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RESUMO

Os Residuos Solidos de Servicos de Saude (RSSS) representam uma pequena fragao dos
Residuos Sdlidos produzidos pela sociedade e constituem objeto de constante preocupacao,
considerando o perigo deste residuo. A falta de dados sobre a sobrevivéncia e patogenicidade
da populagao microbiana dd margem a opinides que nem sempre possuem base cientifica. Este
trabalho teve o objetivo de acompanhar, em escala laboratorial, o comportamento de trés
espécies de bactérias patogénicas: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus
aureus em percolado formado quando da passagem de um fluxo de agua diario sobre uma
massa de residuo hospitalar infeccioso padrdo confeccionado em laboratério. O percolado foi
coletado em dois momentos: apods a passagem sobre a massa de residuo, percolado imediato, e
0 percolado acumulado, que ficava armazenado em um baldo volumétrico. Para tanto, foram
realizadas seis séries de ensaios: trés séries com uma duracao média de 31 dias e com todas as
espécies presentes, e trés séries com apenas uma das espécies inoculadas a fim de constatar se
ha ou ndo competicdo entre elas. Além da coleta didria do percolado, eram também
monitorados, diariamente, pH, oxigénio dissolvido e carbono organico total. Ao final de cada
série a massa de residuo foi analisada quanto a concentragdo de microrganismos e realizaram-
se analises quimicas do percolado acumulado. Esse trabalho permitiu concluir que no final de
cada série as bactérias estavam viaveis, nao se observando um aumento muito significativo na
concentracao das mesmas, mantendo-se razoavelmente constantes, quando comparadas a
concentracdo inicial. As analises microbioldgicas realizadas no residuo demonstraram que a
concentracdo das bactérias estava superior a concentragdo do percolado, o que permite
concluir que o residuo oferece condicdes a sobrevivéncia das bactérias. Também foi constatado
que as oscilagdes nas concentracbes dos parametros fisicos analisados (pH e oxigénio
dissolvido) ndo podem ser relacionadas ao comportamento das bactérias. Isso demonstra a
necessidade de um cuidado na manipulacdgo do RSSS e na maneira como ele é disposto,
evitando que o chorume formado entre em contato com seres vivos € 0 meio ambiente.

Palavras-chave: residuos solidos de servicos de salde, percolado, microbiologia, Escherichia col,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus.
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ABSTRACT

Health Care Waste represents a small fraction of the Solid Waste produced by the society and
constitutes a subject of various discussions, especially considering the hazardous potential of
this waste. The lack of data regarding the surveillance and patogenicity of microbial yield of
leads to opinions that are not based on scientific information The present work had the
objective to study on an experimental scale the behaviour of three species of pathogenic
bacterium: Escherichia col, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus, in the
leachate resulted from standard hospital infectious waste prepared in laboratory. The leachate
was collected in two stages: just after the passage through the waste mass, this called
immediate leachate and the cumulative leachate which stored in a volumetric recipient. Six
series of analyses were carried out, three of them with and average duration of 31 days
considering all types of present bacterium and an average duration of 20 days each series with
just one specie of bacteria. The purpose of this experiment was to observe if would occur or not
and interspecific competition. Leachate collection, pH, oxygen and organic carbon were daily
monitored. At the end of each series, the waste mass was analysed as for the microrganisms
concentrarions and chemical analyses of the cumulative leachate were carried out. Finally, was
concluded that bacterium were viable, no significant grow of bacterium concentration was
observed, concentration which showed to be relatively constant compared with the initial
concentration of the leachate. The microbiological analyses of the waste shows a high
concentration of bacterium, much higher than the leachate ones, observation which leads to the
conclusion that the microrganisms are able to survive. Also was observed that the oscillations in
concentrations of the analysed physical parameters (pH and dissolved oxygen) can not be
related with the behaviour of bacterium. This shows that stronger oscillations are necessary in
order to affect and change the behaviour of bacterium.

Key Words: Solid Health Care Waste, percolate, microbiology, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus.
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1 INTRODUGAO

A preocupagao com as questdes ambientais comecou a ganhar corpo a partir de 1972,
na Conferéncia de Estocolmo: além do combate a poluigdo marinha, ela teve o objetivo de
conscientizar os paises sobre a limpeza dos rios nas bacias mais povoadas e do ar nos grandes
centros urbanos. Em 1987, a Comissao Mundial sobre Meio Ambiente redigiu o relatério "Nosso
Futuro Comum” e as conclusdes e propostas foram discutidas no segundo grande evento na
area ambiental, a Conferéncia do Rio de Janeiro, em 1992.

Dentre os diversos documentos produzidos na conferéncia do Rio de Janeiro, destaca-
se a Agenda 21, em que os governantes dos paises participantes ratificam o compromisso na
adogao de atividades e procedimentos visando a melhor qualidade de vida. Nela ha a
convocacdo para que cada municipio crie uma estratégia local para desenvolvimento
sustentavel, a chamada Agenda 21 Local, sendo o desafio colocar em pratica projetos que
visem a formagao de cidades sustentdveis, integradas ao meio ambiente.

Todavia, entre a teoria e a pratica hd uma grande distancia e ha muito ainda o que ser
feito. A populagdo do planeta hoje esta em torno de 6 bilhdes de pessoas, das quais um bilhdo
nao possuem habitagdo segura e servicos de saneamento basico como: abastecimento de agua,
rede de esgotamento sanitario e coleta de lixo que, além de degradarem o ambiente,
representam riscos a salde. Um ambiente doméstico inadequado € responsavel por quase 30%
da ocorréncia de doencas nos paises em desenvolvimento.

