 Técnica de membrana filtrante

E uma metodologia de concentracdo de microrganismos indicada para amostras nas quais se
espera auséncia ou contagens muito baixas dos microrganismos em estudo, fora do limite de
deteccdo das técnicas de plagqueamento convencionais e de outros métodos. Por este motivo,
sua principal aplicacdo é a analise de &gua destinada ao consumo humano, embora possa ser
utilizada para outros tipos de agua selecionando-se volumes adequados a concentracdo dos

microrganismos presentes (ITAL, 2000).

E um método de analise quantitativo que permite determinar o ndmero de unidades
formadores de colonias (UFC) dos microrganismos alvo na amostra, baseado na filtracdo de
um volume adequado da amostra através de um filtro membrana. E utilizada para a analise de

coliformes, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus e Clostridium perfringens.

Esta técnica baseia-se na filtracdo de volumes adequados da amostra de agua, atraves de
membrana filtrante com porosidade adequada. As bactérias a serem detectadas apresentam
dimensdes maiores e ficardo retidas na superficie da membrana a qual é ent&o transferida para
uma placa de Petri contendo o meio de cultura seletivo e diferencial. Por capilaridade, o meio
difunde-se para a membrana, entrando em contato com as bactérias e, ap6s o periodo
determinado de incubacdo, desenvolvem-se col6nias com caracteristicas tipicas, que poderdo
ser observadas com o auxilio de um microscopio. A partir da contagem destas colénias,

calcula-se a densidade de coliformes presentes na amostra (CETESB, 1993).
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Limitacdes da técnica de membrana filtrante

Esta técnica apresenta algumas limitac6es (em geral ndo associadas a aplicagdo no controle de
aguas potaveis) que impedem sua utilizacdo em varias situacdes como substituta da técnica de
tubos multiplos sendo as mais importantes: materiais em suspensdo, populacdo elevada de
outros grupos de bactérias, presenca de metais pesados, presenca de fenodis ou metais toxicos e
presenca de algas (CETESB, 1993).

3.4.6.5 Meétodos rapidos de deteccdo e identificacdo de bactérias

Contrastando com o0s procedimentos convencionais, dependentes de crescimento para
identificacdo de bactérias, o uso de provas com substratos cromogénicos de enzimas, permite
ao laboratorio identificar numerosas espécies de microrganismos de modo rapido. Substratos
cromogénicos de enzimas detectam enzimas pré-formadas nas bactérias e permitem a
identificacdo rapida de microrganismos especificos em comparacdo com os métodos cléssicos
de identificacdo, que incluem o crescimento em meios seletivos e diferenciais, as
caracteristicas das colonias e a morfologia celular em esfregaco corados por Gram
(SCHAECHTER et al, 2002).

As principais técnicas rapidas de deteccdo e identificacdo de bactérias sdo:

e Técnica de Substrato Cromogénico

Técnica de identificacdo rapida de espécies bacterianas pela deteccdo de caracteristicas
fenotipicas. Baseia-se na sintese de compostos incolores que originam produtos de hidrolise
coloridos diretamente ou apds adicdo de um reagente. Os substratos enzimaticos comumente

utilizados para identificacdo de bactérias sdo as enzimas glicosidase e aminopeptidase.

e Provas com Substratos Fluorogénicos

Outra aplicacdo relacionada aos testes rapidos € o uso de substratos fluorogénicos para a
deteccdo de enzimas bacterianas e a identificacdo de microrganismos. Estes substratos sdo
compostos de moléculas de carboidratos ou de amino&cidos, unidos por ligacdes glicosidicas
ou peptidicas, que originam produtos finais fluorescentes quando hidrolisados por enzimas

bacterianas.

Os meios cromogénicos e fluorogénicos foram desenvolvidos com o objetivo de serem
seletivos e indicadores. Atualmente, diversos meios de cultura que incorporam substancias

cromogénicas e fluorogénicas em sua formula estdo disponiveis no mercado. Como exemplo,
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podem ser citados os seguintes kits: Colilert e Enterolert da IDEX e o Chromocult, Fluorocult
e Readycult da MERCK (SILVA, 1999).

Técnicas microbioldgicas miniaturizadas

Segundo SCHAECHTER et al (2002), os métodos microbioldgicos miniaturizados consistem
em técnicas rapidas e praticas para a identificagdo de grande nimero de agentes patogénicos
isolados de diversas amostras, na qual 0os microrganismos séo identificados por meio de Kits

ou painéis. Como exemplo, podem-se citar os sistemas:

e Bactray (Difco) — sistema desenvolvido para a identificacdo de bactérias Gram-negativas
(particularmente enterobactérias ndo fermentadoras). O sistema compde-se de trés diferentes
conjuntos de provas bioquimicas para identificacdo de bactérias Gram-negativas, oxidase
negativas e oxidase positivas. Cada conjunto possui dez diferentes substratos contidos em um
suporte plastico descartavel, proporcionando rapida e facil inoculacdo simultanea de provas

bioquimicas.

e Api, Mini-Api e Vidas da BioMerieux — sistemas constituidos de diversos painéis, cada

qual destinado a identificacdo de um determinado grupo de microrganismo.

¢ Sistema MicroScan (Dade-Behring) — utiliza as metodologias de colorimetria e de turbidez

para a analise dos resultados.

3.4.6.6 Provas bioguimicas

As provas bioquimicas sdao amplamente utilizadas para diferenciar e identificar bactérias por
meio de suas atividades enzimaticas. Algumas das principais provas bioquimicas
normalmente utilizadas para identificacdo dos microrganismos de interesse médico e
indicadores ambientais sdo: meio de Rugai Modificado, indol, degradacdo da uréia,
motilidade, sulfeto de hidrogénio, citrocromo oxidase, coagulase, prova de oxidacao

/Fermentacdo (OF) e fermentacdo do manitol.

Além dessas provas, outra prova rotineiramente utilizada antes de qualquer prova bioguimica
para identificacdo dos microrganismos € a coloracdo de Gram, que se caracteriza pela
coloracdo diferencial dos mesmos, através da qual as bactérias séo classificadas em Gram-
positivas ou Gram-negativas, dependendo da retengdo ou ndo do corante cristal-violeta em sua

estrutura.
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3.4.6.7 Determinacdo da susceptibilidade aos agentes antimicrobianos

A determinacdo da susceptibilidade aos agentes antimicrobianos pode ser determinada direta
ou indiretamente. A determinacdo direta é feita pelos chamados métodos de diluicdo e a
indireta pelo método de difusdo em placa (TRABULSI et al, 2002).

Meétodo de diluicdo: método quantitativo que consiste no preparo de diluigdes sucessivas do
antimicrobiano a serem testadas em tubos contendo caldos de cultura, onde sera entdo
inoculada a suspensdo bacteriana padronizada do microrganismo em estudo. Apés a
incubacdo, deve-se verificar a menor concentragdo do antimicrobiano que inibiu o
crescimento bacteriano. Esta concentracdo € denominada concentracdo inibitéria minima —
CIM (TAVARES et al, 2001).

Metodo de difusdo em placa: método qualitativo, consiste na deposicdo de um disco de
papel impregnado com o antimicrobiano no meio de cultura sélido e em placa previamente
semeada com suspensdo da bactéria em estudo. A droga aplicada difunde-se no meio de
cultura e o crescimento bacteriano podera ser inibido, formando-se entdo um halo de inibicao
em torno do disco (zona onde ndo ha crescimento bacteriano), cujo didmetro varia de acordo
com a velocidade de difusdo do antimicrobiano. Os halos sdo medidos e os resultados sdo
reportados como sensivel, intermediério (moderadamente resistente) ou resistente (TAVARES
et al, 2001).

O método de difusdo em placa pode ter numerosas variaveis, de acordo com a tecnologia
empregada. Para que os resultados obtidos entre os diferentes laboratérios sejam comparados,
foi padronizada, internacionalmente, a técnica descrita por Bauer e Kirby. Nesta técnica séo
estabelecidas normas para as concentraces a serem utilizadas nos discos de cada
antimicrobiano, padronizacdo do indculo bacteriano testado e tipo de meio de cultura a ser
utilizado (SILVA, 1999).

Para o isolamento e a identificacdo dos microrganismos indicadores de contaminagdo e
patogénicos no liquido lixiviado, deve-se analisar qual destas técnicas é a mais adequada,

devido as caracteristicas do liquido lixiviado.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostragem dos ligquidos lixiviados

4.1.1 Local de Amostragem

As amostras dos liquidos lixiviados foram procedentes de duas células do aterro sanitario de
Belo Horizonte/MG, localizado proximo a BR 040. A escolha deste aterro foi devido ao fato
de nele existirem células com diferentes caracteristicas de aterramento de residuos, a saber:
celula contendo somente residuos solidos urbanos e com dois anos de aterramento de residuos
(Célula Emergencial) e célula com co-disposigao de residuos sdlidos urbanos e de residuos de servigos
de salde e com 5 anos de aterramento dos residuos (Célula ACO5), além da existéncia de pontos de
amostragens (piezdmetros-PLQ) que facilitaram a coleta dos liquidos lixiviados, conforme
detalhamento apresentado na Tabela 4.1 e Figuras 4.1 e 4.2.

Tabela 4.1: Caracteristicas das células amostradas do aterro sanitario de Belo Horizonte

Célula Caracteristicas das células amostradas Ponto de coleta
- co-disposicdo de RSU e RSS
ACO05 - ainda em processo de aterramento de residuos. Inicio janeiro/2001 PLO-5A

- disposicdo de RSU

- encerrado o processo de aterramento de residuos (julho/95 a agosto/97) PLQ-6A

- passou por processo de recirculagdo de liquidos lixiviados, fase acetogénica,
metanogénica e alcalinogénica

Emergencial

Fonte: Secretaria Municipal de Limpeza Urbana (2003)

FIGURA 4.1: Visao geral da célula AC05 e do piezémetro de coleta do liquido
lixiviado PLQ-5A
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FIGURA 4.2: Visdo geral da célula emergencial e do piezémetro de coleta do liquido
lixiviado PLQ-6A

4.1.2 Amostragem

As amostragens ocorreram em periodo chuvoso (Janeiro/2003 a Abril/2003). Foram coletadas
25 amostras do liquido lixiviado de cada célula em estudo, sendo uma amostragem por
semana. Inicialmente, estavam previstas trés coletas semanais, durante este periodo. No
entanto, nao foi possivel cumprir este cronograma devido ao cancelamento das coletas em

dias muitos chuvosos.

Durante o desenvolvimento da parte experimental, houve preocupagdo com a seguranca e
salde ocupacional das pessoas envolvidas neste trabalho. Além dos Equipamentos de
Protecdo Individual (EPI’s) obrigatérios (luvas, jaleco e sapatos fechados), foram utilizados
coletores e mascara de respiracdo adaptados para as atividades de coleta do liquido lixiviado.

No inicio dos experimentos, verificou-se que as movimentagdes (recalques) inerentes ao
processo de decomposicdo ocorrido no interior das células provocaram o deslocamento da
parte inferior do piezémetro PLQ-5A da célula ACO05. Este fato, somado a alta profundidade
do piezbémetro (30m), & liberagdo de gases no interior do mesmo e a leveza do coletor,
tornaram mais trabalhosa e demorada a atividade de coleta das amostras.

Portanto, com o objetivo de acelerar o tempo de coleta e, conseqlientemente, reduzir o periodo
de exposicdo aos gases liberados pelo piezdbmetro foi necessaria a adaptacdo do coletor de
amostras (jarra de inox). Também foi adaptada uma mangueira para fiacdo elétrica a uma
mascara de vapores organicos, para evitar a inalacdo desses gases. Ressalta-se que a mascara
adapatada foi utilizada somente nas primeiras amostragens, apés a instalagdo do queimador, 0
mesmo era retirado e colocado apos a coleta, o que facilitou a amostragem nesta célula. As
adaptacdes estdo apresentadas nas Figuras 4.3 e 4.4 e as amostragens do liquido lixiviado da

célula ACO05 e emergencial podem ser visualizados nas Figuras 4.5 e 4.6.
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FIGURA 4.3: Jarra adaptada para coleta do liquido lixiviado da célula
ACO05

FIGURA 4.4: Méscara adaptaa para respiracdo, durante as primeiras
amostragens do liquido lixiviado da célula AC05

FIGURA 4.5: Amostragem do liquido lixiviado no piezdmetro da célula AC05
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FIGURA 4.6: Amostragem do liquido lixiviado no piezbmetro da célula emergencial

4.2 Caracterizacao fisico-quimica dos liquidos lixiviados

Embora varios outros aspectos fisico-quimicos, além dos discutidos neste trabalho, sejam
importantes na analise do liquido lixiviado, apenas alguns deles serdo monitorados,

temperatura, condutividade, pH e potencial redox.

4.2.1 Caracterizacdo do pH, temperatura e potencial redox

O pH, temperatura e potencial redox foram caracterizados com equipamento de medicdo de
campo, durante as amostragens. Os parametros foram caracterizados com auxilio de um
pHmetro da DIGIMED, modelo DM-20. Para caracterizagdo de cada parametro utilizou-se o
eletrodo especifico juntamente com um termocompensador (temperatura a 25°C). A
caracterizag@o seguiu os procedimentos do Standard Methods (1998).

4.2.2 Caracterizacdo da condutividade

A condutividade também foi caracterizada durante a amostragem com o auxilio de
equipamento de medi¢do de campo. Utilizou-se um condutivimetro da DIGIMED, modelo

DM-3 com o eletrodo especifico para condutividade. Esta caracterizacdo foi realizada
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conforme recomendagfes do STANDARD METHODS (1998). Na Figura 4.7 estdo
apresentados os equipamentos utilizados para medicdo dos parametros fisico-quimicos.

Figuras 4.8 e 4.9 visualizam-se a medig&o desses parametros na célula AC05 e emergencial.

FIGURA 4.7: Equipamentos utilizados para medigdo dos parametros fisicos-quimicos

FIGURA 4.9: Medicédo dos parametros fisicos-quimicos da célula emergencial
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4.3 Caracterizagcdo Microbiolégica dos Liquidos Lixiviados

4.3.1 Infra-estrutura para a realizagdo das anélises microbioldgicas

As andlises microbioldgicas foram realizadas no Laboratdrio de Microbiologia de Alimentos
da Fundacdo Ezequiel Dias/FUNED, em Belo Horizonte/MG, por meio de convénio de
cooperacdo técnico-cientifica. Foram utilizadas também as infra-estruturas do setor de
lavagem e esterilizagdo de materiais e do setor de producdo de meios de cultura. Apos a
coleta, as amostras foram transportadas em caixas isotérmicas com gelo para o referido

laboratdrio, onde foram imediatamente processadas.

4.3.1.1 Parametros Microbioldgicos

Os parametros pesquisados foram os microrganismos indicadores de contaminacéo fecal e os
de interesse médico em controle de infeccdo hospitalar. Foram escolhidos representantes de

cada grupo, conforme descrigdo sumarizada na Tabela 4.2.

Tabela 4.2: Microrganismos pesquisados no liquido lixiviado do aterro sanitario de Belo
Horizonte e sua importéncia

Microrganismos pesquisados Importancia dos microrganismos

Contagem de bactérias aerdbias estima nlimero total de microrganismos na amostra

Coliformes totais e coliformes termotolerantes indicacdo de poluicéo fecal

Grupo Enterococcus indicacdo de poluicéo fecal e origem da poluicao fecal

Clostridium perfringens indicacdo de poluicdo ambiental mais remota

Pseudomonas aeruginosa comumente causadores de infecdo hospitalar e encontrados
nos RSS

Staphylococcus aureus comumente causadores de infecdo hospitalar e encontrados
nos RSS

4.3.2 Estabelecimento das metodologias para as andalises microbiolégicas do liquido
lixiviado

Devido a inexisténcia de metodologias especificas para analise microbioldgica de liquidos

lixiviados de aterro sanitéario, foram testados os procedimentos do Standard Methods for the

Examination of Water and Wastewater (AWWA/APHA/WEF, 1998) e Compendium for the

Microbiological Methods of Food (APHA/2001), para analise microbioldgica de agua e de

alimentos, respectivamente.