O Saneamento Ambiental € uma das ferramentas para melhora na qualidade de vida da
populacdo, por procurar alcancar a salubridade ambiental por meio de agua potavel, coleta e
disposicdo sanitaria de residuos solidos, liquidos e gasosos. Também mostra o uso sanitario
correto do solo, drenagem urbana, controle de doencas transmissiveis e demais servicos e
obras especializadas a fim de proteger e melhorar as condicbes de vida urbana e rural
(FUNASA, 1998).

No que tange os residuos solidos, a questao tem por inicio a conceituacdo dos termos
lixo e residuo, que podem variar conforme época e local (CALDERONI, 1998). Assim, residuo
sélido, segundo o Glossario de Engenharia Ambiental do Ministério de Minas e Energias
(BRASIL, 1987), é definido como "material indtil, indesejavel ou descartado, com conteldo
liquido insuficiente, para que possa fluir livremente, nos estados sélido e semi-sdlido, resultante
de atividades da comunidade; sejam elas de origem domiciliar, da salde, comercial, de
servicos, de varricao e industrial". Economicamente, residuo ou lixo é todo material que uma
dada sociedade ou agrupamento humano desperdica. CALDERONI (op. c¢it.) define lixo
domiciliar como "todo material sélido ao qual o seu proprietario ou possuidor ndo atribui mais
valor e dele deseja descartar-se, atribuindo ao poder pulblico a responsabilidade pela sua
disposicdo final". Quanto a sua origem, os residuos sdlidos sdo classificados como: domiciliar;

comercial; industrial; servicos de salde; portos, aeroportos, terminais ferroviarios e terminais
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rodoviarios; agricola, construcdo civil; limpeza publica; abatedouros de aves; matadouro;
estabulo (FUNASA, 1998).

A ABNT, na NBR 10004 (1987) classifica os residuos quanto aos riscos potenciais ao
meio ambiente e a saude publica a fim de destina-los de maneira correta, sendo trés as classes,
Residuos Classe I, Classe II e Classe III. Nesta classificacdo sdo excluidos os residuos
radioativos por serem de competéncia da Comissdo Nacional de Energia Nuclear.

Os residuos classe I sdo os perigosos, que apresentam periculosidade ou entdo uma ou
mais das seguintes caracteristicas: inflamabilidade, corrosividade, reatividade, toxicidade e
patogenicidade. Nesta categoria estdo incluidos os residuos infectantes provenientes dos
servicos de salde.

Os residuos classe II, sdo 0s nao-inertes, que nao sao nem perigosos - classe I - nem
inertes, classe III.

Os residuos classe III sdo inertes, ou seja, quando amostrados e submetidos a uma
série de testes prescritos em outras normas ndo tém nem um dos constituintes solubilizados a
concentracdes superiores aos padrdes de potabilidade de agua. Como exemplos desses
materiais, tem-se: rochas, tijolos, vidros e certos plasticos e borrachas ndao decompostos
prontamente.

O mundo produz anualmente 30 bilhGes de toneladas de residuos (Secretaria de Estado
do Meio Ambiente, 1998), com quantidade e composicao que variam de comunidade para
comunidade e também dentro da mesma comunidade conforme as estagbes do ano.

A disposicdo adequada dos residuos deve ser feita em aterros projetados
adequadamente, com sistema de drenagem de percolado, controle de emissdao de gases,
impermeabilizacao do solo, etc; os residuos industriais perigosos devem ser dispostos em
aterros proprios e os residuos infectantes e perfurantes-cortantes provenientes de servigos de
salde devem ser dispostos separadamente dos residuos urbanos, em valas ou células
adequadas e recobertas.

Entretanto, a realidade brasileira € um pouco diversa. O pais produz diariamente 100
mil toneladas de residuos solidos urbanos (LOPES, et a/., 2000), dos quais, segundo dados deo
levantamento realizado pelo IBGE em 1991, 76% sao dispostos a céu aberto (locais conhecidos
como /ixbes), 13% em aterros controlados e apenas 10% em aterros sanitarios ,ou seja, 89%
do residuo produzido no pais nao é disposto de maneira adequada.

Nos /ixbes ndo sdo depositados apenas os residuos urbanos, mas também residuos
industriais e os de servicos de salde. O depdsito a céu aberto envolve aspectos sanitarios,
ambientais e de salde publica, agravada com a presenca de catadores, que muitas vezes sao
relegados a segundo plano e s6 relembrados em anos eleitorais. Adultos, criancas e idosos
fazem do local area de trabalho e até moradia. Quando ndo moram no local, alimentam-se e
deixam os filhos menores em toldos improvisados, como no caso do /ixdo de Sao Gongalo, R]
(ABES, 1999).
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O estado de Santa Catarina possui um total de 293 municipios, 1.498.742 domicilios
particulares, e ha coleta de residuos em 1.244.660 residéncias, 83,06%; no municipio de
Floriandpolis, ha 103.820 residéncias e coleta em 102.748, 98,97% (IBGE, 2000).

O estado, segundo dados de levantamento (SDM, 1993), demonstra que em 1993 a
geracao de Residuos Solidos no estado era de 2.570 ton/dia chegando-se a um per capita de
0,93kg lixo/hab/dia. A coleta seletiva é realizada em 36 municipios, entretanto ela é feita em
escala reduzida, ou seja, abrangendo partes das areas coletadas.