Visando atingir os objetivos propostos, foram empregadas varias técnicas para detec¢do dos
microrganismos no liquido lixiviado, desenvolvidas em etapas presuntiva e confirmativa, com
meios de culturas seletivos e diferenciais. Essas técnicas e suas respectivas aplicacfes
encontram-se sumarizadas na Tabela 4.3 e descritas a seguir.
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Tabela 4.3: Técnicas testadas para deteccdo dos microrganismos no liquido lixiviado do aterro
sanitario de Belo Horizonte, com as respectivas aplicacdes e etapas de desenvolvimento

Técnica testada Aplicacdo da técnica Etapas de desenvolvimento
andlise quantitativa e qualitativa de coliformes
totais, coliformes termotolerantes, grupo presuntiva e confirmativa

Tubos Mdltiplos Enterococcus e Pseudomonas aeruginosa

andlise quantitativa e qualitativa do grupo
Enterococcus

analise quantitativa e qualitativa de coliformes
totais e Escherichia coli

Tubos Multiplos confirmativa

Tubos Multiplos confirmativa

Substrato Cromogénico coliformes totais e Escherichia coli confirmativa
deteccdo da presenca e auséncia de coliformes

Presenca e Auséncia totais, Escherichia coli e grupo Enterococcus confirmativa

Plagueamento em Superficie | analise quantitativa e qualitativa de . I

(“spread plate”) Staphylococeus aureus presuntiva e confirmativa

analise quantitativa e qualitativa de Clostridium

Plagueamento em Profundidade > " -
perfringens e contagem de bactérias aerébias

(“pour plate™)

presuntiva e confirmativa

4.3.2.1 Técnica de Tubos Multiplos

Utilizou-se essa técnica para determinacdo de coliformes totais, coliformes termotolerantes,
grupo Enterococcus e Pseudomonas aeruginosa. Neste experimento trabalhou-se até a 52
diluicdo com série de 5 tubos por diluicdo, na determinacdo de coliformes totais,
termotolerantes e Pseudomonas aeruginosa e série de 10 tubos por diluicdo para o grupo

Enterococcus.

e Coliformes totais e coliformes termotolerantes

Teste Presuntivo para coliformes totais

Inicialmente as amostras foram diluidas, homogeneizadas por inversdo 25 vezes, e com
pipetas esterilizadas foram inoculados 10mL das dilui¢cdes seqlienciais, em cada um dos cinco
tubos de cada série contendo caldo lauril sulfato triptose (LST), em concentracdo dupla e com
tubos de Durhan invertidos. Os tubos devidamente identificados foram incubados a 35°C por
24-48 horas. Apo6s esse periodo foi efetuada a leitura dos tubos, sendo considerados positivos
0s tubos com producéo de acido ou gas, devido a fermentagédo da lactose existente no meio de

cultura LST, os quais foram submetidos ao teste confirmativo para coliformes totais.

Teste confirmativo para coliformes totais

A partir de cada tubo positivo de caldo lauril sulfato triptose, foi transferida uma alcada (com
0 auxilio de uma al¢a de platina) para tubos contendo caldo lactosado verde brilhante (CVB)
com tubos de Durhan invertidos. Os tubos foram incubados a 35°C por 24-48 horas.

Observou-se a producdo de gas a partir da fermentacédo da lactose no CVB, o que indicou a
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presenca de bactéria do grupo coliforme. Anotou-se o nimero de tubos positivos. O resultado
foi expresso como NMP/100mL, de coliformes totais obtidos atraves da tabela do Standard
Methods correspondente ao volume inoculado e combinacédo de tubos positivos. (Tabela A.10
do anexo). Os tubos positivos foram submetidos a testes confirmativos para coliformes

termotolerantes.

Teste confirmativo para coliformes termotolerantes

Consistiu-se na transferéncia de uma alcada de cada tubo positivo de caldo lactosado verde
brilhante para tubos correspondentes de caldo EC com tubos de Durhan invertidos.
Incubaram-se os tubos em banho maria a 44°C durante 24 horas. Procedeu-se a leitura dos
tubos, considerando positivos os tubos com formacéo de gas e reportou-se o resultado como

NMP/100mL de coliformes termotolerantes.

A ndo ocorréncia de gas ap0s 24-48 horas de incubacéo, teste presuntivo e confirmativo para
coliformes totais e ap6s 24 horas, teste confirmativo para coliformes termotolerantes, indicou

auséncia de coliformes totais e coliformes termotolerantes no liquido lixiviado.

Isolamento de Escherichia coli

A partir dos tubos positivos de caldo Escherichia coli (EC), foi semeada uma algada em placa
de Petri contendo agar Macconkey. As placas foram incubadas a 35°C por 48 horas. Apds este
periodo, procedeu-se a leitura das placas e verificou-se o crescimento de col6nias
caracteristicas e ndo caracteristicas de Escherichia coli. Essas col6nias foram submetidas a
prova de Gram e provas bioquimicas, catalase, oxidase e Rugai modificado.

Este procedimento foi realizado somente nas 5 primeiras coletas com o objetivo de isolar as
colonias do coliforme fecal - Escherichia coli, para posterior realizagdo de antibiograma. No
entanto, como a Escherichia coli é suscetivel a diversos antibioticos, optou-se por nao fazer o

antibiograma, sendo descartada a realizacdo desta etapa nas amostragens posteriores.

e Grupo Enterococcus

Teste Presuntivo

Consistiu-se na inoculagdo de 10mL das dilui¢cGes decimais das amostras em tubos com caldo
dextrose azida (CDA) de concentracdo dupla, os quais foram incubados a 35°C durante 48
horas. Na leitura foram considerados positivos 0s tubos que apresentaram turvacdo e/ou
precipitado. Os tubos positivos foram submetidos a teste confirmativo.
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Teste Confirmativo

Foi semeada uma algcada de cada tubo positivo de caldo dextrose azida em placas de agar
Enterococcus contendo bile esculina. As placas foram identificadas em correspondéncia com
0s tubos positivos e incubadas em posicao invertida a 35°C durante 24-48 horas. Procedeu-se
a leitura das placas e verificou-se o crescimento de coldnias tipicas de Enterococcus col6nias
castanho enegrecidas com halo marrom, indicativas da hidrélise da esculina. Essas col6nias

foram submetidas a coloracdo de Gram e teste de diferencia¢do do grupo Enterococcus.

A ndo ocorréncia de turvacdo e/ou precipitado nos tubos de caldo dextrose azida (teste
presuntivo) e o ndo crescimento de coldnias castanho enegrecidas com halo marrom nas
placas de agar enterocos (teste confirmativo), apds 48 horas de incubacdo, indicou a auséncia

do grupo Enterococcus no liquido lixiviado.

e Teste de diferenciacdo do grupo Enterococus

A partir do &gar enterococos transferiram-se as coldnias tipicas e isoladas para tubos contendo
caldo BHI com 6,5% de NaCl. Os tubos foram incubados a 35°C por 48 horas e observou-se a
ocorréncia ou nao de crescimento, através da turvacdo do meio de cultura. Foram
considerados positivos 0s tubos que apresentaram turvacdo do meio de cultura, indicando a
presenca de Enterococus. Dentre os Streptococus faecalis, apenas 0s Enterococus crescem em
6,5% de NaCl. Anotou-se o nimero de tubos positivos e o resultado foi expresso em
NMP/100mL de Enterococcus, obtidos através da tabela do Standard Methods correspondente

ao volume inoculado e a combinacao de tubos positivos (Tabela A.9).
e Pseudomonas aeruginosa

Teste Presuntivo

Apos as dilui¢des seqiienciais, foram inoculados 20mL da amostra em tubos contendo caldo
asparagina em concentracdo dupla. Esses tubos foram incubados a 35°C durante 24-48h.
Procedeu-se a leitura dos tubos, considerando positivo os tubos que apresentaram turvacdo e
producdo de um pigmento esverdeado e fluorescente, visivel em presenca de luz ultravioleta.

Os tubos positivos foram submetidos ao teste confirmativo.

Teste Confirmativo

O ensaio confirmativo para Pseudomonas aeruginosa consistiu na transferéncia de uma
alcada de cada tubo positivo de caldo asparagina, para tubos correspondentes de caldo
acetamida. Esses tubos foram incubados a 35°C durante 24-48h. Apos esse periodo realizou-

se a leitura dos tubos, considerando positivo os tubos que apresentaram viragem alcalina do
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indicador vermelho de fenol, mudando a cor do meio, que inicialmente era vermelho para rosa
purpura. O resultado foi expresso em NMP/100mL, de Pseudomonas aeruginosa, segundo
Tabela A.9 do anexo. Na Figura 4.10 encontram-se demonstrados os testes presuntivo e

confirmativo para deteccdo da Pseudomonas aeruginosa.

Teste presuntivo, Teste presuntivo, Teste confirmativo,
pigmentacdo verde fluorescéncia em coloragdo rosa purpura
presenca de luz UV

FIGURA 4.10: Testes presuntivo e confirmativo para detecgdo de Pseudomonas aeruginosa no

liquido lixiviado

Foram considerados resultados negativos para Pseudomonas aeruginosa os tubos de caldo
asparagina que ndo apresentaram fluorescéncia e os tubos de caldo acetamida (teste
presuntivo) que ndo apresentaram mudanca na coloracdo do meio (teste confirmativo, apos

24-48 horas de incubacéo).

Isolamento de Pseudomonas aeruginosa

A partir dos tubos positivos de caldo acetamida, foi semeada uma algcada em placa de Petri
contendo agar cetrimida. As placas foram incubadas a 35°C por 48 horas. Realizou-se a leitura
das placas e considerou-se como col6nias caracteristicas de Pseudomonas aeruginosa aquelas
que apresentaram cor esverdeada e aspecto mucdide. Para confirmagdo dos resultados, essas

colonias foram submetidas & prova de Gram, catalase, oxidase, Rugai modificado e,

eventualmente, a prova de oxidagdo e fermentagdo (OF).

Apos a realizacdo dessas provas, as cepas confirmadas como Pseudomonas aeruginosa foram
submetidas ao antibiograma. O isolamento da Pseudomonas aeruginosa, prova de Gram, as

provas Rugai modificado e OF podem ser observadas nas Figuras 4.11, 4.12. e 4.13.
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Fonte: TORTORA, 2000

FIGURA 4.11: Isolamento de Pseudomonas aeruginosa e coloracdo de Gram
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FIGURA 4.12: Prova bioquimica Rugai Modificado da colénia isolada de Pseudomonas aeruginosa

FIGURA 4.13: Prova bioquimica OF para confirmacdo de Pseudomonas aeruginosa
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Avaliacdo da susceptibilidade aos antimicrobianos dos microrganismos de interesse da CCIH

A avaliagéo da susceptibilidade aos antimicrobianos das cepas de Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus isoladas dos liquidos lixiviados das células em estudo, foi realizada
pela metodologia de difusdo de discos, por meio de suspensdo bacteriana direta, segundo as
normas estabelecidas pelo National Commite For Clinical Laboratory Standards (NCCLS,

2002).

Foram testados os antibidticos mais comumente eficazes para o tratamento de infeccbes

causadas por estas bactérias, conforme consta na Tabela 4.4.

Tabela 4.4: Antibioticos e concentracgdes utilizadas para o antibiograma das cepas Pseudomonas

aeruginosa
Antibiéticos Siglas dos Concentracéo dos discos de
antibidticos antibidticos

Carbenecilina CAR 100mcg
Ceftazidima CAZ 30mcg
Ciprofloxacin CIP 5mcg

Cefepime CPM 30mcg
Ceftriaxona CRO 30mcg
Gentamicina GEN 10mcg

Imipenem IPM 10mcg

Fonte: NATIONAL COMMITE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS, 2002.

Tabela 4.4: Antibidticos e concentracges utilizadas para o antibiograma das cepas de
Staphylococcus aureus

Antibidticos Siglas dos Concentracéo dos discos de
antibidticos antibidticos

Carbenecilina CAR 100mcg
Ceftazidima CAZ 30mcg
Ciprofloxacin CIP 5mcg

Cefepime CPM 30mcg
Ceftriaxona CRO 30mcg
Gentamicina GEN 10mcg

Imipenem IPM 10mcg

Fonte: NATIONAL COMMITE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS, 2002.

As colbnias isoladas de Pseudomonas aeruginosa foram inoculadas em tubos contendo
solucdo salina, até atingir a turbidez padrdo 0,5 na escala de McFarland. Obtida a turbidez
padrdo, foi mergulhado um swab de algoddo ndo toxico e estéril na suspensdo bacteriana e
semeou-se esta solugdo em placas de Petri contendo agar Muller-Hinton. A semeadura foi
feita em eixos diferentes para uma completa uniformidade da placa. Os discos de antibi6ticos

foram depositados sobre a superficie da placa com auxilio de uma pinca estéril, mantendo
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distancia entre os discos para evitar a superposi¢cdo de halos. Ap6s a deposicdo dos discos, as
placas foram incubadas em posicdo invertida a 35°C, durante 24 horas. Procedeu-se a leitura
das placas medindo-se o didmetro da zona de inibi¢cdo dos halos com o auxilio de uma régua

milimétrica.

Na Figura 4.14 pode ser observada a técnica de antibiograma e os halos de inibig&o.

FIGURA 4.14: Antibiograma das cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas do liquido lixiviado

A sensibilidade ou resisténcia das cepas foi determinada pela medida do didmetro do halo, em
milimetros, comparada ao estabelecido para cada antibiético e de acordo com a concentracdo
minima padronizada internacionalmente para cada droga. Anotou-se o didmetro dos halos e,
conforme esse diametro, a cepa foi classificada como sensivel (S), intermediaria (I) ou

resistente (R) aos antibioticos testados.

Ressalta-se que neste experimento as cepas resistentes a dois ou mais antibidticos, ou

resistentes a ceftazidima ou ao imipenem, foram consideradas multirresistentes.

Normalmente, em casos de epidemias, as cepas intermediarias oriundas de amostras clinicas
sdo consideradas multirresistentes, contudo para esta pesquisa, as cepas intermediarias ndo

foram consideradas como resistentes por serem isoladas de uma amostra ambiental.
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As colonias que cresceram dentro dos halos de inibigdo foram novamente cultivadas, isoladas,
identificadas e submetidas ao antibiograma, visando a confirmacdo da resisténcia aos
antibioticos e deteccdo de uma possivel contaminagdo por outros microrganismos no meio de

cultura Muller-Hinton.

Foi realizado o controle de qualidade da técnica empregada, utilizando-se cepas bacterianas
de sensibilidade conhecida, frente as quais os anti-microbianos devem produzir determinados
halos de inibicdo, caso a técnica tenha sido empregada corretamente.

4.3.2.2 Técnica de Tubos Multiplos com Substrato Cromogénico

Para a deteccdo do grupo Enterococcus foi testada a técnica de tubos multiplos, porém com

meio cromogénico (caldo Chromocult Enterococci, da MERCK).

A técnica consistiu na inoculacdo de 10mL das diluicbes decimais das amostras em tubos
contendo caldo Chromocult Enterococci em concentracdo dupla. Os tubos foram incubados a
35°C durante 24 horas. Foram considerados positivos 0s tubos cujos meios apresentaram
coloragéo esverdeada, conforme Figura 4.15. O resultado foi reportado em NMP/100mL de

Enterococcus, conforme combinacgédo dos tubos positivos (Tabela A.9 do anexo).

FIGURA 4.15: Deteccdo do grupo Enterococcus pela técnica de tubos maltiplos com (caldo
Chromocult Enterococci
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4.3.2.3 Técnica de Substrato Cromogénico

Paralelamente a utilizacdo da técnica de tubos multiplos foi também testada a técnica de
substrato cromogénico da IDEX (colilert) para quantificacdo automatica de coliformes totais e
Escherichia coli com cartelas Quanti-Tray.

Acrescentou-se 0 contetdo de um (1) frasconete de substrato cromogénico em cada frasco
contendo 100mL de cada amostra e agitou-se os frascos até a dissolucdo total do meio de
cultura. Posteriormente, transferiu-se o contetido de cada frasco para cartelas Quanti-Tray que
foram seladas, identificadas e incubadas a 35°C por 24 horas. Procedeu-se a leitura das
cartelas apds 24 horas, considerando os compartimentos individuais (Weels) com coloracao
amarela positivos para coliformes totais e os compartimentos que ficaram fluorescente quando

a cartela foi exposta a luz UV 365nm positivos para Escherichiai coli.

O resultado foi expresso em NMP/100mL, de coliformes totais e Escherichia coli, conforme a
contagem dos compartimentos amarelos e fluorescentes e consulta a tabela especifica do
Standard Methods (Tabela A.10 do anexo). Ressalta-se que na interpretacdo dos resultados
comparou-se a coloracdo dos compartimentos individuais com o padrdo colorimétrico da
IDEX.

4.3.2.4 Técnica de Presenca e Auséncia

Concomitantemente & utilizagdo da técnica de tubos multiplos foi testada a técnica de
presenca e auséncia com os meios de cultura & base de substratos cromogénicos e
fluorogénicos, o Readycult Coliformes e o Readycult Enterococci — meios seletivos e de
enriquecimento para deteccdo simultanea de coliformes totais e Escherichia coli, grupo

Enterococcus, respectivamente.

e Coliformes totais e Escherichia coli

Adicionou-se um frasconete com Readycult coliformes em frascos contendo 100mL de cada
amostra. Os frascos foram agitados até a dissolucdo total do meio de cultura e incubados a
35°C por 24 horas. Realizou-se a leitura dos frascos considerando presenca de coliformes
totais em frascos cujos meios apresentaram coloracdo azul esverdeada, e presenca de
Escherichia coli em frascos cujos meios ficaram fluorescentes, quando expostos a luz
ultravioleta (Figura 4.16). O resultado foi expresso como presenca de coliformes totais e

Escherichia coli.
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FIGURA 4.16: Detecgdo simultanea de coliformes fecais e Escherichia coli pela técnica de presenca e
auséncia com substrato cromogénico Readycult Coliformes

e Grupo Enterococcus

Adicionou-se um frasconete com Readycult Enterococci em frascos contendo 100mL das
amostras. Os frascos foram agitados até a dissolugdo total do meio e incubados a 35° C, por
24 horas. Durante a leitura dos frascos, foi considerada a presenca de Enterococcus e
Enterococcus nos frascos cujos meios apresentaram coloracdo azul esverdeada (Figura 4.17).

Reportou-se o resultado como presenca de Enterococcus.

FIGURA 4.17: Detecc¢do do grupo Enterococcus pela técnica de presenca e auséncia com substrato
cromogénico Readycult Enterococci

4.3.2.5 Técnica de Plagueamento em Superficie (“spread plate™)

Técnica comumente utilizada para deteccdo de Staphylococcus aureus em alimento, adaptada

para deteccdo deste microrganismo no liquido lixiviado.
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Teste presuntivo

Constituiu-se na inoculacéo de uma aliquota de 0,1mL de cada diluicdo das amostras, sobre a

superficie de placas de Petri, previamente preparadas contendo agar Baird-Parker (BP). O

indculo foi espalhado sobre a superficie do agar, com auxilio de uma alga de Drigalshi, até

sua completa absorcdo. As placas foram incubadas em posicao invertida a 35°C, durante 48h.

Ap0s este procedimento efetuou-se a contagem das coldnias tipicas (col6nias convexas de cor

negra, brilhantes, rodeadas por um halo ou zona transparente) e atipicas de Staphylococcus

aureus, separadamente, conforme Figuras 4.18 e 4.19. As coldnias tipicas e atipicas foram

submetidas a coloracdo de Gram, teste de oxidase, catalase, coagulase, manitol e

termonuclease, para confirmacéo do resultado.

1mi 1 mil

Indeulo original l Cada tubo
| contém 9 mi
de caldo de

cultura

8 4

Plaqueamento |

‘\ /‘\

1mil 1ml 1ml

1:100.000 »

Fonte: Tortora, 2000

Crescimento
bacteriano na
superficie

FIGURA 4.18: Técnica de plaqueamento em superficie

FIGURA 4.19: Plagueamento em superficie para detec¢do de Staphylococcus aureus no liquido
lixiviado

Programa de Pés-graduacéo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG 70



Teste confirmativo

e Coagulase

Transferiu-se 5 coldnias tipicas e atipicas para tubos contendo 0, 5 mL de caldo infusdo
cérebro coracdo (BHI), os quais foram incubados a 35°C por 12 horas. Posteriormente,
adicionou-se 0,5 mL de plasma de coelho em cada tubo, incubando-os novamente por 12
horas a mesma temperatura. Procedeu-se a leitura dos tubos considerando positivos aqueles
que apresentaram a coagulacao do meio.

o Esterilizacdo e inoculagdo de cepas de Staphylococcus aureus coagulase positiva no

liquido lixiviado

Este procedimento foi incluido visando confirmar a eficacia da técnica na recuperacao
Staphylococcus aureus coagulase positiva em liquidos lixiviados. Inicialmente, o liquido
lixiviado das células AC05 e emergencial foi autoclavado a 121°C durante uma hora, para
eliminar sua microbiota natural. Apos atingir a temperatura ambiente, transferiu-se 20 mL do
liquido de cada célula para tubos de ensaio previamente identificados e inoculou-se cepas de
Staphylococcus aureus. Os tubos foram incubados a 35°C por 48 horas e apés esse periodo foi
semeada uma aliquota de 0,1mL do liquido lixiviado em placa de Petri contendo agar Baird
Parker e uma alcada do mesmo liquido em placa de Petri contendo agar sangue. As placas
foram incubadas a 35°C por 48 horas. Procedeu-se a leitura das placas fazendo a contagem
das colbnias presentes e anotou-se o resultado. Os tubos continuaram incubados e o
procedimento de inoculacdo nas placas foi realizado diariamente até 0 momento que néo

houve crescimento das cepas no agar Baird Parker e no &gar sangue.

Também foi semeada uma aliquota de 0,1mL do liquido lixiviado autoclavado e sem
inoculacdo das cepas de Staphylococcus aureus, em placa de Petri contendo agar Baird Parker
e &gar sangue, para verificar a eficacia da esterilizacdo. Realizou-se 0 mesmo procedimento
descrito no parégrafo anterior, ou seja, verificou-se toda a microbiota do liquido lixiviado

havia sido eliminada.

4.3.2.6 Técnica de Plagueamento em Profundidade (“pour plate™)

Essa técnica foi utilizada para a contagem de bactérias aerdbias e analise quantitativa e

qualitativa de Clostridium perfringens no liquido lixiviado.
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e Bactérias aerobias

Inoculou-se em duplicata uma aliquota de 1,0 mL de cada diluicdo adotada, em placa de Petri
estéril, adicionou-se 15 a 20mL do agar padréo para contagem (PCA), previamente fundido e
estabilizado em banho-maria a 45°C, homogeinizou-se o indculo e o PCA contidos na placa
com movimentos circulares ou em forma de oito. As placas foram incubadas invertidas por
48h a 35°C. Apos o periodo de incubagéo selecionou-se para leitura a duplicata de placas que
continham entre 30 e 300 coldnias por placa. A contagem foi realizada com auxilio de um
contador de coldnias. O resultado foi expresso em UFC/mL considerando-se a média

aritmética da contagem obtida em cada uma das placas da duplicata.

e Clostridium perfringens

Teste presuntivo

Inoculou-se uma aliquota de 1,0 mL de cada diluicdo adotada em placa de Petri estéril,
adicionou-se 20mL do agar SPS, previamente fundido e estabilizado em banho-maria a 45°C,
homogeinizou-se o inoculo e o agar contidos na placa com movimentos circulares ou em
forma de oito. As placas foram incubadas em jarras de anaerobiose com indicadores de
anaerobiose a 44°C, durante 48 horas. Apds o periodo de incubacdo, contou-se as coldnias
caracteristicas (colonias negras) e inoculou-se 5 dessas colénias em caldo tioglicolato para

posteriores testes confirmativos.

Teste confirmativo

O teste confirmativo constituiu-se na inoculacdo de uma aliquota de 1mL de cada tubo de
tioglicolato para um tubo de leite tornassolado (Litmus milk) correspondente. Esses tubos
foram incubados em banho maria a 44° C durante 12 horas. Considerou-se teste positivo para
Clostridium perfringens os tubos que apresentaram coagulacdo, acidificacdo e formacao de
gés. O Clostridium perfringens fermenta o leite tornassolado, provocando coagulagéo,
fermentacdo da lactose com producdo de gas que é evidenciada pela mudanca de coloracdo

lilas para rosa do indicador de pH, o tornassol. O resultado foi expresso em UFC/mL.

Na Figura 4.20 observa-se a prova confirmativa para Clostridium perfringens
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FIGURA 4.20: Teste confirmativo para Clostridium perfringens utilizando leite tornassolado

Ressalta-se que a técnica de membrana filtrante ndo foi testada nesta pesquisa devido as
contra-indicagdes para amostras ambientais com caracteristicas similares ao liquido lixiviado
(alta turbidez, presenca de metais pesados, dentre outras), como ja descrito anteriormente na

revisao da literatura.

4.4 Tratamento e analise estatistica dos dados

Para avaliago dos resultados referentes aos parametros fisico-quimicos e microbiolédgicos do
liquido lixiviado das células ACO5 e emergencial, obtidos durante o decorrer da parte
experimental, foi desenvolvida andlise estatistica descritiva dos dados como valores maximos,
minimos, médios, mediana e desvio padrdo. Entretanto, visando detectar possiveis diferencas
e associagOes entre as varidveis pesquisadas, complementou-se o estudo estatistico, aplicando
o teste de sinais de Wilcoxon, teste do qui-quadrado - X e analise multivariada (anélise

fatorial por componentes principais).

O teste de wilcoxon € indicado no caso de tratamento simultdneo de varias amostras,
eventualmente pequenas, independente da forma da distribui¢do das variaveis estudadas e em
casos que os dados sdo apresentados em postos (nimero atribuido a um item da amostra
individual, segundo sua ordem na lista), em escalas ordinais, etc. Restringe-se aos dados em
que as distribuicdes sejam continuas.
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O teste dos sinais € aplicavel no caso de duas amostras relacionadas quando o pesquisador
deseja determinar se duas condi¢des sdo diferentes, ou seja, testar a igualdade ou equivaléncia
de dois processos. Segundo TRIOLA (2003), o teste se baseia em postos das diferencas entre
os pares de dados. O teste utiliza apenas os sinais das diferencas, mas ndo seus valores

numéricos. Pode ser aplicado também, a uma afirmacéo sobre a mediana de uma populacg&o.

Assim, o teste dos sinais foi aplicado com o objetivo de verificar a existéncia de diferenca
entre os valores dos parametros fisico-quimicos e microbiolégicos do liquido lixiviado das
células ACO5 e emergencial, em relacdo ao tempo de aterramento dos residuos e ao processo

de disposicdo final destes residuos.

Para descrever a associacdo das diversas variaveis pesquisadas (parametros fisico-quimicos e
microbioldgicos) entre si e destas com as observacdes (células AC05 e emergencial), utilizou-
se a técnica de andlise fatorial por componentes principais. Com esta técnica os fatores sdo
obtidos a partir de uma decomposicdo da matriz de correlagcdo (ou de covariancia), tendo
como resultado cargas fatoriais, que indicam o quanto cada varidvel estd associada a cada

fator e os autovalores associados a cada um dos fatores envolvidos.

Para SAMPAIO (1993), a analise multivariada pode ser utilizada em situacdes onde o niUmero
restrito de observaces pode colocar em risco a qualidade do estudo e quando as respostas
experimentais sdo medidas quantitativamente. Desta forma, optou-se por esta andlise, uma

vez que o0 experimento constou de 25 observagdes e os dados obtidos foram quantitativos.

O alvo mais importante desta técnica é a solucdo gréafica do sistema, onde ndo s as variaveis,
mas também as observacfes podem ser localizadas em planos fatoriais que indicam o grau de
associacdo das mesmas e a existéncia de distintos agrupamentos, por meio de um espaco
dimensional com até n eixos que podem justificar plenamente a variacdo total do sistema
(SAMPAIO, 1998).

Segundo critérios citados por SAMPAIO (1993), primeiramente avalia-se 0s trés primeiros
eixo0s, ou seja, as trés primeiras componentes principais. Tais componentes devem apresentar
uma inércia de 70%, sendo que a primeira apresenta o0 maior valor de inércia e as demais sdo
definidas sequencialmente no sentido decrescente, conforme seus respectivos valores de

inércia.
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O primeiro eixo fatorial corresponde aquele que maximiza a variancia das proje¢des de todos
0s pontos do sistema. O que equivale dizer que a nuvem de pontos tem sua projecédo sobre tal
eixo maximizada. Este primeiro eixo serd o que justificard mais plenamente a variacdo das
observagdes no sistema e, portanto, conterd o maior valor de inércia entre os demais €ixos
ortogonais (SAMPAIO,1998).

Outro teste muito utilizado para estudar a associacao entre varidveis € o teste do qui-quadrado.
Este teste é indicado para trabalhos experimentais, nos quais as observac@es sdo classificadas
e agrupadas em varias categorias descritivas (dados qualitativos). Entdo, como o resultado
referente a avaliacdo da susceptibilidade aos antimicrobianos das cepas de Pseudomonas
aeruginosa isoladas do liquido lixiviado foi qualitativo (classificado em sensivel,
intermediario e resistente), analisou-se a associacdo destes dados aplicando o teste do qui-

quadrado por meio da elaboracdo de uma tabela de contingéncia.

Em uma tabela de contingéncia as frequéncias correspondem a duas variaveis, uma variavel
que categoriza as linhas, e outra que categoriza as colunas. O cruzamento simultaneo de duas
caracteristicas qualitativas em cada unidade de observacdo, origina uma classificacdo
combinada, que é a base informativa da tabelas de contingéncia. Essas podem ser tabelas de
dupla entrada, nas quais os resultados dos experimentos sédo colocados, permitindo assim o

calculo X? a partir de nimeros absolutos, observados e esperados.

O tratamento estatistico foi executado com o auxilio dos softwares Microsoft Excel,
programas Statistica 5.0, Minitab 13.0 e FORTRAM 66.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados sdo discutidos individual e comparativamente para as células ACO05 e
emergencial. S&o apresentados na forma de figuras para uma melhor visualizagdo das
variagBes ocorridas, além das planilhas Al a Al2 do anexo. A estatistica descritiva é
apresentada em forma de tabelas mostrando valores maximos, minimos, médios, mediana e
desvio padréo e a estatistica dedutiva em forma de tabela resumo. Primeiramente, discute-se
sobre as técnicas utilizadas para analise microbiolégica do liquido lixiviado e em seqtiéncia 0s
resultados obtidos para os parametros fisico-quimicos e microbioldgicos dos liquidos
lixiviados e avaliacdo da susceptibilidade aos antimicrobianos das cepas de Pseudomonas

aeruginosa isoladas do liquido lixiviado das células AC05 e emergencial.

5.1 Técnicas Testadas para a Deteccdo de Microrganismos no Liquido
Lixiviado

Neste item sdo avaliadas as técnicas testadas para identificacdo dos microrganismos

pesquisados, bem como os meios de cultura utilizados e os possiveis interferentes nas analises

microbioldgicas.

5.1.1 Técnica de tubos multiplos

A técnica de tubos multiplos, apesar de ser muito trabalhosa foi a mais versatil. Pode ser
aplicada na deteccdo qualitativa e quantitativa de coliformes totais, coliformes
termotolerantes, grupo Enterococcus e Pseudomonas aeruginosa, no liquido lixiviado,
variando-se a série de tubos por diluicdo, o volume das aliquotas distribuidas em cada tubo e

0s meios de cultura, conforme as exigéncias nutricionais de cada microrganismo.

Normalmente, na aplicacdo das técnicas de tubos mudltiplos utilizam-se meios de cultura
seletivos e diferenciais. Na presente pesquisa, para esta mesma técnica testou-se 0s meios

seletivos e diferenciais e substrato cromogénico.

e Técnica de tubos multiplos com meios seletivos e diferenciais

A turbidez do liquido lixiviado ndo foi fator que dificultou a leitura dos resultados, ou seja, foi
possivel visualizar a formacdo de gas nos tubos de Durhan na deteccdo de coliformes totais e
coliformes termotolerantes. Na detec¢do do grupo Enterococcus e Pseudomonas aeruginosa,
também foi possivel visualizar a turvacdo ou formacdo de precipitado e fluorescéncia em
presenca de luz UV, respectivamente.
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Porém, os meios utilizados, seletivos e diferenciais (caldo LST, CVB EC) permitiram 0
crescimento de outros microrganismos. Este fato foi confirmado quando isolou-se a
Escherichia coli em agar Macconkey a partir do caldo EC e detectou-se col6nias de
Enterobacter, Klebsiella sp e Citrobacter (coliformes termotolerantes) que também
desenvolveram a 44,5°C. Os resultados obtidos corroboram com CERQUEIRA & SA
HORTA (1999), no sentido que estes autores sugerem a utilizagdo do termo coliformes

termotolerantes ao invés de coliformes fecais.