No caso dos residuos sélidos de servicos de saude (RSSS), a responsabilidade pela
coleta e destinacao final é dos geradores, que na maior parte dos casos queimam sem controle
ambiental, depositam em vazadouro a céu aberto (lixdes), aterro sanitario, enterrado em fossas
e em aterros municipais controlados. De acordo com o questionario, respondido por 200
municipios, ha 2.318 unidades de salde no Estado e a coleta é diferenciada em 107 (54%) e
ndo é diferenciada em 93 (47%). E pratica comum no estado a queima do RSSS (46,23%), e
muitos ainda fazem a disposicdo a céu aberto (19,59%), enterra-o ou deposita em fossa ou
valas (17,08), depositam em aterro controlado (5,52%) e apenas 23 ocorre disposicao em
aterro sanitario (11,55%).

No caso da Grande Floriandpolis ocorre coleta diferenciada em 52% das 203 unidades
de salde. Quanto a destinacdo final, segundo os municipios que responderam a esse item, as
praticas mais comuns sdo o enterramento (6 municipios), depdsito a céu aberto (3), incineragao
(3), aterro controlado (2) e vala séptica.

O descaso quanto a essa fracdo de residuo produzida, em conjunto com o
desconhecimento do que realmente ocorre com 0s microrganismos existentes nessa massa de
residuo, muitas vezes leva a especulagGes sobre o risco oferecido, sendo necessarios trabalhos
que mostrem o que ocorre com esses residuos, tanto quando dispostos separadamente, como
quando dispostos em conjunto com outros residuos.

Para tanto, primeiramente é importante conhecer quais os componentes de um residuo,
tanto a composicao gravimétrica quanto bioldgica, além de conhecer o comportamento dos
microrganismos nessa massa, se sobrevivem ou nao no residuo, se apds um periodo eles nao
possuem mais condicOes para sobrevivéncia, seja devido as mudangas de temperatura ou outro
parametro fisico, seja pela diminuicdo da disponibilidade de substrato adequado.

Os estudos envolvendo quantificacdo microbioldgica do residuo solidos de servico de
salde ndao tém como afirmar que os microrganismos |a existentes transmitirdo doencas, mesmo
porque é necessario um agente de transmissao de doengas, o vetor, para que isso ocorra.
Entretanto, em paises como o Brasil, onde o normal é o depdsito a céu aberto (“lixdo"), este
pode ser mais um indicativo da necessidade de se tomar cuidados para disposicdo adequada de
residuos.

Infelizmente, ha uma escassez de dados, também a nivel internacional, sobre o
comportamento dos microrganismos em um residuo de servico de salide e também ao longo do

tempo, ap0s disposicdo final, dando margem a especulagbes sem base cientifica.
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Seguindo essa linha, o Laboratério de Residuos Solidos do Departamento de Engenharia
Sanitaria e Ambiental da UFSC iniciou, ainda em 1994, uma série de pesquisas visando
caracterizar o residuo sélido de servico de salde e o comportamento de microrganismos
patogénicos no mesmo. O trabalho teve inicio com o levantamento da quantidade de residuos
geradas no Hospital Universitario da UFSC (SOARES & CASTILHOS, 1998), continuou e se
estendeu a caracterizacdo dos residuos infectantes presentes em setores do Hospital
Governador Celso Ramos em Floriandpolis (SILVA, 2000), a partir do qual foram realizados
estudos do comportamento de microrganismos em escala laboratorial, tanto no residuo quanto
em percolado, utilizando residuo hospitalar padronizado a partir do levantamento gravimétrico
realizado (SILVA, op. cit,; SOARES et a/ 2001). Dessa maneira, ainda que em escala
laboratorial, procura-se contribuir ao entendimento do problema, para entdao, em conjunto com
outras informacdes tentar solucionar questdes como qual a maneira mais adequada de
gerenciamento no local de geracdo até a disposigao final desses residuos.

Para o desenvolvimento do estudo sdo consideradas como hipoteses:

a) O residuo tipo utilizado representa a constituicdo de um residuo hospitalar

infeccioso;

b) O volume de 37 mL de agua destilada, ao passar diariamente através do residuo,
sera capaz de carrear os microrganismos inoculados, entretanto, este volume ndo é
suficiente para fazer uma lavagem no residuo, sendo possivel encontrar, no final de
cada série, a concentracdo de microrganismos na massa do residuo e,

c) O comportamento dos microrganismos no percolado depende da constituicao do
residuo, dos nutrientes presentes no percolado, bem como das caracteristicas dos
microrganismos.

A apresentacao do estudo é realizada em 6 capitulos. O Capitulo 1 — Introducdo, onde

sao apresentadas as razoes para o desenvolvimento do trabalho, bem como os objetivos a
serem atingidos. Capitulo 2 — Referencial Bibliografico, onde s3ao abordados os assuntos:
Residuos Solidos de Servicos de Salde, procurando enfocar desde a sua geracdo até a
destinacao final, incluindo a Legislacao atual; Microbiologia, dando énfase as caracteristicas dos
microrganismos utilizados, além de trabalhos realizados sobre o tema, a fim de possibilitar uma
melhor interpretacao dos resultados. O Capitulo 3 — Materiais e Métodos descreve a maneira
pela qual a pesquisa foi conduzida e as analises realizadas. Os resultados sao apresentados e
discutidos no Capitulo 4 — Resultados e Discussoes, e serdo concluidos no Capitulo 5 —

Conclusdes. Por fim, o Capitulo 6 apresenta as Referéncias Bibliograficas utilizadas no trabalho.
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1.1 JUSTIFICATIVAS

O conhecimento sobre o comportamento dos microrganismos nos residuos infecciosos
provenientes de estabelecimentos de salde, tanto em escala laboratorial quanto real é
importante para melhor estabelecer planos de gerenciamento dos residuos dentro do
estabelecimento de salde e para estabelecer a melhor opcdo na sua destinagao final.
Entretanto, pouco é conhecido sobre esse assunto, seja em literatura nacional ou estrangeira.

O trabalho em escala laboratorial, apesar de limitante, tem como vantagem o controle de
alguns parametros, como pH e oxigénio dissolvido. Assim, é possivel analisar se as mudangas
na concentracdo desses parametros podem ser associadas ao comportamento das bactérias
além de poder estudar o comportamento de algumas bactérias e suas relacdes com as outras.
Isso seria bastante dificil de ser realizado em escala real, pela impossibilidade de um
levantamento tanto qualitativo quanto quantitativo dos microrganismos, pela dificuldade em ter
residuos com a mesma composicdao em todas as séries. O emprego de um residuo padronizado
em detrimento ao /7 natura possibilita a repeticao do experimento em outra oportunidade, com
a mesma composicao e as mesmas caracteristicas, podendo, inclusive, utilizar outras espécies

de bactérias.
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1.2 OBJETIVOS

Obijetivos Gerais

« Acompanhar a evolugdo temporal do crescimento bacteriano nos percolados imediato e
acumulado formados apds passagem de fluxo de agua através de uma massa de residuo
hospitalar infeccioso padrao.

»  Verificar o periodo de viabilidade de microrganismos patogénicos nos percolados.

Objetivos Especificos

»  Avaliar o crescimento bacteriano nos percolados de residuo hospitalar infeccioso padrao
por um periodo superior a 15 dias sem interrupcao.

+  Verificar as concentragoes de pH e oxigénio dissolvido em cada série e verificar se ha uma
relagdo desses parametros com o comportamento das bactérias Escherichia coll,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus presentes no percolado de residuo
hospitalar infeccioso padrao.

»  Verificar a concentracao de microrganismos presentes no residuo padrao ao final de cada
série de experimentagao.



2 REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

2.1 RESIDUOS SOLIDOS DE SERVICOS DE SAUDE.

2.1.1 Definigdes e Classificagoes.

Entre os residuos produzidos pela sociedade, uma pequena parcela do total gerado,
mas que sucita grande controvérsia é aquela referente aos residuos gerados em um
estabelecimento de salde. RODRIGUES (1988) afirma que “10% dos casos de infeccOes
hospitalares sao causadas por lixos e outras situagdes”, ao passo que ZANON (1991) cita que
esse temor é devido ao ambiente hospitalar de séculos atrds, onde pessoas com doencgas
infecciosas eram mantidas em locais fechados, de pouca ventilacdo e higiene precaria, que
facilitavam a transmissao de doencas. Dessa maneira, ficou incutido que todo residuo gerado
em tais estabelecimentos, denominado de /ixo hospitalar poderia vir a transmitir doencas.
Muitas vezes confunde-se o termo residuo hospitalar com residuo infectado, quando apenas
uma pequena parcela dos residuos gerados em tal estabelecimento pode ser classificado como
residuo infectado. Esses dois autores demonstram como a situagdo € delicada e complicada,
pois, infelizmente ha poucos estudos realizados sobre o assunto, principalmente no Brasil,
qguanto a sobrevivéncia de microrganismos patogénicos no residuo solido de servico de salde
(RSSS) e o seu potencial na transmissao de doencas.

Assim, fez-se necessario procurar outras definicoes para melhor caracterizar a fragao de
residuo considerada perigosa em um estabelecimento de salde, que corresponde a apenas 1%
do total de residuo gerado pela sociedade. Dados publicados pela Associacdo Brasileira de
Engenharia Sanitaria e Ambiental (1998) demonstram que no Brasil, a quantidade de RSSS
coletada varia de 0,05% (Rio de Janeiro, RJ) a 13,5% (Recife, PE). Apesar da alta quantidade
coletada em Recife, os dados mostram que a média fica em torno de 1%, cabe ressaltar que
muitos municipios ndo realizam uma coleta diferenciada de tais residuos.

Cada pais ou agéncia costuma apresentar termo e definicdo proprios do que vem a ser
considerado um residuo perigoso gerado em uma instituicdo de salde. Entre os termos
empregados tem-se: residuo hospitalar, residuo biomédico, residuo médico, residuo clinico,
residuo infeccioso ou infectante. No Brasil, o termo melhor aceito atualmente é Residuo de
Servicos de Salde, por abranger os diversos estabelecimentos geradores além dos hospitais.

No Brasil, hd a Resolugdo n°5 do Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) de
1993, que utiliza definicdo dada pela Associacao Brasileira de Normas Técnicas — ABNT — pela
norma NBR 12807 (ABNT, 1993f): residuos resultantes da atividades exercidas por
estabelecimento gerador. Como estabelecimento gerador, a NBR 12807 entende como o0s
definidos por outra norma, 12808 (1993b); entretanto, a Resolugdo CONAMA define como

geradores os prestadores de servicos de saude, incluindo, dessa maneira, os residuos
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provenientes das mais diversas fontes, como hospitais, portos, aeroportos e terminais
rodoviarios e ferroviarios.