Da mesma forma, na deteccdo da Pseudomonas aeruginosa foram isolados outros
microrganismos no meio agar cetrimida a partir do caldo acetamida, especificamente

Aeromonas sp.

e Técnica de tubos maltiplos com substrato cromogénico

O meio utilizado nesta técnica demonstrou ser mais sensivel, em relacdo aos meios seletivos e
diferenciais (caldo dextrose azida e &gar enterocos). Além disso, obteve-se o resultado das
anélises em um periodo menor de incubagdo das amostras (24 horas) e ndo houve necessidade

da realizacdo de provas confirmativas adicionais.

Ressalta-se que esta técnica foi utilizada somente para a deteccdo do grupo Enterococcus,
conforme ja descrito no item 4.3.2.2.

5.1.2 Técnica de presenca e auséncia com substrato cromogénico

Os meios de cultura Readycult coliformes e Readycult Enterococcus possibilitaram a
deteccdo da presenca dos coliformes totais, Escherichia coli e Enterococcus, em um periodo

de 24 horas de incubacéo das amostras.

Para as doze (12) das quinze (15) analises realizadas com o meio Readycult o resultado foi
positivo, ou seja, detectou-se a presenca de coliformes totais e fecais e Enterococcus,
respectivamente. Provavelmente, a deteccdo destes microrganismos analisados em todas as
doze amostras pode ser devido a especificidade do meio que € hidrolizado por enzimas
especificas de cada espécie de microrganismo (STANDARD METHODS, 1998).

A turbidez do liquido lixiviado ndo dificultou a leitura dos resultados, apés o periodo de
incubacdo determinado (24h). Foi possivel visualizar a coloracdo azul esverdeada da amostra,

que indicou presenga do grupo coliformes, e fluorescéncia sob luz ultravioleta que indicou
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presencga da Escherichia coli, quando utilizou o meio Readycult coliformes. Na detec¢do do
grupo Enterococcus com o meio Readycult Enterococcus, também foi possivel visualizar a

coloracdo azul esverdeada que indicou a presenca deste grupo.

A deteccdo de microrganismos no liquido lixiviado utilizando meios de cultura a base de
substrato cromogénico permitiu a obtencdo de resultado em um periodo de incubacdo menor
(24h), que aquele necessario para as técnicas tradicionais (48h) que utilizam meios
presuntivos e confirmativos. Ademais, estas Ultimas exigem provas confirmativas adicionais,

além das 48 horas.

5.1.3 Técnica do substrato cromogénico (colilert)

A técnica do substrato cromogénico (colilert) ndo foi aplicavel para a deteccdo de coliformes
totais e fecais no liquido lixiviado, pois houve interferéncia da turbidez na visualizacdo da
mudanca de cor das amostras, ap0s o periodo de incubacédo requerido (24h). Sendo assim, nao
foi possivel perceber a coloracdo amarela dos compartimentos individuais (células), que
indicariam resultado confirmativo para coliformes totais, e a fluorescéncia sob luz

ultravioleta, que indicaria resultado confirmativo para E. coli.

5.1.4 Técnica de plagueamento

Na presente pesquisa utilizou-se a técnica em profundidade para contagem de bactérias
aerobias e detecgdo de Clostridium perfringens e técnica de plaqueamento em superficie para

deteccdo de Staphylococcus aureus.

e Técnica de plaqueamento em profundidade para contagem de bactérias aerdbias e deteccédo

de Clostridium perfringens

A técnica de plagueamento em profundidade para deteccdo de bactérias aerdbias
proporcionou resultados satisfatérios. Houve o crescimento dos microrganismos nas dilui¢fes
seriais utilizadas, conforme descrito no item 4.3.2.6, sendo possivel a contagem destas

bactérias nas respectivas diluicdes.

A deteccdo de Clostridium perfringens por meio desta mesma técnica possibilitou o
isolamento deste anaerdbio no liquido lixiviado, porém houve uma certa dificuldade de
transferir a col6nia isolada no meio de cultura a4gar SPS para as provas bioquimicas

seqlienciais, devido ao seu crescimento agregado ao agar.
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Ressalta-se que provavelmente, a técnica de tubos multiplos convencionalmente adotada para
deteccdo deste anaerobio em amostras de agua seria a mais indicada para detecta-lo no liquido
lixiviado, uma vez que esta técnica foi testada anteriormente e foi aplicavel para este objetivo.
Entretanto em funcgdo de ser uma técnica trabalhosa e demandar muito tempo de execucéo foi
necessaria a contratacdo de servigos externos para analise deste parametro. No entanto,
nenhum dos laboratorios consultados aplicava esta técnica, e sim a de plaqueamento em
profundidade comumente utilizada para detec¢do de clostridios em alimento. Assim, a
deteccdo de Clostridium perfringens no liquido lixiviado foi por meio da técnica de

plagueamento em profundidade.

e Técnica de plagueamento em superficie para deteccdo de Staphylococcus aureus

Para deteccdo de Staphylococcus aureus no liquido lixiviado foi adaptada a técnica de

plaqueamento em superficie para deteccdo desta espécie em amostras de alimento.

A referida técnica foi eficiente na recuperacdo das cepas padrdo de Staphylococcus aureus
inoculadas no liquido lixiviado esterelizado, tanto utilizando o meio de cultura agar sangue

como o Baird-Parker.

5.2 Parametros fisico-quimicos das células ACO5 e emergencial

Primeiramente, sdo discutidos os parametros individual e comparativamente, para cada célula

e sequencialmente o delineamento estatistico dos mesmos.

5.2.1 Potencial Hidrogeniénico - pH

Na Figura 5.1 sdo apresentados os resultados de pH dos liquidos lixiviados da célula ACO5 e

emergencial.
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FIGURA 5. 1: Variacdo do pH nos liquidos lixiviados das células ACO5 e emergencial, em funcdo do
tempo

Observa-se que o pH do liquido lixiviado da célula AC05 manteve-se proximo da
neutralidade (aproximadamente 7,5) durante todo o monitoramento com variagdes nas
primeiras e na ultima coleta. No inicio o valor de pH foi mais elevado (aproximadamente 8,0),
tendendo a uma maior alcalinidade. Esta elevagdo pode ter sido devido ao arraste de

substancias inorganicas alcalinas (carbonatos, éxidos, etc.) pelas dguas das chuvas.

Contrariamente, observa-se um decaimento significativo do pH na dltima coleta
(aproximadamente 5,63), que pode ser atribuido ao direcionamento do liquido lixiviado de
outro ponto da célula ACO5 para o piezdmetro 5A onde houve amostragem. Provavelmente,
este liquido afluente tinha outras caracteristicas com carater mais acido e conseqlientemente
resultou no decaimento do pH do liquido lixiviado desse piezémetro, uma vez que variages

bruscas neste parametro pode ser devido ao despejo de solucGes acidas ou alcalinas.

Esperava-se que o pH do liquido lixiviado da célula ACO5 fosse mais acido, uma vez que esta
célula ainda estava em operacdo durante as amostragens, ocorrendo o aterramento diario de
residuos (RSU e RSS). Entretanto, presume-se que, no periodo de amostragem a célula AC05
estava na fase metanogénica devido a aparente producdo de gas, conseqientemente, 0
consumo de &cidos volateis caracteristicos desta fase pode ter contribuido para a elevacao do
pH.

E importante ressaltar que apesar da suposicao da fase metanogénica, o aterramento diario de

residuos causa uma grande variabilidade nas caracteristicas do liquido lixiviado, sendo
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possivel a ocorréncia das fases acetogénica e metanogénica simultaneamente, na mesma

célula. Este fato também, pode ter influenciado na variacéo do valor do pH da célula ACO5.

Uma outra explicacdo para esta ocorréncia é que o uso de entulho da construcdo civil (pH
alcalino) na cobertura das células tenha influenciado no pH da célula ACO05, tornando-o
neutro. Pode-se inferir que os aspectos construtivos do aterro (camadas) vao influenciar na

circulacdo do lixiviado e consequentemente nas fases de digestao anaerdbia.

O pH da célula emergencial manteve-se na faixa de neutro a alcalino (7,0 a 8,0). Observa-se
que os valores obtidos entre os dias 1 a 45 e 85 a 106 tenderam a neutro (7,0 a 7,5) e 0s

obtidos entre os dias 46 a 82 tenderam a alcalino (7,5 a 8,0).

Esta variacdo observada pode ser devido a infiltracdo das &guas de chuvas no piezémetro da
célula emergencial, pois durante as amostragens que coincidiram com os dias chuvosos, 0
liquido lixiviado deste piezdmetro era bombeado para outros pontos de coleta de lixiviado,

para evitar o transbordamento do mesmo.

Em analise comparativa dos resultados de pH do liquido lixiviado obtidos nas duas células,
verifica-se que os valores de pH da célula AC05 mantiveram-se mais constantes que aqueles
da célula emergencial. As variagdes do pH ocorridas na célula emergencial foram mais

acentuadas e ficaram na faixa de 7,0 a 8,0.

5.2.2 Temperatura

Na Figura 5.2 s@o mostradas as temperaturas das amostras de liquido lixiviados de cada célula

em estudo.
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FIGURA 5. 2: Variacdo da temperatura nos liquido lixiviados das células AC05 e emergencial em
funcéo do tempo

Observa-se que a temperatura da AC05 manteve-se na faixa de 32 a 42°C e na célula
emergencial manteve-se entre 24 a 30°C.

Comparando os resultados da célula AC05 e emergencial percebe-se que a temperatura da
ACO05 manteve-se mais elevada que da emergencial. Provavelmente, a célula ACO5 estava em
intensa atividade de degradacdo da matéria organica pelo fato de estar recebendo residuos

diariamente, durante o periodo das amostragens. Isto pode ter refletido em uma temperatura
mais elevada.

E importante ressaltar que a temperatura das duas células, embora diferenciadas, possibilitou
o desenvolvimento dos microrganismos em estudo, isto pode ser devido a capacidade que

estes microrganismos tém de suportar faixa maiores de variagdo da temperatura.

5.2.3 Condutividade

Na Figura 5.3 sdo apresentados os resultados referentes a condutividade nos liquidos

lixiviados das células ACO5 e emergencial.
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FIGURA 5. 3: Variacdo da condutividade nos liquido lixiviados das células ACO5 e emergencial em
funcéo do tempo

Os valores da condutividade do liquido lixiviado da célula ACO05, mantiveram-se
aproximadamente entre 14 e 22mS/cm e na celula emergencial mantiveram-se entre 4 a
8mS/cm. Verifica-se que, em ambas as células houve variagdes do valor da condutividade.
Estas variagOes podem ser explicadas pela mudanca dos valores de pH e da temperatura
observados no liquido lixiviado das células estudadas, uma vez que se constituem fatores de

interferéncia na condutividade.

Outra explicacdo possivel para esta ocorréncia foi a incidéncia de chuva no periodo de
amostragem que levou a diluicdo do liquido lixiviado e conseqiientemente variacfes nos

valores da condutividade de ambas as células.

Em analise comparativa dos resultados obtidos entre a células AC05 e emergencial, verifica-
se que a condutividade da célula ACO05 foi superior a da emergencial ao longo do periodo
avaliado. Isto pode ser devido, principalmente, ao estdgio de aterramento de residuos
diferenciado de cada célula, que devido a caracteristicas como temperatura mais elevada,
favorece a solubilidade e arraste dos ions, contribuindo para o aumento da condutividade,
dado que a célula ACO5 recebia residuos diariamente e apresentou maiores valores de

temperatura.

Pode-se dizer que a condutividade decai ao longo do tempo, em um aterro sanitario, devido a
estabilizacdo da matéria organica, reducdo da temperatura, € consequentemente reducdo da
solubilizacdo de elementos inorganicos, uma vez este pardmetro esta relacionado com a

presenca de ions dissolvidos no liquido lixiviado.
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5.2.4 Potencial Redox

Na Figura 5.4 sdo mostrados os valores de potencial redox dos liquidos lixiviados das células
ACO05 e emergencial.
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FIGURA 5. 4: Variacgdo do potencial redox nos liquido lixiviados das células ACO5 e emergencial em
funcdo do tempo

Os valores de potencial redox da célula ACO5 ficaram na faixa de -400 a -25mV. Percebeu-se

que a partir do dia 36 houve predominio da condi¢édo -400 a -300mV.

Na célula emergencial os valores encontrados oscilaram entre -300 a -25mV. Apesar das
oscilacbes verificadas, os valores detectados na maioria das amostragens mantiveram-se na
faixa de -200 a -50mV.

Comparando-se os resultados das duas células é possivel observar que tanto na AC05 como
na emergencial os maiores valores foram obtidos nos 30 primeiros dias, coincidentemente
com o periodo de maior precipitacdo, dando indicios de que a presenca de oxigénio dissolvido
nas aguas de chuvas pode ter interferido nas condi¢des de oxiredugdo do meio.

Observa-se também que os valores da célula AC05 mantiveram-se mais constantes e foram
menores que os da célula emergencial, portanto mais redutor se encontrava 0 meio.
Provavelmente, a ndo disponibilidade de oxigénio no meio também possa ter favorecido esta
situacdo, pois o potencial redox estd associado ao oxigénio dissolvido e quanto menor a

quantidade de oxigénio mais redutor sera 0 meio.
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A diferenca dos valores do potencial redox entre as duas células, também pode ser explicado
pelos diferentes estdgios do aterramento de residuos nas mesmas. Durante o periodo das
amostragens, a célula ACO05 recebia residuos diariamente, enquanto o referido processo ja
tinha encerrado a aproximadamente 5 anos na célula emergencial (Julho/1997). Assim, supde-
se que a ACO5 estava em processo intenso de atividade bioldgica, com temperatura mais
elevada, producdo de gas, reducdo de O, e valores mais baixos de potencial redox. Ja a
emergencial, em processo mais avancado de estabilizacdo da matéria organica, apresentou
temperatura mais baixa, possivelmente reducdo da produgdo de gas, aparecimento de
substancias oxidadas, aumento da quantidade de O, e valores mais altos de potencial redox.

Ressalta-se que ndo foi monitorado a geragcdo de gases nas células estudas. Entretanto, a
producdo aparente de gas foi claramente percebida durante as coletas do liquido lixiviado no
piezdmetro da célula ACO05, uma vez que foi necessaria a adaptagdo de maéscara para

respiracdo, dada a intensidade da emanacao dos gases no interior deste piezémetro.

Na emergencial ndo foi necessario 0 uso da mascara, pois ndo percebeu-se a emanacao de
gases neste piezdmetro. Assim, a auséncia aparente de gas e a cor mais clara do liquido

lixivado dava indicios de estabilizacdo da matéria organica.

Uma outra hipdtese € o fato da célula emergencial ter passado pelas trés fases (acetogénica,
metanogénica e alcalinogénica) do processo de biorremediacéo. Isto pode ter contribuido para
a aceleracdo do processo natural de decomposi¢do anaerdbia e consequentemente interferido
no equilibrio do sistema desta célula.

Além disso, os aspectos operacionais inerentes de um aterro sanitario podem ter influenciado
na variacdo dos pardmetros fisico-quimicos monitorados. Na célula emergencial o liquido
lixiviado as vezes era bombeado para evitar o transbordamento do piezémetro, pois
suspeitava-se de infiltracdo das aguas de chuva. Esta medida possivelmente favoreceu a

entrada de oxigénio no meio, contribuindo para variagdes nos valores de potencial redox.

Na célula ACO5, para evitar os “bolsdes” (acumulo localizado de liquido lixiviado) fazia-se a
drenagem desse liquido para outros piezbmetros existentes, inclusive para o piezémetro 5A,
onde foi realizada a amostragem. Assim, supfe-se que a chegada do liquido drenado com
outras caracteristicas, pode também ter interferido no equilibrio do meio e causado variagdes

no sistema.
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5.3 Tratamento e analise estatistica dos dados

O tratamento estatistico dos resultados referentes aos parametros fisico-quimico dos liquidos
lixiviados das células ACO05 e emergencial baseou-se na estatistica descritiva e dedutiva. S&o
feitas algumas consideragGes sobre estatistica descritiva de forma resumida e sequencialmente

sobre a estatistica ndo-paramétrica - teste de postos com sinais de wilcoxon.

5.3.1 Estatistica descritiva

Nas Tabelas 5.1 e 5.2, sdo apresentados os resultados para os parametros fisico-quimicos dos
liquidos lixiviados das células AC05 e emergencial, obtidos pelo software Statistica versao
5.0.

Tabela 5.1: Estatistica descritiva para os parametros fisico-quimicos da célula AC05

’P_arameFro_s el ~ Média | Mediana | Minimo | M&ximo Desvlo
Fisico-Quimicos Observagoes Padréo
pH 25 7,48 7,50 5,63 8,16 0,42
Temperatura (°C) 25 39,20 40,20 32,70 41,90 2,52
Potencial Redox (mV) 25 -317,65 | -372,00 | -411,00 -17,30 117,77
Condutividade (mS/Cm) 25 17,09 17,73 12,39 22,10 2,61

Tabela 5.2: Estatistica descritiva para os parametros fisico-quimicos da célula emergencial

A S -
Figgg?énf itrl;lc;zos Obs’:r\fjazﬁes el | (vieelee | DIRID | SEdme Eae;\r/a;t%
pH 25 7,52 7,37 7,16 8,16 0,32
Temperatura (°C) 25 26,83 26,80 24,60 29,40 1,28
Potencial Redox (mV) 25 -117,08 -95,00 -294,00 -24,00 75,43
Condutividade (mS/Cm) 25 6,81 7,25 3,96 9,49 1,43

Observa-se que os valores médios de pH das células ACO5 e emergencial estdo préximos,
respectivamente 7,48 e 7,52. Tais valores médios, segundo BROCK (2003) situam-se na faixa
de pH 6timo para o desenvolvimento das bactérias em estudo e para uma boa atividade
anaerdbia, cujos valores recomendaveis situam-se na faixa de 7,0 a 7,4. Verifica-se também

que o pH estava favoravel ao desenvolvimento das bactérias arqueometanogénicas.

Ademais, tanto os valores médios de pH da célula ACO5 e da emergencial estdo na faixa dos
valores de pH para aterros novos (4,5 - 7,5) e consolidados (6,6 - 7,5), TCHOBANOGLOUS
et al (1993).
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Ja os valores médios, referente as temperaturas dos liquidos lixiviados das células ACO5 e
emergencial apresentaram-se distintos, 39,2 e 26,83°C respectivamente, e propicios para

desenvolvimento dos microrganismos estudados.

Com relagéo ao potencial redox verifica-se valores medios distintos, -317,65mV para a célula
ACO05 e -117,08mV para a emergencial. De forma similar, observa-se que os valores médios
para a condutividade foram distintos, 17,09ms/cm para a AC05 e 6,81lms/cm para a

emergencial.

Os valores médios de pH e temperatura do liquido lixiviado de ambas as células, atendem os
padrdes de lancamento no corpo receptor e na rede coletora de esgoto, conforme DN COPAM
n.10/86 e T.187/00 da COPASA, cujos limites sdo 6-9 e <40°C; 6-10 e <40°C,

respectivamente. Para condutividade e potencial redox nao é exigido padrdo de langcamento.

5.3.2 Teste de postos com sinais de wilcoxon

Com este teste foi possivel avaliar se as diferencas observadas entre os valores dos parametros
pesquisados, da celula ACO5 e emergencial foram significativas (p>0,05) ou nédo (p<0,05) e
ainda aceitar ou rejeitar a hipdtese. Foi fixado um nivel de significancia de 95%. Na tabela

5.3, é apresentado o resumo do resultado do teste de postos de sinais de wilcoxon.

Tabela 5.3: Teste de postos com sinais de Wilcoxon para os parametros fisico-quimicos da célula
ACO05 e emergencial

F;Zi[fgﬁ?;?iios N Grupo 1 | Grupo 2 P Ho |Conclusdo
pH 25 AC05 EM 0,925 Aceitar =11
Temperatura (°C) 25 AC05 EM 0,000 Rejeitar 1Ly
Potencial Redox (mV) 25 AC05 EM 0,000 | Rejeitar | jy=p,
Condutividade (mS/Cm) 25 AC05 EM 0,000 Rejeitar | iy,

(Ho): as medianas dos parametros fisico-quimicos da célula ACO5 e emergencial sdo iguais

(H1): as medianas dos parametros fisico-quimicos da célula ACO5 e emergencial ndo sao

iguais

Pela analise de teste de sinais, pode-se inferir que:

e a mediana dos valores de temperatura, potencial redox e condutividade foram

significativamente diferentes entre si (p<0,05), para um nivel de significancia de 95%.
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Portanto, a hip6tese nula (Ho) foi rejeitada e aceitou-se a hipotese alternativa H;.

e para a mediana dos valores de pH n&o houve diferenca significativa (p>0,05), para um
nivel de significancia de 95%. Portanto a hipotese nula (Ho) foi aceita e rejeitou-se a

hipotese alternativa Hy,

Este resultado estatistico reforca as diferencas observadas entre os valores de temperatura,
condutividade e potencial redox do liquido lixiviado das células AC05 e emergencial,

apresentados nas figuras 5.2, 5.3 e 5.4.

Conforme resultado do teste dos sinais, pode-se inferir que para este estudo, durante o periodo
monitorado, os parametros temperatura, potencial redox e condutividade do liquido lixiviado
foram mais afetados do que o pH e que o tempo de aterramento de residuos € um dos fatores
que supostamente interferiu na variacdo destes parametros, dado as fases diferentes de

degradacéo da matéria organica.

Este resultado corrobora com dados da literatura (CASTILHO, 2003) que relata a variagao
destes parametros em relacdo as fases de degradacdo da matéria organica. Portanto,
considerando que as caracteristicas do liquido lixiviado estdo associadas as fases de
degradacdo da matéria organica presente nos residuos, ao tempo de aterramento dos mesmos e
a idade do liquido lixivado, pode-se dizer que quanto mais “maturado” (“velho”) um liquido
lixiviado, menor seu valor de temperatura, condutividade e maior potencial redox, devido a

estabilizacdo da matéria organica.

Para os valores de pH ndo houve diferenca significativa, apesar do diferente estagio de
aterramento dos residuos nas células estudadas. Como ja mecionado, provavelmente, a célula
ACO05 estava na fase metanogénica, e o consumo de acidos volateis caracteristicos desta fase
de degradacdo da matéria organica contribuiu para a mudanca do pH de &cido para neutro.
Além disso, o uso de entulhos da construcdo civil como cobertura final desta célula, também

pode ter contribuido para manté-lo na faixa de neutro.

Visando uma melhor discussdo desses parametros, foi realizada também, uma analise
multivariada. O resultado desta analise encontra-se no item 5.6.4, pois os parametros fisico-

guimicos e microbiolégicos foram avaliados simultaneamente.
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5.4 Parametros microbiolégicos da célula ACO5 e emergencial
5.4.1 Microrganismos indicadores de contaminacgédo

e Coliformes totais e termotolerantes

Nas Figuras 5.5 e 5.6 sdo apresentados os resultados obtidos para coliformes totais e

termotolerantes nas celulas ACO5 e emergencial.
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FIGURA 5. 5: Concentracdo de coliformes totais nos liquidos lixiviados das células ACO05 e
emergencial, em funcdo do tempo
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FIGURA 5. 6: Concentracédo de coliformes termotolerantes nos liquidos lixiviados das células AC05

e emergencial, em funcéo do tempo
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Conforme visualizado na Figura 5.5, a concentracdo dos coliformes totais na célula AC05
ficou entre os valores 9,2x10" a 2,0x10* NMP/100mL. Para a célula emergencial, percebe-se
gue na maioria das andlises do liquido lixiviado ndo foram detectados estes microrganismos.

Quando detectados sua concentracao oscilou entre os valores 2,2x10" a 2,2x10° NMP/100mL.

Comparando os resultados das duas células, verifica-se que a concentracdo dos coliformes
totais foi superior na célula ACO05, enquanto que na célula emergencial a detec¢do do grupo
foi minima. Este resultado pode ser explicado pelo possivel decaimento bacteriano ao longo
do tempo de aterramento dos residuos, considerando que a operacao da célula emergencial foi
finalizada em 1997 e que a ACO05 ainda estava em operacdo no periodo das amostragens do

liquido lixiviado, Janeiro a Abril/2003.

Conforme resultados apresentados nas Figuras 5.5 e 5.6, observa-se que tanto na célula AC05
como na emergencial a concentracdo de termotolerantes seguiu o perfil da concentracéo dos
coliformes totais, sendo que a concentragdo destes microrganismos variou de 9,2x10' a
2,0x10* NMP/100mL na ACO05 e na célula emergencial variou de 9,2x10' a 9,2x10?
NMP/100mL. Provavelmente, a presenca de material fecal nos residuos favoreceu a sua

presenca no liquido lixiviado.

5.4.2 Grupo Enterococcus

Na Figura 5.7 sdo mostrados os resultados do grupo Enterococcus nos liquidos lixiviados das

células ACO5 e emergencial.
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FIGURA 5.7: Concentracdo do grupo Enterococcus nos liquidos lixiviados das células AC05 e
emergencial, em fun¢do do tempo
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Conforme demonstrado na Figura 5.7, a concentracdo do grupo Enterococcus da célula AC05
variou de 2,2x10? a 2,5x10° NMP/100mL e na célula emergencial de 9,2x10* a 2,3x10°
NMP/100mL.

A deteccdo do grupo Enterococcus no liquido lixiviado pode ser atribuida a presenca de

material fecal nos residuos, oriundos das fraldas, papel higiénico e fezes de animais.

Nas figuras a seguir sdo apresentadas as sinteses dos resultados obtidos dos indicadores de

contaminacdo (coliformes totais, termotolerantes e grupo Enterococcus), nas células AC05 e

emergencial.
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FIGURA 5.8: Concentracdo dos indicadores de contaminagdo no liquido lixiviado da célula AC05,

em funcdo do tempo
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FIGURA 5.9: Concentracdo dos indicadores de contaminacéo no liquido lixiviado da célula
emergencial, em fun¢do do tempo
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Conforme pode ser visualizado nas Figuras 5.8 e 5.9, observa-se que na maioria das
amostragens, a concentracdo de termotolerantes e coliformes totais foi similar, tanto na célula

ACO05 como na emergencial.

Percebe-se também, que a concentragdo do grupo Enterococcus foi superior as concentragoes
dos coliformes totais e termotolerantes, dando indicativos de uma possivel maior resisténcia
as condicGes ambientais adversas tais como: variacdo de temperatura, alta concentracdo de

sais, presenca de metais pesados, dentre outras.

O fato do grupo Enterococcus ser anaerobio fermentativo e aerotolerante (BROCK, 2003),
provavelmente, tenha contribuido para o seu predominio no liquido lixiviado, em relacdo aos

coliformes totais e termotolerantes.

Os resultados obtidos corroboram com a literatura (CETESB, 1998; ITAL, 2000) em que ha
relato sobre a maior resisténcia apresentada pelo grupo Enterococcus nos processos de
tratamentos de agua e esgotos, e as condi¢des ambientais adversas, em compara¢do com 0s

coliformes totais e termotolerantes.

A deteccdo do grupo Enterococcus no liquido lixiviado foi importante, uma vez que permite
uma correla¢do mais direta com a sobrevivénica de virus (ITAL, 2000).
5.4.3 Clostridium perfringens

Na Figura 5.10 sdo mostradas as concentracdoes dos valores de Clostridium perfringens nas
células ACO5 e emergencial.
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FIGURA 5.10: Concentracdo de Clostridium perfringens nos liquidos lixiviados das células AC05 e
emergencial, em funcdo do tempo
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Analisando a Figura 5.10 observa-se que a concentracao de Clostridium perfringens na célula
ACO5 ficou na faixa de 3,0x10" e 2,7x10* UFC/mL, enquanto na célula emergencial ficou

entre 1,3x10" a 9,8x10" UFC/mL, apresentado uma maior concentracdo na célula ACO5.

A deteccdo de Clostridium perfringens pode ser atribuida a sua capacidade de esporular, o que
Ihe confere maior resisténcia as condi¢fes ambientais desfavoraveis e também ao fato de ser
comumente encontrado no solo (SILVA, 1999), podendo ter sido carreado pelo liquido

lixiviado.

Desta forma, por ser mais estdvel no meio que 0s outros microrganismos e indicar sobre
contaminacg0es fecais mais remotas, a sua deteccao foi relevante, uma vez que da indicativos

da presenca de microrganismos patogénicos de maior persisténcia no liquido lixiviado.

Adicionalmente, o fato desta bactéria adaptar-se a temperaturas elevadas (45-50°C), varia¢des
nutricionais, disponibilidade de agua e a capacidade de fermentar aclcares e aminoacidos
produzindo acido butirico, acetato, butirato, CO2 e H2 (BROCK, 2003), favoreceu o seu
desenvolvimento no aterro sanitario. Ressalta-se o papel ecoldgico desempenhado por este
microrganismo em um aterro sanitario, participando da biodegradacdo de compostos no ciclo

do carbono e nitrogénio.

Provavelmente, a maior concentracdo de Clostridium perfringens na célula ACO5 foi devido a
disponibilidade de nutrientes, temperatura mais elevada, condi¢do de anaerobiose, dado que
esta célula recebia residuos diariamente e o Clostridium perfringens é uma bactéria anaerébia

e saprofita, que vive em ambientes anaerdbios onde componentes organicos estao presentes.

Quanto aos microrganismos indicadores de contaminacéo (coliformes totais e termotolerantes,
grupo Enterococcus e Clostridium perfringens) os resultados obtidos estdo de acordo com
SOARES et al (2001) e SOUZA (2003), que constataram o0 decaimento destes
microrganismos em relacdo ao tempo de aterramento dos residuos, em estudos sobre
avaliacdo microbiolégica do lixiviado de residuos hospitalares e de células com aterramento

de RSU e co-disposi¢cdo de RSU e RSS, respectivamente.

O decaimento dos microrganismos indicadores de contaminacdo em relacdo ao tempo de
aterramento dos residuos, pode ser devido a escassesz de nutrientes, a competicdo da
microbiota do liquido lixiviado e &s condic¢Ges adversas do aterro como: altas temperaturas
nas camadas mais interiores, toxinas de bactérias e presenca de metais pesados e outras

substancias inorganicas possivelmente presentes nos liquidos lixiviados.
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Na Figura 5.11 sdo apresentados os resultados das concentracbes de bactérias aerdbias, nas
células ACO5 e emergencial.
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FIGURA 5.11: Concentracdo de bactérias aerdbias nos liquidos lixiviados das células ACO05 e
emergencial, em funcdo do tempo

Observa-se que a contagem total de bactérias aerébias na célula ACO5 variou de 5,5x10% a
5,5x10° UFC/100mL e na célula emergencial de 5,8x10° a 4,0x10° UFC/100mL.

A célula emergencial provavelmente apresentava um liquido lixiviado mais estabilizado em
funcdo do tempo de aterramento de residuos e conforme resultados das tabelas 5.1 € 5.2 0
valor referente ao potencial redox do liquido lixivado da célula emergencial (-117,08), foi
maior que o da célula AC05 (-317,65), dando indicativos do aparecimento de compostos
oxidados na emergencial.

Isto aponta para a possivel presenca de oxigénio no liquido lixiviado da célula emergencial, o

que pode ter acarretado a maior concentracgao de bactérias aerdbias neste liquido lixiviado.

5.5 Microrganismos de Interesse da Comissao de Controle de Infecgéo
Hospitalar - CCIH

5.5.1 Pseudomonas aeruginosa

Na Figura 5.12 visualiza-se a concentracdo de Pseudomonas aeruginosa detectada nas células
ACO05 e emergencial.
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FIGURA 5.12: Concentracdo de Pseudomonas aeruginosa nos liquidos lixiviados das células ACO5 e
emergencial, em funcéo do tempo

Como pode ser visto na Figura 5.12, verifica-se que houve uma tendéncia de similaridade no
perfil da concentracdo desta bactéria nos liquidos lixiviados de ambas as células estudadas. Os
valores minimo e maximo de ambas as células foram equivalentes (9,2x101 e 2,0x106
UFC/mL).