Entretanto, a melhor definicao encontrada até o momento, e que sera a utilizada neste

trabalho, corresponde aquela feita por MOREL e BERTUSSI F° (1997), em que Residuo de
Servicos de Saude é:
"todo aquele gerado por prestadores de assisténcia médica, odontoldgica, laboratorial,
farmacéutica, instituicoes de ensino e pesquisa médicas relacionados tanto @ populacdo
humana quanto veterindria que, possuindo potencial de risco, em fun¢do da presenca de
materiais biologicos capazes de causar infeccdo, produtos quimicos perigosos, objetos
perfurantes-cortantes efetiva ou potencialmente contaminados, e mesmo rejeitos radioativos,
requerem cuidados especificos de acondicionamento, transporte, armazenamento, coleta,
tratamento e disposi¢éo final”.

Tal definicao engloba todos os servicos que geram residuos perigosos, infectantes,

guimicos e radioativos e excluindo os residuos administrativos e comuns.

Classificagoes

No Brasil ha duas classificagGes para os Residuos de Servigos de Salde, a da Resolugao
CONAMA e da NBR 12808 da ABNT (op. cit.), sendo a do CONAMA a melhor aceita atualmente.
A classificacao n°5 do Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA (BRASIL, op. cit.)
apresenta quatro grupos de residuos, A, B, C e D:

e GRUPO A: Nesse grupo estao incluidos os residuos que apresentam risco potencial a
salde publica e ao meio ambiente pela presenca de agentes bioldgicos; os perfurantes-
cortantes estdo incluidos neste grupo;

e GRUPO B: Residuos que apresentam risco pelas caracteristicas quimicas;

e GRUPO C: Rejeitos radioativos representados por materiais radioativos ou
contaminados por radionucleideos. A Resolugdo CNEN-NE6.05 rege-os.

e GRUPO D: Residuos comuns, ndo se enquadram nos grupos acima.

O Quadro 1 apresenta os constituintes de cada grupo.
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QUADRO 1 — CLASSIFICACAO DOS RSSS, SEGUNDO RESOLUCAO CONAMA N°5/1993.

GRUPO  CATEGORIA

CONSTITUINTES

A Presenca de agentes
bioldgicos

B Presenca de agentes
Quimicos

C Rejeitos radioativos

D Residuos comuns

Sangue e hemoderivados; animais usados em experimentacdo, bem como
os materiais que tenham entrado em contato com os mesmos; excregdes,
secrecoes e liquidos organicos; meios de cultura; tecidos, orgaos, fetos e
pecas anatOmicas; filtros de gases aspiradores de area contaminada;
residuos advindos de area de isolamento; residuos de laboratdrios de
analises clinicas; residuos de unidades de atendimento ambulatorial;
residuos de sanitarios de unidades de internacdo e de enfermaria; animais
mortos a bordo de meios de transporte. Laminas de barbear, vidros
quebrados, bisturis, agulhas.

Drogas quimioterapicas e produtos por elas contaminados; residuos
farmacéuticos, como medicamentos vencidos, contaminados, interditados
ou ndo utilizados; materiais corrosivos, toxicos, inflamaveis e reativos.
Materiais radioativos ou contaminados por radionucleideos provenientes de
laboratérios de analises clinicas, servicos de medicina nuclear e
radioterapia.

Todos os demais residuos que nao se enquadram nos grupos anteriores.

Fonte: BRASIL, 1993.

Ja a NBR12808 (ABNT, op. c¢it.) toma por base as classificacoes propostas pela Health

and Safety Comission, HSC, pela Organizacdo Mundial de Salde, OMS, e pela EPA, seguindo a

classificagdo dos residuos em trés classes, A, B e C:

o Classe A: Infectantes. Seu potencial de risco esta ligado a presenca de material

bioldgico, ndo diferenciando se o material provém de um portador de patologia infecciosa; sao

também incluidos os perfurantes-cortantes;

o Classe B: Especiais. Potencial de risco é ligado a natureza fisico-quimica do material.

e Classe C: Comuns. Nao oferecem risco adicional a salde publica, tendo constituicdo

semelhante as dos residuos domésticos; ndo enquadram-se nas classes A ou B.

Essa diferenciacdo pode levar a uma desorientacdo na pratica, sendo o ideal a

simplicidade, concisdao e objetividade. A parcela de residuos perigosos apresenta diversas
subdivisOes, que variam conforme pais ou instituicdao (Centro Pan-Americano de Engenharia
Sanitaria e Ciéncias do Meio Ambiente, 1997; SILVA, 2000).

No caso de uma unidade hospitalar, poderao ser produzidos todos os tipos de residuos,
e os residuos infecciosos sdo produzidos em maior quantidade por setores como internagdo,
salas cirdrgicas, salas de parto, servicos de emergéncia, além de servicos de laboratorio,
radiodiagnostico, audiometrias, endoscopias, bancos de sangue que produzem residuos
infecciosos e especiais (Tipo B ou Grupo B, conforme classificagao utilizada).

O Quadro 02 mostra a classificagdo utilizada por diversos autores, de diversos paises,
mostrando a diversidade de classificagdes existentes.