A adaptacdo as variacbes de temperatura, possivelmente contribuiu para o0 seu
desenvolvimento no liquido lixiviado em ambas as células. Esta espécie tem crescimento
6timo em ambientes com pH neutro e temperatura variando de 25 a 37°C, mas cresce em
ambientes com temperaturas a 42°C (SILVA, 1999). Assim, os valores médios de pH
(proximo do neutro) e valores minimos e maximos das temperaturas das células ACO05 (32,7 a

41,9°C) e emergencial (24,6 a 29,4°C) foram favoraveis ao seu desenvolvimento.

Dentre os microrganismos indicadores de contaminacdo pesquisados, a P. aeruginosa foi a
que apresentou a maior concentracdo (2,0x10° NMP/100mL) no liquido lixiviado. Isto pode

ser observado nas Figuras 5.13 e 5.14.
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FIGURA 5.13: Indicadores de contaminacdo e Pseudomonas aeruginosa no liquido lixiviado da célula
ACO05, em funcdo do tempo
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FIGURA 5.14: Indicadores de contaminacgdo e Pseudomonas aeruginosa no liquido lixiviado da célula
emergencial, em funcéo do tempo

Observa-se, também, que a P. aeruginosa foi o Gnico microrganismo, dentre os indicadores
pesquisados, que foi detectado em todas as amostragens ao longo da avaliagdo do liquido

lixiviado.

Embora tenha sido encontrada Pseudomonas aeruginosa em todas as amostras do liquido
lixiviado, supde-se que as chuvas interferiram na deteccdo deste microrganismo, pois
verificou-se, que em todas as amostras de liquido lixiviado coletadas nos dias chuvosos,
somente foi isolada a referida bactéria na série de tubos, cujas amostras estavam mais diluidas
(diluicdo 10 e 10™). A possivel explicacdo para esta ocorréncia deve-se a inibicdo do
crescimento da P. aeruginosa pelas substancias inorganicas inerentes do aterro sanitario, que

foram carreadas pelas dguas das chuvas.
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S&o varias as hiplteses para a sua maior ocorréncia em relagdo aos outros microrganismos
estudados. Dentre estas, destacam-se: crescimento em temperaturas baixas e altas,
versatilidade nutricional, resisténcia a altas concentracdes de sais e capacidade de inibir o
desenvolvimento de outras bactérias devido ao seu pigmento piocianina (MURRAY et al,
1992). Adicionalmente, o fato de ser uma bactéria cosmopolita, comumente encontrada no

solo e em ambientes umidos, tenha contribuido para sua grande ocorréncia.

A forma de obtencdo de energia, provavelmente também, tenha contribuido para a sua
ocorréncia. A P. aeruginosa é uma bactéria aerobia ndo fermentadora que obtém energia de
processos oxidativos do carboidrato. Entretanto, pode crescer em condi¢Ges anaerdbias
utilizando nitrato como aceptor de elétrons e participar da transformacdo de compostos
nitrogenados no ciclo do nitrogénio, na etapa da desnitrificacédo, reduzindo o nitrato (NO3 ) a
nitrogénio gasoso (N2), (BROCK, 2003). Desta forma, destaca-se o papel ecoldgico
importante desempenhado pela P. aeruginosa na biodegradacdo de compostos nitrogenados

em aterros sanitarios.

Referente aos resultados da Pseudomonas aeruginosa, 0s mesmos também corroboram com
0s obtidos por SOARES et al (2001) e SOUZA (2003). Estes autores verificaram que esta
bactéria apresentou a maior concentragdo dentre os microrganismos indicadores de
contaminacdo por eles pesquisados, na avaliacdo microbiolégica do liquido lixiviado em

condicdes estaticas realizadas em escala de laboratorio.

5.5.2 Staphylococcus aureus

Durante o decorrer da parte experimental ndo foi detectada a espécie S. aureus nos liquidos
lixiviados das células AC05 e da emergencial. Como conseqiiéncia foram incluidos os
procedimentos de inoculacdo de cepas padrdes de S. aureus (ATCC 25923), no liquido
lixiviado esterilizado e posterior isolamento destas cepas com o objetivo de avaliar a

eficiéncia da técnica utilizada.

O isolamento das cepas padrdes foi realizado conforme técnica descrita no item 4.3.2.5. As
cepas de S. aureus desenvolveram-se no liquido lixiviado e sobreviveram durante oito dias,
dando indicativos que o liquido lixiviado estudado ofereceu condicbes para 0 seu
desenvolvimento. Contudo, em relacdo ao metabolismo, o fato do S. aureus ser uma espécie

exigente nutricionalmente e de vida curta, possa ter contribuido para a sua nao ocorréncia.
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Uma outra hip6tese que explica a sua ndo deteccdo é a competicdo da microbiota natural do
liquido lixiviado, uma vez, que apds a esterilizacdo deste liquido as cepas de S. aureus
inoculadas cresceram no meio de cultura dgar sangue (ASA) e Baird-Parker (BP). Na Figura

5.15 pode-se observar as cepas de S. aureus isoladas em liquido lixiviado esterilizado.

Halo caracteristico da
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Hemidlise do Saurens

BNl AZar sanoue

FIGURA 5. 15: Cepas de Staphylococcus aureus isoladas do liquido lixiviado esterelizado em agar
sangue e agar BP

5.6 Tratamento e analise estatistica dos dados

Primeiramente sdo discutidas algumas consideracdes sobre estatistica descritiva de forma
resumida e sequencialmente sobre o teste de postos com sinais de wilcoxon e andlise fatorial
por componentes principais.

5.6.1 Estatistica descritiva

Nas tabelas 5.4 e 5.5, sdo apresentados os resultados da estatistica descritiva obtidos pelo

software Statistica versao 5.0.

Tabela 5.4: Estatistica descritiva para os microrganismos pesquisados no liquido lixiviado da

célula AC05

Microrganismos Obszl;\?z::;(")es Média |Mediana| Minimo | Maximo E:;:é%
Coliformes totais (NMP/100mL) 25 4,18E+02(9,20E+02|1,00E+00|2,00E+04| 5,72E+03
Coliformes termotolerantes (NMP/100mL) 25 1,68E+02|9,20E+02|1,00E+00|2,00E+04| 4,45E+03
Grupo Enterococcus (NMP/100mL) 25 1,37E+03|1,60E+03|1,00E+00|2,50E+05| 7,42E+04
Clostridium perfringens (UFC/ml) 25 5,68E+02|7,80E+02|5,00E+00|2,70E+04| 5,52E+03
Bactérias Aerdbias (UFC/ml) 25 2,21E+04|1,50E+04|5,50E+02|5,50E+06| 1,33E+06
Pseudomonas aeruginosa (NMP/100mL) 25 7,40E+03|1,60E+03(9,20E+01|2,00E+06| 7,52E+05
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Tabela 5.5: Estatistica descritiva para os microrganismos pesquisados no liquido lixiviado da
célula emergencial

Microrganismos Ob Pt ~ Meédia |Mediana| Minimo | Maximo DeSV'NO
servacoes Padréo
Coliformes totais (NMP/100mL) 25 4,15E+00|1,00E+00|1,00E+00|2,00E+03| 4,31E+02
Coliformes termotolerantes (NMP/100mL) 25 2,39E+00|1,00E+00(1,00E+00{9,20E+02| 1,88E+02
Grupo Enterococcus (NMP/100mL) 25 1,51E+02|2,20E+02|1,00E+00|2,30E+05| 4,58E+04
Clostridium perfringens (UFC/100ml) 25 1,22E+01|1,00E+01|5,00E+00|9,80E+01| 2,59E+01
Bactérias Aerdbias (UFC/ml) 25 5,79E+04|4,00E+04|5,80E+03|4,00E+06| 8,10E+05
Pseudomonas aeruginosa (NMP/100mL) 25 3,20E+03(9,20E+02|9,20E+01|2,00E+06| 6,73E+05

A partir da analise dos dados constantes nas Tabelas 5.4 e 5.5, pode-se verificar que dentre 0s
parametros microbioldgicos pesquisados, as bactérias aerdbias apresentaram maiores valores
para a média (2,21E+04), (5,79E+04) e desvio padrdo (1,33E+06), (8,10E+05) em ambas as
células estudadas. Para esses mesmos parametros, os coliformes termotolerantes apresentaram
0s menores valores para a média (1,68E+02), (2,39E+00), tanto na célula AC05 como na
emergencial e menor valor de desvio padrdo na ACO05 (4,45E+03), enquanto o Clostridium
perfringens foi o microrganismo que apresentou menor valor de desvio padrdo na célula
emergencial (2,59E+01).

Comparando os valores médios referentes aos microganismos pesquisados na célula ACO05 e
emergencial, pode-se dizer que os referidos valores foram superiores na célula ACO5, exceto

o valor da média das bactérias aerdbias, que foi superior na célula emergencial.

5.6.2 Teste de postos com sinais de wilcoxon

Com a aplicacéo deste teste foi possivel avaliar se as diferencas detectadas entre os valores
dos parametros microbioldgicos pesquisados, na célula ACO5 e emergencial foram
significativas (p>0,05) ou ndo (p<0,05) e ainda aceitar ou rejeitar a hipétese nula (Hp). Foi
fixado um nivel de significancia de 95%. Na tabela 5.6, é apresentado o resumo do resultado

do teste de postos de sinais de wilcoxon.

Tabela 5.6: Teste de postos com sinais de Wilcoxon para os parametros microbiolégicos da
célula ACO05 e emergencial

Micrabioldgics v [P | P | e fconclusio
Coliformes totais (NMP/mL) 25 ACO05 EM 0,000 | Rejeitar URESIP)
Coliformes termotolerantes (NMP/mL) 25 ACO05 EM 0,000 | Rejeitar | s,
Grupo Enterococcus (NMP/mL) 25 ACO05 EM 0,054 | Aceitar W=
Clostridium perfringens (UFC/ml) 25 ACO05 EM 0,000 | Rejeitar | s,
Bactérias Aerdbias (UFC/ml) 25 ACO05 EM 0,132 | Aceitar W=
Pseudomonas aeruginosa (NMP/mL) 25 ACO05 EM 0,501 | Aceitar =L
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(Ho): as medianas dos parametros microbioldgicos da célula ACO5 e emergencial sdo iguais

(H1): as medianas dos pardmetros microbiol6gicos da célula ACO5 e emergencial ndo séo

iguais

Pela analise de teste de sinais constatou-se que:

e ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre as medianas dos valores do Grupo
Enterococcus, bactérias aerébias e Pseudomonas aeruginosa a um nivel de significancia a

5%. Portanto, a hipotese nula (Ho) foi aceita e rejeitou-se a hipétese alternativa (Hy).

e a mediana dos valores de coliformes totais, coliformes termotolerantes e Clostridium
perfringens foram significativamente diferentes entre si (p<0,05), para um nivel de
significancia de 95%. Portanto, a hipdtese nula (Ho) foi rejeitada e aceitou-se a hipotese

alternativa (Hy).

Este resultado confirma a tendéncia de igualdade observada entre os valores detectados para o
Grupo Enterococcus, bactérias aerdbias e Pseudomonas aeruginosa das células ACO5 e

emergencial apresentados nas figuras 5.7, 5.11 e 5.12.

Baseando-se nos resultados estatisticos da tabela 5.6, pode-se inferir que para este estudo o
tempo de aterramento de residuos é um fator que pode ter interferido na variagdo da
concentragdo dos microrganismos indicadores de contaminagdo. Os microrganismos
coliformes totais, coliformes termotolerantes e Clostridium perfringens foram mais afetados

em relacdo ao tempo de aterramento dos residuos.

Além da estatistica descritiva e do teste de sinal de Wilcoxon, foi realizada também, a analise
fatorial por componentes principais, visando interrelacionar os parametros microbiologicos

com os fisicos-quimicos e com as observacdes.

Tendo em vista, que sdo muitas variaveis (12) a serem analisadas, os dados obtidos para 0s
parametros estudados sdo quantitativos, o nimero de observagOes é restrito (25 para cada
célula), e que ndo se tem dominio sobre as condi¢bes do experimento (camadas interiores do
aterro sanitario), verificou-se que a aplicacdo da analise multivariada por componentes

principais € adequada para o presente estudo.
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5.6.3 Anadlise fatorial por componentes principais

Inicialmente analisou-se a inércia e as componentes principais do sistema e em um segundo

momento a representacdo grafica das observacgdes e das variaveis.

5.6.3.1 Andlise da inércia do sistema

Conforme Tabela A.15 do anexo, a inércia total do sistema foi de 63,3%. A F1 possui 0 maior

valor de inércia 34,5%, quando comparada ao valor da F2 (15,7%) e da F3 (13,1%). O eixo

F1 é o que melhor representa as variages dos pontos observados devido a sua maior inércia

(34,5%).

A inércia relaciona-se ao indice de confiabilidade das correlagdes calculadas. Segundo

SAMPAIO (1993), o valor de inércia considerado adequado para a analise multivariada é de

70%. Desta forma, para este estudo, pode-se dizer que com uma inércia total de 1=63,3%, a

maioria das correlacdes pode ser explicada pela analise da representacdo grafica do sistema,

dado ao numero reduzido de observacdes (25).

5.6.3.2 Anélise das componentes principais do sistema

Na Tabela 5.7 sdo apresentadas as variaveis e 0s seus coeficientes de correlacdo com as

componentes principais.

Tabela 5.7: Variaveis pesquisadas e seus respectivos valores e componentes principais

Valores das variaveis has componentes principais

Variaveis Siglas - - -
Eixo F1 Eixo F2 Eixo F3

pH pH -0,13 0,6 0,23
Temperatura TEM 0,95 -0,05 0,2

Potencial redox RDX -0,85 0,23 -0,18
Condutividade CND 0,91 0,1 0,17
Coliformes totais CT 0,53 0,49 -0,52
Coliformes termotolerantes TMO 0,44 0,43 -0,59
Grupo Enterococcus ENT 0,38 -0,07 -0,27
Pseudomonas aeruginosa PSA 0,16 -0,48 -0,38
Clostridium perfringens PER 0,33 -0,03 0,43
Bactérias aerdbias ERA 0,13 -0,59 -0,58
Idade do Liquido lixiviado ILX -0,93 -0,07 -0,15
Chuva CHV -0,15 -0,66 -0,2

A partir da andlise dos eixos fatoriais determina-se as variaveis mais importantes de cada

eixo, identificadas pelos maiores valores de correlacdo (proximo de 1) com o eixo alvo. O

eixo F1 corresponde a primeira componente principal, o F2 a segunda e o F3 a terceira.
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No eixo F1 as varidveis que apresentaram maiores valores de correlagdo foram a temperatura
(0,95), idade do liquido lixiviado (0,93) e condutividade (0,91) seguidos pelo pontencial
redox (0,85). O eixo F1 foi justificado somente por variaveis fisico-quimicas, cujos valores de
correlacdo sdo os maiores do sistema. A varidvel de maior influéncia na F1 foi a temperatura,

dado seu maior valor quando comparado as demais.

O eixo F2 foi identificado pelas variaveis fisico-quimicas e microbioldgicas. A variavel mais
importante neste eixo foi a chuva (0,66), seguida pelo pH (0,6), bactérias aerdbias (0,59),

coliformes totais (0,49) e Pseudomonas aeruginosa (0,48).

Na F3 as variaveis com maiores valores de correlagdo foram coliformes termotolerantes
(0,59) sequido pelas bactérias aerobias (0,58) e coliformes totais (0,52). Este eixo foi

justificado somente pelas variaveis microbidlogicas.

As variacdes observadas no sistema foram justificadas por apenas trés eixos, sendo que as
variaveis, temperatura, condutividade, idade do liquido lixiviado e potencial redox exerceram
maior influéncia no sistema, dados seus maiores valores de correlagéo.

Este resultado corrobora com o do teste de sinais, que também mostrou que estas variaveis
foram mais afetadas no sistema, ou seja, sofreu maiores variagfes durante o periodo de

monitoramento do liquido lixiviado.

5.6.3.3 Analise da representacdo grafica das variaveis e das observacoes

A partir da analise da representacdo do grafico de nuvem de dispersdo de pontos
(observacdes) é possivel determinar a localizagdo e associacao entre as variaveis pesquisadas,
bem como a importancia das associa¢des, conforme sua posi¢ao nos diferentes quadrantes do

gréfico e a distancia entre essas variaveis.