QUADRO 2 — CLASSIFICACAO DOS RSSS SEGUNDO DIVERSOS AUTORES.
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Autores Categorias/Subdivisdo de Residuos
1 2 3 4 5 6 7 8
ABNT Infectante - A.1 - Especial - B.1 - C - Comum - - - - -
Bioldgico/A.2 - Sangue e Rejeito
hemoderivados/A.3 radioativo/ B.2 -
Cirargico, Residuo
anatomopatoldgico e farmacéutico/B.3
exsudato/ A.4 - Perfurante |- Residuo
ou cortante / A.5 - Animal quimico-perigoso.
contaminado / A.6 -
Assisténcia ao paciente
Cheremisinof | Cirdrgico (patoldgico e Atencgdo ao Roupas e tecidos Perfurante e Matéria organica N&o-organico | Alimentar Nao-
f animal) paciente usados cortante combustivel
(vidro, metal
e cinzas)
Cross Doméstico Patoldgico Contaminado Especial - - - -
CvVs Infeccioso/Isolamento/Mate | Especial/Radioati | Geral ou comum - - - - -
rial bioldgico/Sangue vo/Farmacéutico/
humano e derivador / Quimico-perigoso
Patoldgico/Perfurante /
Animal contaminado
EPA Cultura e estoque de Patoldgico Sangue humano e Animal Areas de Perfurante e Perfurante e |-
agentes infecciosos e hemoderivados contaminado isolamento cortante usado | cortante ndo
materiais bioldgicos (carcaca, parte do usado
associados Corpo e cama)
Hall Radioativo Quimico Infeccioso Anatomico Patoldgico - - -
NHMRC Perfurante e cortante Infeccioso Tecido humano Citotoxico Farmacéutico Quimico Radioativo Plastico
OMS Patoldgico Infeccioso Perfurante e cortante | Farmacéutico Quimico Radioativo Comum Contéineres
pressurizado
s
Ota Infeccioso Perigoso Radioativo Geral - - - -
Quiroga Médico-cirdrgico Restos de Residuo de limpeza | Residuos de - - - -
alimentos caldeiras, calefacao
ou equipamentos
de combustdo
Ruiz Cirdrgico Sélido comum Desperdicio - - - - -

Fonte: Schneider et a/ Manual de Gerenciamento de Residuos Sdlidos de Servicos de Satide. Sdo Paulo: CLR Balieiro, 2001. 173p.
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2.1.2 Geragao dos Residuos Solidos de Servigos de Saude

Levantamento realizado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) atesta que os grandes
geradores dos residuos de servigos de salde sdo hospitais; servicos de emergéncia; maternidades;
centros de didlise; postos de biomédicos e laboratérios de biotecnologia; centros de pesquisa
médica, centros de autdpsia, pesquisa animal; servigos de coleta de sangue e asilos. Os pequenos
geradores sdo pequenos estabelecimentos de salide como clinicas odontoldgicas, acupunturistas,
hospitais psiquiatricos, clinicas veterinarias, locais onde sao feitas tatuagens e colocados brincos e
plercings, usuarios de drogas ilicitas, servicos funerarios, de ambulancia e tratamento domiciliar
(PRUSS et al, 1999).

O montante de Residuos Soélidos de Servicos de Salude produzido pode variar tanto de pais
para pais como entre municipios, entretanto, as caracteristicas sdo semelhantes (MATO & KASEVA,
1999). Os dados obtidos em literatura demonstram que ha uma diferenca bastante significativa em
virtude, muitas vezes, da metodologia empregada para a quantificacdo, o local amostrado e a
classificacdo adotada no trabalho. Entretanto, observa-se que, no geral, ha um aumento na
geracdo de RSSS devido a uma implementagdo do uso de materiais descartaveis. Os residuos
infectantes depois de contaminados devem ser armazenados separadamente: os infectantes em
sacos plasticos do tipo branco leitosos (NBR 9190 - ABNT, 1985) e os objetos perfurantes-cortantes
em recipientes rigidos (coletores) segundo orientacao da IPT — NEA55/96 (IPT, 1996), e em ambos
€ impresso o simbolo universal de substancia infectante. Dessa maneira, a nao separagdo do
residuo no local em que é gerado, colocando-o junto dos residuos comuns, acarretara em uma
maior despesa para o estabelecimento, posto que a legislagao vigente considera que a instituicdo
geradora sera responsavel por arcar com custos de coleta e destinagdo final. Com isso, atualmente
tem-se buscado maneiras de se minimizar a quantidade de residuos perigosos (excetuando-se os
infectantes, lavanderias e os de utilidade do estabelecimento) (SCHNEIDER et a/., 2001).

Em paises com a chamada “gestao classica” (Reino Unido, Franca e Bélgica), a quantidade
gerada é de 1,5 a 2,0kg/leito/dia; em contrapartida, ha os paises com uma gestdo denominada
“avancada” (Alemanha, Austria, Canada, Holanda e Suécia), em que somente uma pequena
porcentagem dos residuos produzidos em estabelecimentos de salde é considerada infecciosa,
valor que varia de 0,05 a 0,4kg/leito/dia. No caso do Brasil, normalmente dividem-se os residuos
em infectantes (Classe A) e especiais (classe B), com uma taxa de geracao de 1,2 a 3,8 kg/leito/dia
(JOFFRE, 1993 apud SCHNEIDER et a/, 2001).

Estudos realizados na Tanzania (MATO & KASEVA, op. ¢it.) e na Holanda (VAN de WELD
apud GUIMARAES & BARROS, 2001) demonstraram que os centros de atendimento especializados
produzem uma maior quantidade de RSSS que as unidades ndo-especializadas ou convencionais;

MATO e KASEVA (op. cit.) também obtiveram uma maior quantidade de residuos em hospitais mais
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modernos, provavelmente devido a um maior emprego de produtos descartdveis. No caso de
hospitais, a taxa de geracdo é exprimida com base no numero total de leitos, nimero de leitos
ocupados ou mesmo volume gerado. Ao se expressar o resultado com base no numero total de
leitos pode-se obter dados irreais quando ndao ha ocupagdo de 100% dos leitos. SOARES e cols.
(1997) sugerem a aplicacdo da taxa de geracao por leito ativo/dia. Na Tabela 01 estao valores da
quantidade de residuo gerada no Brasil e no exterior, levantados ou compilados pelos autores

referenciados.

TABELA 1 — QUANTIDADE DE RESIDUOS GERADA EM DIVERSOS ESTABELECIMENTOS

Local Ano Instituicao Quantidade gerada

Venezuela 1992  Hospital D. Lucian 3,8 kg/leito/dia V)

Taiwan 1993  Hospital Universitario 4,6 kg/leito/dia ¥

Ribeirdo Preto, SP. 1992 3,0 kg/leito/dia

Grande S3o Paulo 1996 245,00t/dia

EUA 1991 Hospitais americanos 6063t/dia

Caxias do Sul, RS. 2001 Hospital Geral, Caxias do Sul  1,06kg/leito/dia (infeccioso) ¥
Campinas, SP. 1993 2,8 kg/leito/dia ¥

Belo Horizonte, MG. 2001  Hospital SEMPER 0,27kg/leito/dia &

Belo Horizonte, MG. 2001 Hospital das Clinicas, UFMG  0,55kg/leito/dia

(1)Apud ANDRADE, 1997. (2) MATTOSO, 1996. (3) GUIMARAES & BARROS, 2001; (4) SCHNEIDER e a, 2000.

A maioria dos levantamentos é realizada em hospitais, por serem os grandes geradores
dessa classe de residuos (ANDRADE, 1997; GUIMARAES & BARROSO, op. cit. ; MATTOSO, 1996;
MATO & KASEVA, op. cit; SILVA, 2000), mas atualmente estdo sendo levantados dados em clinicas
odontoldgicas e laboratérios (GUIMARAES & BARROSO, op. cit; NOBREGA et. al., 2001). Segundo o
CENTRO PAN-AMERICANO DE ENGENHARIA SANITARIA E CIENCIAS DO MEIO AMBIENTE da OPAS
(1997) a geragao de residuos em um estabelecimento de salde é determinada pela complexidade e
frequiéncia dos servigos prestados.

Um correto planejamento para o gerenciamento de residuos em um estabelecimento de
salde trara vantagens tanto ao estabelecimento quanto aos trabalhadores, posto que a correta
segregacao dos residuos conforme sua classificacdo diminuirad os custos com destinacao final, além
de evitar acidentes dos trabalhadores, principalmente com os objetos perfurantes-cortantes.
Diversos trabalhos propdem maneiras de melhor gerenciar os residuos, desde a quantificacao dos
residuos gerados, a segregacdo na fonte e, atualmente, buscas por minimizacdo na geracao de
residuos até a destinacao final, antecedida ou ndo por tratamento. Entre tais trabalhos destacam-se
os de ANDRADE (op.cit.), SCHNEIDER et al, (op. cit.), e PRUSS et a/ (1999).
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Devido a grande variedade entre os dados de literatura, o interessante para a unidade
geradora que pretende elaborar um plano de gerenciamento, é quantificar o residuo produzido para
entdo elaborar um plano adequado a sua realidade (ANDRADE, op. cit, GUIMARAES & BARROS,
op. cit,, SCHNEIDER et al, op.cit), evitando super ou subestimar a real quantidade gerada.

Como a finalidade do trabalho é o estudo de microrganismos patogénicos em um residuo
hospitalar infeccioso, a seguir é apresentada uma melhor caracterizacdo, bem como todo os passos

ideais que ele deve seguir dentro da unidade hospitalar até sua disposicao final.

2.1.3 Os Residuos Infecciosos

Os termos residuos infecciosos e infectantes sao sindbnimos do mesmo tipo de residuo, que
podem ser definidos como a parcela de residuos gerada que, devido as suas caracteristicas de
maior viruléncia, infectividade e concentracdo de patdgenos apresentam risco adicional a saude
publica. A Resolugdo n°® 5 do CONAMA (BRASIL, 1993) os define como “aqueles que possuem
agentes bioldgicos ou se apresentam contaminados por eles, causando riscos potenciais a saude
publica e ao meio ambiente”. O Quadro 01 apresenta as diversas subdivisdes deste grupo,
conforme a classificacdo da Resolucao n°05 do CONAMA. A Organizagao Mundial de Saude (OMS)
define essa parcela de residuo como “aquela parcela suspeita de conter patdgenos (bactérias, virus,
parasitas ou fungos) em concentragdo ou quantidade suficiente para causar doengas em
hospedeiros suscetiveis”. Apesar da classificacdo da OMS considerar os perfurantes-cortantes como
infectantes, eles sdo considerados em particular (PRUSS et a/, 1999b).