Assim, variaveis situadas em quadrantes opostos e pela origem (0) sdo correlacionadas
negativamente e com forte associacdo, quanto maior for a distancia entre elas. Variaveis
situadas em um mesmo quadrante séo correlacionadas positivamente e com forte associacéo,
guanto menor a distancia entre elas. As localizadas em quadrantes adjacentes possuem

associacéo positiva, mas néo téo forte como as situadas em um mesmo quadrante.

Na Figura 5.16, estdo demonstradas a localizacdo gréfica das variaveis e das observacoes pela

andlise fatorial de componentes principais.
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Figura 5. 16: Localizacdo grafica das observaces e das variaveis do liquido lixiviado da célula AC05
e emergencial determinados pela anélise fatorial por componentes principais

Segundo critérios citados por SAMPAIO (1993), normalmente a analise da representacdo
gréafica das observagdes é feita com os trés primeiros eixos e de dois a dois (F1x F2, F1x F3 e
F2 x F3). Contudo, para este estudo utilizou-se somente dois eixos (F1 x F2), devido a melhor

inércia apresenta pelo primeiro e segundo eixo.

Em relagdo a dispersdo das nuvens de pontos e a localizacdo das variaveis nos eixos, pode-se

dizer que:

e Ha dois agrupamentos distintos: um referente as observa¢Bes do liquido lixiviado da
célula ACO5 e outro da célula emergencial. O agrupamento da célula ACO5 apresenta-se
mais disperso que o da emergencial, indicando menor estabilidade e homogeinidade do

liquido lixiviado.

e O liquido lixiviado da célula emergencial, oriundo de residuos com um maior tempo de
aterramento (5 anos) possui maiores valores para potencial redox e menores para
condutividade e temperatura. Contrariamente, o liquido lixiviado da célula ACO05,
provenientes de residuos com um menor tempo de aterramento (2 anos), apresenta

menores valores de potencial redox, maiores para condutividade e temperatura.
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H4 indicios que a populacdo dos microrganismos estudados é maior no liquido lixiviado
da célula AC05 em relacdo ao da emergencial, uma vez que todas as variaveis referentes
aos parametros microbioldgicos estdo mais proximas do agrupamento das observactes
referentes a célula ACO05. Isto reforca o fato que h& o decaimento bacteriano em relagdo ao
tempo de aterramento dos residuos.

Potencial redox e pH estdo associados positivamente, por estarem localizados no mesmo
quadrante. A elevacdo do pH pode causar o aumento do valor do potencial redox por

influenciar as velocidades das reacdes.

A chuva esta associada positivamente ao pH e ao potencial redox, porém a associacao da
chuva com o pH é mais forte, devido a proximidade entre eles. Assim, supde-se que 0
aumento do volume infiltrado de aguas das chuvas pode elevar os valores de pH e também
do potencial redox.

A condutividade e a chuva estdo associadas negativamente indicando que quanto maior o
volume infiltrado de aguas de chuva, menor o valor da condutividade, dada a diluicdo do
liquido lixiviado.

A associacdo existente entre a temperatura e a condutividade é positiva, logo, sdo
diretamente proporcionais. Sendo assim, 0 aumento da temperatura causar 0 aumento da
condutividade, considerando que a elevagdo da temperatura favorece a solubilizagéo de
metais.

Coliformes totais e coliformes termotolerantes estdo fortemente associados, devido a
localizagdo no mesmo quadrante e a proximidade entre eles. Sdo 0os mais exigentes quanto
a condutividade e temperatura do meio, 0 que pode ter contribuido para o seu decaimento
em relacgdo a idade do liquido lixiviado.

Pseudomonas aeruginosa e bactérias aerdbias encontram-se fortemente associadas. Séo
menos exigentes quanto a condutividade e temperatura e mais sensiveis as variacoes
ocorridas no pH, potencial redox e &guas das chuvas, em relacdo as demais bactérias
pesquisadas. Desta forma, dentre as variaveis fisico-quimicas analisadas, provavelmente
as que mais influenciaram o desenvolvimento da Pseudomonas aeruginosa e das bactérias
aerobias foi o potencial redox e o pH.
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e Clostridium perfringens e grupo Enterococcus exigem valores proximos de temperatura e
condutividade para se desenvolverem, mas ndo estdo tdo associados entre si, pois situam-

se em eixos diferentes, quando verificada sua posic¢ao no terceiro eixo (F3).

A partir da representacdo grafica das observagdes e das variaveis, ha indicativos que tanto o
tempo de aterramento dos residuos como a idade do liquido lixiviado e fatores exdgenos
como a chuva, podem determinar as variagdes ocorridas nos parametros fisico-quimicos e
microbioldgicos. E que entre as varidveis analisadas, as fisico-quimicas exerceram maior

influéncia no sistema quando comparadas as microbioldgicas.

A aplicacdo da analise multivariada (analise fatorial por componentes principais) na avaliacéo
dos dados obtidos no monitoramento do liquido lixiviado do aterro sanitario de Belo
Horizonte permitiu verificar, simultaneamente, importantes associa¢es existentes entre as
observacdes e as varidveis pesquisadas, como variavel de maior influéncia no sistema,

associacOes positivas e negativas, dentre outras.

Corroborando com o paragrafo anterior, em estudo realizado para avaliar a composicdo do
liquido lixiviado do aterro de Askaya/Suécia e otimizar programa de monitoramento deste
aterro, KYLEFORS (2003) concluiu que a analise multivariada dos dados pode ser uma
ferramenta poderosa para minimizar o nimero de andlise e maximizar as informacGes no
programa de monitoramento de um aterro sanitario, devido ao fato de considerar as

interrelacBes simultaneas entre as variaveis e o aspecto local de cada aterro.

5.6.4 Analise global dos parametros microbioldgicos

A partir da analise geral dos resultados obtidos pode-se inferir que a deteccdo de
microrganismos indicadores de contaminagdo e de interesse da CCIH, tanto nos liquidos
lixiviados da célula emergencial (com disposi¢cdo somente de RSU) como na célula ACO5
(com co-disposic¢do de RSU e RSS), assumem a mesma importancia, ou seja, ambos possuem
agentes que conferem risco bioldgico ao meio ambiente e a satde publica, uma vez que foram
detectados 0s mesmos valores minimo e maximo de Pseudomonas aeruginosa nas amostras

do liquido lixiviado de ambas as células e ndo houve .

Ademais, o0 RSU é composto por uma parcela de RSS, o que Ihe confere potencial infectante
da mesma forma que o RSS. Além disso, 50% da composi¢do gravimétrica do RSU é matéria

organica (IBGE, 2002), que pode favorecer a proliferacdo dos microrganismos estudados,
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dada a disponibilidade de nutrientes. Ao contrario os RSS, ndo possuem tanta matéria
organica em sua composicdo, resultando na escassez de nutrientes, que pode ser um fator

limitante ao desenvolvimento dos microrganismos pesquisados.

Os resultados obtidos por SOUZA (2003), corroboram com esta suposi¢cdo. A autora nao
verificou relacdo entre a porcentagem de RSU/RSS e a contagem de microrganismos
indicadores, 0 que demonstrou que células que continham somente RSS ou co-disposi¢ao de
RSU com RSS nédo apresentaram maior concentracdo desses microrganismos em relacao

aquelas que continham somente disposicao de RSU.

Conforme resultados obtidos observou-se que a concentracdo dos microrganismos indicadores
de contaminacdo, coliformes totais, termotolerantes e Clostridium perfringens, no liquido
lixiviado da célula com co-disposicdo de RSU e RSS (ACO05) foi superior a concentracao da
célula com disposicdo somente de RSU (emergencial). Presume-se que esta diferenca de
concentracdo foi devido ao tempo de aterramento de residuos, levando em consideracdo, que
durante o periodo de amostragem (Janeiro a Abril/2003) a operagédo da célula emergencial ja
tinha sido encerrada a aproximadamente 5 anos, enquanto a célula AC05 ainda estava em

processo de aterrramento de residuos.

Desta forma, ndo se pode inferir que a maior concentracdo destes microrganismos na célula
ACO05 foi devido ao aterramento de uma parcela (1%) dos RSS. Isto porque em caracterizacéo
da composicao gravimétrica dos RSU de Belo Horizonte, ROCHA (2003) detectou residuos
com potencial de contaminacdo bioldgica, destacando-se: fezes de animais, papel higiénico,
fraldas descartaveis, absorventes higiénicos, sangue e fluidos corporeos, os quais podiam

conter estes microrganismos.

Além disso, dado aos diferentes estagios de aterramento de residuos das duas células, supGe-
se que havia maior disponibilidade de nutrientes na célula ACO5 e escassez na emergencial, 0

gue provavelmente contribuiu para o desenvolvimento dos microrganismos da ACO05.

No que se refere as variacdes dos parametros fisico-quimicos e microbioldgicos dos liquidos
lixiviados, € importante ressaltar que o experimento foi realizado em escala real, e devido ao
fato do aterro sanitario ser um ecossistema aberto, por melhor que seja operado ndo se tem o
controle sobre todos os interferentes ambientais, principalmente quanto as variacBes nas

caracteristicas dos liquidos lixiviados e na dinamica dos microrganismos.
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5.7 Avaliacdo da susceptibilidade aos antimicrobianos das cepas de
Pseudomonas aeruginosa isoladas nos liquidos lixiviados das
Células ACO5 e emergencial

A avaliacdo da susceptibilidade aos antimicrobianos estava prevista para 0s microrganismos

de interesse médico no controle de infecgdes hospitalares, Pseudomonas aeruginosa e

Staphylococcus aureus. Entretanto, foi realizado somente para Pseudomonas aeruginosa, pois

ndo foi detectado Staphylococcus aureus no liquido lixiviado das células estudadas.

Foram isoladas 192 cepas de Pseudomonas aeruginosa nas amostradas dos liquidos
lixiviados, cujos resultados sdo apresentados em forma de figuras e planilhas A1l e Al2
anexas. Sera realizada uma andlise geral da susceptibilidade aos antimicrobianos das cepas
isoladas em cada célula e, em seqliéncia uma andalise mais detalhada referente a frequiéncia das
cepas sensiveis, resistentes e intermediarias a cada antibidtico testado, bem como anélise

estatistica dos dados obtidos.

Na Figura 5.17 € apresentado o resultado geral da susceptibilidade aos antimicrobianos das

cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas no liquido lixiviado da célula ACO5.

W Sensivel
B Intermediaria
O Resistente

20,69%

17,24% 62,07%

FIGURA 5.17: Susceptibilidade aos antimicrobianos das 87 cepas de Pseudomonas aeruginosa
isoladas do liquido lixiviado da célula AC05

Verificou-se que a maioria das cepas de Pseudomonas aeruginosa da célula AC05 apresentou
sensibilidade aos antimicrobianos testados. Do total das 87 cepas isoladas nesta célula, 62,7%

foram sensiveis, 17,24% intermediarias e 20,69% resistentes aos antimicrobianos.
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A seguir apresentar-se-a4 a freqiéncia das cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas da

célula ACO5 sensiveis, resistentes e intermedidarias a cada antibiético testado.
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FIGURA 5.18: Frequiéncia das 87 cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas do liquido lixiviado da
celula ACO5, sensiveis, resistentes e intermediarias aos antibidticos testados

Verificou-se na Figura 5.18 que as 87 cepas da célula AC05 ndo apresentaram resisténcia a
carbenicilina, ciprofloxacina e cefepime. Detectou-se resisténcia de 14,49% a ceftriaxona,
3,45% a gentamicina e 2,30% ao imipenem. Portanto, as cepas apresentaram maior resisténcia
em relacdo a ceftriaxona e menor ao imipenem. Alem da resisténcia apresentada a estes
antibidticos por algumas cepas, supde-se que outras ja estdo desenvolvendo resisténcia aos
mesmos, pois foram consideradas intermediarias, conforme a zona de inibicdo dos halos,

tabela A13 do anexo.

Com relacéo ao antimicrobiano ceftazidima uma frequéncia de 98,85% das cepas foi sensivel
e 1,15% foi considerada intermediéria.

Ressalta-se a relevancia da deteccdo de cepas resistentes ao imipenem, antibidtico de 4°
geracdo pertencente ao grupo dos carbapenémicos, que é na atualidade, o mais eficaz no

tratamento de infec¢cOes hospitalares causadas por Pseudomonas aeruginosa (NCCLS, 2002).
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Na Figura 5.19 é apresentado o resultado geral da susceptibilidade aos antimicrobianos das

cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas no liquido lixiviado da célula emergencial.
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FIGURA 5.19: Susceptibilidade aos antimicrobianos das 105 cepas de Pseudomonas aeruginosa
isoladas do liquido lixiviado da célula emergencial

Observa-se que 76,19% das 105 cepas de Pseudomonas aeruginosa da célula emergencial,
apresentaram sensibilidade, quando expostas aos antibidticos testados, 16,19% foram

consideradas intermedirias e apenas 7,62% apresentaram resisténcia aos mesmaos.

A seguir apresentar-se-a a frequéncia das 105 cepas de Pseudomonas aeruginosa da célula

emergencial sensiveis, resistentes e intermediarias a cada antibiotico testado.
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FIGURA 5. 20: Frequiéncia das 105 cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas do liquido lixiviado
da célula emergencial, resistentes e intermediarias aos antibidticos testados
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Verifica-se na Figura 5.20 que as 105 cepas da célula emergencial ndo apresentaram

resisténcia a carbenicilina, ceftazidima, ciprofloxacina, cefepime e ao imipenem.

Detectou-se uma frequéncia pequena de cepas resistentes a ceftriaxona e a gentamicina,
6,67% e 0,95%, respectivamente. Uma freqiiéncia de 9,52% foi considerada intermediaria a

ceftriaxona e 6,67% a gentamicina.

Comparando os resultados gerais da susceptibilidade aos antimicrobianos das cepas isoladas
do liquido lixiviado da célula ACO5 e emergencial (Figuras 5.17 e 5.19), pode-se afirmar que
a fregliéncia de cepas sensiveis foi superior na célula emergencial (76,19%). A célula AC05
apresentou maior frequéncia de cepas resistentes (20,69%). J& para as cepas intermediarias 0s
valores obtidos estdo proximos, sendo 17,24% para a célula AC05 e 16,19% para a célula
emergencial. Contudo, tanto na célula AC05 como na emergencial foram isoladas cepas

multirresistentes e intermediarias a ceftriaxona e gentamicina.

As maiores frequéncias de resisténcia foram obtidas para ceftriaxona (14,94%) e a menor para
gentamicina (0,95%). Somente na célula AC05, com co-disposi¢cdo de RSU e RSS, foram
detectadas cepas resistentes e intermedidrias ao imipenem, antibidtico mais eficaz no
tratamento das infec¢Bes causadas por Pseudomonas aeruginosa.

De modo geral, as cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas das amostras dos liquidos
lixiviados do aterro sanitario de Belo Horizonte foram resistentes, simultaneamente, aos
antibidticos ceftriaxona, gentamicina e imipenem. Este resultado enfatiza a preocupacdo dos
profissionais tanto da area médica como da ambiental, com este agente patogénico oportunista
e evidencia sua resisténcia crescente a diversos antibioticos, comumente utilizados na
prevencdo de infecgOes hospitalares, principalmente os betalactimicos. Entretanto,
comparados a literatura, as cepas de Pseudomonas aeruginosa apresentaram niveis baixos de
multiresisténcia as principais drogas empregadas na terapéutica de infeccdo causada pelas
mesmas.

Os resultados deste estudo tém uma importancia epidemioldgica e destaca o papel do liquido
lixiviado, como meio de circulagdo de microrganismos resistentes a antibiéticos no ambiente.

A presenca de Pseudomonas aeruginosa multiresistente no liquido lixiviado representa
preocupacdo para a salde publica devido a possibilidade de disseminacdo dos genes de
resisténcia a outras bactérias do ambiente, uma vez que a maioria dos casos de resisténcia esta
relacionada com genes que residem em plasmideos ou em transposons e que, desta forma,
podem ser rapidamente disseminados entre diferentes géneros de bactérias (ANDREOTTI,
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2003). Desta forma, considerando que a transferéncia de genes de uma bactéria para outra
ocorre naturalmente no meio ambiente, a circulacdo de genes de resisténcia no liquido
lixiviado representa um fator de risco bioldgico ao meio ambiente e a0 homem, caso 0s
liquidos lixiviados sejam langados em corpos d agua sem nenhum tratamento, podendo vir a
atingir os usuarios por meio do consumo da &gua e alimentos contaminados.

Além de representar risco potencial para a salde publica, a deteccdo destas cepas pode
dificultar o tratamento de doengas humanas e de animais, agravando o quadro de infecc¢oes
potencialmente curéveis, pois segundo LIVERMORE (2000), o aumento emergente da
resisténcia antimicrobiana e sua disseminacao entre bactérias reduzem a eficiéncia e o sucesso
do tratamento da maioria dos antibidticos.

Estes resultados refletem a importancia da pesquisa do perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos e a relevancia na detec¢do dos principais determinantes de resisténcia para
monitorar a disseminacao desses genes no ambiente.

5.8 Tratamento e analise estatistica dos dados

Os resultados referentes a susceptibilidade bacteriana das cepas de Pseudomonas aeruginosa

foram submetidos ao teste estatistico do X°.

5.8.1 Teste do X2

Primeiramente avaliou-se o0 resultado geral da susceptibilidade aos antimicrobianos
apresentada pelas cepas de Pseudomonas aeruginosa. Em um segundo momento, para cada
antibidtico testado e finalmente para as combinacbes de categorias da susceptibilidade

apresentadas pelas referidas cepas.

Com a aplicacdo do X? foi possivel avaliar a associacdo entre a origem das cepas de
Pseudomonas aeruginosa e a susceptibilidade aos antimicrobianos apresentada por elas (teste
de independéncia), bem como avaliar se os valores das categorias da susceptibilidade aos
antimicrobianos apresentada pelas cepas eram as mesmos para cada célula estudada (teste de
homogeneidade). Foi estabelecido um nivel de significancia de 97,5% (p= 0,025) para ambos

0s testes.

Para o teste de independéncia foi elaborada uma tabela de contingénica 3x2, cujo resumo do

resultado é apresentado na tabela 5.8.
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Tabela 5.8: Resultado do teste de independéncia para a susceptibilidade aos antimicrobianos das
cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas no liquido lixiviado das Célula AC05 e EM

Antibiograma| N |Grupo1|Grupo 2| X?calculado | Ho Conclusao

S IR 192 | ACO05 EM 7,40 Rejeitar| X2 critico < X?calculado
Valor do X critico para 2 graus de liberdade a um nivel de significancia de 97,5% = 7,37

(Ho): ndo ha dependéncia entre a susceptibilidade aos antibidticos apresentada pelas cepas de

Pseudomonas aeruginosa e sua origem.

(H1): ha dependéncia entre a susceptibilidade aos antibidticos apresentada pelas cepas de

Pseudomonas aeruginosa e sua origem.

Pela analise do teste do X? pode-se inferir que:

e héa dependéncia entre a origem das cepas de Pseudomonas aeruginosa e a susceptibilidade
aos antibidticos testados (X? critico < X? calculado), para um nivel de significancia de
97,5% (0,025). Portanto, a hipotese nula (Ho) foi rejeitada e a hipotese alternativa (H,) foi
aceita.

O resultado aponta que ha dependéncia (associacdo) entre a susceptibilidade aos antibioticos

testados e a origem das cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas do liquido lixiviado do

aterro sanitario.

Apbs esta andlise foi realizado o teste de homogeneidade para cada antibiético, visando
detectar qual deles era responsavel pela diferenca entre os dados obtidos para a céluala AC05
e emergencial. Entretanto, como os valores das frequéncias esperadas foram menores que 5,
aplicou-se novamente o teste de homogeneidade, combinando-se as categorias da

susceptibilidade aos antibioticos apresentadas pelas referidas cepas.

Para o teste de homogeneidade, elaborou-se uma tabela de contingénica de dupla entrada

(2x2), cujo resumo do resultado é apresentado na tabela 5.9.

Tabela 5.9: Teste do X? para categorias de susceptibilidade aos antibiéticos das Cepas de
Pseudomonas aeruginosa isoladas no liquido lixiviado das Célula AC05 e EM

Aggggg:?ga N | Grupol | Grupo?2 |X*calculado| Ho Conclusao
S I1+R 192 ACO05 EM 4,50 Rejeitar| X critico < X2 calculado
S+1,R 192 | AC05 EM 6,94 Aceitar | X?critico > X?calculado
S+R,I 192 | ACO05 EM 0,04 Rejeitar| X?critico < X?calculado

Valor do X?critico para 1 grau de liberdade a um nivel de significancia de 97,5% = 5,02
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(Ho): os valores das categorias de susceptibilidade aos antibiéticos ndo sdo 0s mesmos para as
cepas de Pseudomonas aeruginosa, isoladas do liquido lixiviado da célula AC05 e da

emergencial.

(H,): os valores das categorias de susceptibilidade aos antibioticos sdo 0s mesmos para as
cepas de Pseudomonas aeruginosa, isoladas do liquido lixiviado da célula AC05 e da

emergencial.
Conforme resultado da tabela 5.9 pode-se afirmar que:

e 0s valores das categorias de susceptibilidade aos antibidticos S, I+R e S+R, | sdo o0s
mesmos para as cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas, tanto do liquido lixiviado da
célula ACO5 como da emergencial (X? critico < X? calculado), para um nivel de
significancia de 97,5% (0,025). Portanto, a hipotese nula (Ho) foi rejeitada e aceitou-se a
hipbtese alternativa (Hy).

e 0s valores das categorias de susceptibilidade aos antibi6ticos S+l e R ndo sdo 0s mesmos
para as cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas do liquido lixiviado da célula ACO05 e
da emergencial (X? critico < X? calculado), para um nivel de significancia de 97,5%

(0,025). Portanto, a hipotese nula (Ho) foi aceita e rejeitou-se a hipdtese alternativa (H,).

Assim, o resultado indica que houve diferenca estatisticamente significativa entre os valores
das categorias S+1 e R para as cepas das células ACO5 e emergencial. Para as categorias S,

I+R e S+R e | de ambas as células ndo houve diferenca significativa.
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos na presente pesquisa pode-se concluir que:

e Existe uma caréncia de metodologias especificas para analise microbiologica de liquidos
lixiviados e quando existentes, as dificuldades encontradas nédo sdo relatadas claramente e
as adaptacGes ndo sdo bem definidas. Assim, além da divulgacdo dos resultados de uma
pesquisa, a divulgacdo destes fatores limitantes em muito contribuira para trabalhos

futuros.

e A variacdo da composicao dos liquidos lixiviados em relacdo ao tempo de aterramento dos
residuos, dificulta o estabelecimento de metodologias especificas para a caracteriza¢do dos

parametros fisico-quimicos e microbioldgicos.

e As técnicas de tubos maltiplos, plagueamento em superficie e em profundidade adaptadas
para detec¢do dos microrganismos pesquisados proporcionou resultados satisfatorios.

e O substrato cromogénico/colilert ndo foi um bom meio de cultura para deteccdo de
coliformes totais e E. coli, devido a turbidez do liquido lixiviado que interferiu na

visualizagdo da mudanca de cor da amostra e da fluorescéncia, mesmo ap6s sua diluicao.

e Os meios de cultura Readycult coliformes, Readycult Enterococcus e Chromocult
Enterococcus utilizados para deteccdo de coliformes totais, E. coli e Enterococcus
possibilitaram a deteccdo destes microrganismos em um periodo mais rapido de incubacéo
das amostras (24h), demonstraram resultados mais satisfatorios quando comparados aos

meios convencionais e ao colilert.

e O pH ndo sofreu grandes variacGes durante o monitoramento do liquido lixiviado. Os
valores médios de ambas as celulas foram proximos (7,48 na ACO5 e 7,52 na emergencial).

N&o houve diferenca significativa entre os valores obtidos nas duas celulas.

e Os valores minimos, maximos e medios da condutividade e da temperatura foram mais
elevados no liquido lixiviado da célula AC05. A condutividade variou de 14 a 22mS/cm na
ACO05 e de 4 a 10mS/cm na emergencial e os valores médios 17,09 mS/cm para a ACO05 e
6, 81mS/cm para a emergencial. A temperatura variou de 32 a 42°C na ACO05 e de 24 a
30°C na emergencial e os valores medios 39°C para a AC05 e 27°C para a emergencial.
Houve diferenca estaticamente significativa entre os valores da condutividade e da

temperatura das células ACO5 e emergencial.
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e O potencial redox foi superior no liquido da célula emergencial e detectou-se diferenca
estaticamente significativa entre os valores de ambas as celulas. Na emergencial
predominou a condi¢do -200 a -50mV e na ACO05 -400 a -300mV e os valores médios
foram -117mV e -317mV, respectivamente.

e Os valores da temperatura e condutividade decairam e do potencial redox aumentou, no
liquido lixiviado da célula emergencial que tem maior tempo de aterramento dos residuos
(5 anos).

e Com relacdo a avaliacdo dos indicadores de contaminacdo, os valores médios para a
concentracdo de coliformes totais e termotolerantes foi 4,18x10°NMP/100mL e
1,68x10°NMP/100mL na ACO05 e 4,15x10°NMP/100mL e 2,39x10°NMP/100mL na
emergencial. Para o Grupo Enterococcus e Clostridium perfringens os valores médios
obtidos foram 1,37x10®> NMP/100mL e 5,68x10° UFC/mL para a célula ACO5 e
1,51x10°NMP/100mL e 1,22x10" UFC/mL para a célula emergencial.

e Os valores médios dos indicadores de contaminacdo foram superiores na célula ACO5.
Entretanto, apds a analise do teste de sinais, ndo houve diferenca significativa entre os
valores do Grupo Enterococcus. Para os valores dos demais indicadores de contaminagéo
houve diferencga estatisticamente significativa.

e O resultado atesta o predominio dos coliformes totais, termotolerantes e Clostridium
perfringens no liquido lixiviado da célula AC05 (co-disposicdo de Rsu e RSS), onde o
aterramento de residuos estava em operagdo durante o periodo de amostragem,

consequentemente devido a disponibilidade de nutrientes e presenca de material fecal.

e O valor médio da concentragdo de bactérias aerdbias foi 5,79x10* UFC/mL na célula
emergencial e 2,21x10* UFC/mL na ACO05. N&o houve diferenca significativa entre estes
valores.

¢ No estudo referente aos microrganismos de interesse da CCIH n&o foi detectado S. aureus.
A Pseudomonas aeruginosa apresentou a maior concentracdo dentre 0s microrganismos
pesquisados e os valores minimos (9,2x101 NMP/100mL) e maximos (2,0 x10°
NMP/100mL) foram similares para a célula AC05 e emergencial. Nao houve diferenga
estatisticamente significativa entre os valores detectados na célual AC05 e emergencial.

e O resultado da analise estatistica evidencia a igualdade da célula ACO5 e emergencial em
relagdo a concentragdo de Pseudomonas aeruginosa. Desta forma, referente & presenga dos
microrganimos de interesse da CCIH, o liquido lixiviado oriundo da célula com

aterramento de RSU e RSS representa 0 mesmo risco bioldgico.
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e A analise fatorial por componentes principais, demonstrou que:

- O agrupamento das observacdes da célula ACO5 apresenta-se mais disperso que o da
emergencial, indicando menor estabilidade e homogenidade do liquido lixiviado.

- O liquido lixiviado da célula emergencial, oriundo de residuos com um maior tempo de
aterramento (5 anos) possui maiores valores para potencial redox e menores para
condutividade e temperatura.

- A populacédo dos microrganismos estudados é maior no liquido lixiviado da célula ACO5.
- Dentre as variveis analisadas, as fisico-quimicas exerceram maior influéncia no sistema.

- O tempo de aterramento dos residuos e fatores exdgenos como a chuva, podem determinar
as variagcOes ocorridas nos parametros fisico-quimicos e microbioldgicos.

e As cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas dos liquidos lixiviados da célula AC05
apresentaram maior percentual de resisténcia (20,69%) aos antibidticos do que as da célula
emergencial (7,6%).

e As cepas de Pseudomonas aeruginosa de ambas as células apresentaram resisténcia

mdaltipla aos betalactamicos comumente utilizados no tratamento de infec¢fes humanas.

e Ressalva deve ser feita a resisténcia apresentada por algumas cepas da célula ACO5 ao
imipenem, carbapenémico de quarta geracdo e mais eficaz no tratamento de infeccOes

causadas pela P. aeruginosa.

e A deteccdo de cepas resistentes, ainda que em percentual baixo, é um fator relevante, pois
podem representar risco a saude puablica, uma vez que as mesmas estdo disponiveis no
liquido lixiviado, podendo conseqlientemente estar presente no meio ambiente e serem
disseminadas, sobretudo nos corpos d'agua e vir a atingir o homem via ingestdo da dgua ou

alimentos contaminados por estas cepas.

e Os resultados obtidos evidenciam a multiresisténcia crescente da Pseudomonas aeruginosa
aos betalactamicos, indicando assim o risco potencial ndo somente a nivel hospitalar como

também no ambiente.

e Pelo teste do X?, h& associacdo entre a origem das cepas de Pseudomonas aeruginosa
(célula com disposicdo, somente de RSU e célula com co-disposi¢do de RSU e RSS) e a

susceptibilidade aos antibioticos testados.
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e O resultado do teste de homogeneidade indica que houve diferenca estatisticamente
significativa entre os valores das categorias S+| e R para as cepas das células AC05 e
emergencial. Para as categorias S, I+R e S+R e | de ambas as células ndo houve diferenca

significativa.

e Para este estudo referente a avaliacdo microbiologica do liquido lixiviado do aterro
sanitario de Belo Horizonte ha indicios que os RSS podem representar maior risco
potencial & salde publica e a0 meio ambiente. Entretanto, esta afirmacdo ndo é conclusiva,
dada a diferenca das condi¢cfes de operacdo das células pesquisadas: diferentes idades de
aterramento dos residuos, somente a emergencial passou por processo de biorremediacéo.
Ademais, para este estudo ndo avaliou-se a microbiota do solo do aterro, dos residuos
aterrados e das diversas camadas de cobertura, para averiguar se as bactérias isoladas

foram oriundas dos residuos aterrados.

e Os parametros microbioldgicos pesquisados na avaliagdo do liquido lixiviado do aterro
sanitario de Belo Horizonte foram bons indicadores:

- A presenca de coliformes totais, termotolerantes e Grupo Enterococcus atestaram a
poluicdo de origem fecal e a sobrevivéncia destes microrganismos no liquido lixiviado,
uma vez que fezes de animais, fraldas descartaveis e papel higiénico sdo geralmente
econtrados nos RSU e RSS;

- A deteccdo de indicadores de contaminacdo fecal e de interesse da CCIH nos liquidos
lixiviados de ambas as células alertou para a possibilidade da presenca de outros

microrganismos patogénicos advindos dos RSU e RSS;

- A presenca de Clostridium perfringens e Pseudomonas aeruginosa ressaltou a importancia
ecoldgica destas espécies na biodegradacdo de compostos organicos presentes no liquido

lixiviado do aterro sanitario.
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7 RECOMENDACOES

As principais recomendacGes decorrentes desta pesquisa sao:

e Para uma melhor avaliacdo da presenca de bactérias patogénicas no liquido lixiviado, seria

interessante incluir analises dos nutrientes, carbono, nitrogénio e fésforo.

e Pesquisar a presenga de virus, leveduras e fungos patogénicos no liquido lixiviado, pois ha

uma escassez de dados na literautra sobre este tema.

e Realizar caracterizacdo genotipica das cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas dos
liquidos lixiviados que apresentaram resisténcia aos antibidticos testados, visando
identificar seus mecanismos de resisténcia e compara-las com outras cepas originarias dos

RSU e RSS, com o emprego de métodos moleculares.

e Pesquisar os mesmos parametros fisico-quimicos e microbioldgicos nos liquidos lixiviados
das células ACO5 e emergencial em periodo seco (Julho a Setembro) para comparar com 0s

resultados do presente trabalho, obtidos em épocas das chuvas (Janeiro a Abril).

¢ Realizar novos estudos para 0s mesmos parametros fisico-quimicos e microbioldgicos em
escala piloto, com condi¢Bes iguais para células com aterramento de RSU, RSS e
codisposicdo de RSU e RSS, a fim de respaldar e fundamentar a questéo da co-disposicéo
dos RSU e RSS.
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