Os altos custos com a destinagao final diferenciada tém levado a estudos sobre a real
proporcdo de residuos infectantes produzidos por estabelecimentos de salde. Apesar de em alguns
paises a quantidade total de residuos produzidos ser considerada como tal, os estudos demonstram
gue apenas uma pequena parcela, que varia de 10% a 40% dos residuos possuem essa
caracteristica (SOARES & CASTILHOS, 1998; PRUSS, op. cit, SCHNEIDER et a/, 2000, WHO, 2000).

Trabalho realizado na Itdlia durante os anos de 1991 e 1992 é um dos trabalhos mais
completos quanto a quantificacdo de residuo hospitalar infeccioso (RHI), pois engloba 4 hospitais
com 164 departamentos, 2500 leitos e 40 laboratdrios de andlises e envolveu cerca de 200
pesquisadores (LIBERTI et a/ 1994; LIBERTI et a/ 1996). As amostras foram coletadas
diariamente, pesadas e submetidas a andlises quali-quantitativas a fim de determinar os
parametros fisico-quimicos como composicdo bruta (papel, vidro, plasticos etc), umidade,
densidade aparente, valor calorifico, andlise elementar, cloro e metais pesados.

A analise quantitativa demonstrou que a producdo média dos residuos hospitalares
infecciosos ficou em 0,44kg/leito/dia. Dessa quantidade, 35% do peso refere-se aos laboratdrios de

andlises e cirurgias; 10% a residuos provenientes de dialise e primeiros-socorros e o restante
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refere-se quase que exclusivamente aos leitos em uso (LIBERTI, L.et a/ 1994). Entretanto, é
grande a diferenga entre esses dados e outros existentes na literatura, como é possivel ver na

Tabela 02 a seguir:

TABELA 2 — PRODUGAO DE RESIDUOS INFECCIOSOS (Kg/LEITO/DIA)

Local Residuo Hospitalar Infectante  Referéncia

Dinamarca 0,2 kg/leito/dia Gleis (1991), apud Liberti (1994).

Italia 0,44 kg/leito/dia LIBERTI (1994).

Franga 1-2,3 kg/leito/dia NERI, 1989; GEHARD, 1991 apud LIBERTI,
1994

Caxias do Sul, RS. 1,06 kg/leito/dia SCHNEIDER, 2001

Alemanha, Holanda, Canada, 0,05 - 0,4 kg/leito/dia SCHNEIDER, op.cit.

Austria, Suécia.

Dar es Salaam, Tanzania. 0,66 kg /paciente/dia * MATO & KASSENGA, 1997; MATO et al., 1995

Dar es Salaam, Tanzania. 0,134 kg/paciente/dia* SWAI & MTALO (1996)

Florianopolis, SC. 1,22 kg/paciente/dia SOARES et al. (1997)

* Residuos perigosos

Os trabalhos realizados por Liberti, et a/. (1994; 1996) tentaram analisar a razao das
diferengas entre os valores obtidos e a conclusdo foi que o valor é influenciado ndao somente pela
ambigliidade existente na definicao do termo residuo hospitalar, mas também dos procedimentos
realizados em cada departamento médico. Assim, apesar da média obtida de 0,44 kg/leito/dia, o
pico de producao ocorreu na Unidade de Cuidado Intensivo alcancando 6,3 kg/leito/dia e o menor
valor foi obtido pela Medicina Ocupacional, 0,07 kg/leito/dia; em hospitais especializados também
ha uma menor producdo de RHI, como no caso de um centro ortopédico pesquisado, em que a
média foi de 0,29 kg/leito/dia.

Os trabalhos de SILVA (2000) e SCHNEIDER et a/. (2000) também verificaram as taxas de
producao de residuo infectante nos diferentes departamentos em um hospital.

SILVA (op. cit.) optou por quantificar os residuos infectantes produzidos nas areas criticas
do ponto de vista clinico, ou seja, onde estdo pacientes com baixa resisténcia imunoldgica,
operados, portadores de grandes lesdes, pois a finalidade era a de constituir um residuo hospitalar
padronizado.Segundo a Comissao de Controle de Infecgbes Hospitalares (CCIH) do hospital em que
a pesquisa foi realizada sao as seguintes unidades hospitalares criticas: Centro Cirtrgico (CC),
Emergéncia (Emerg), Internacdo Cirtrgica (IC), Neurotraumatologia/Ortopedia (Neuro) e Unidade
de Tratamento Intensivo (UTI). Apds analise, verificou-se que os residuos sdo produzidos na
seguinte ordem: Neuro (31%), Emergéncia (20%), UTI (19%), IC (19%) e CC (11%).
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Ja SCHNEIDER (op. cit) quantificou todos os residuos produzidos no Hospital Geral de
Caxias do Sul para fins de gerenciamento, encontrando as seguintes porcentagens: Unidade de
Internacao Clinica (27,6%); Unidade de Internacao Pediatrica (15,1%), Centro Obstétrico (13,3%),
CTI Adulto (12,1%) e CTI Neonatal (11,6%), seguidos por outros setores, que produzem residuos
em menor porcentagem. Valores tao diferenciados mostram a importancia do conhecimento que a

instituicdo que queira fazer um gerenciamento de tais residuos precisa ter de sua prépria producao.

2.1.3.1 Composigao gravimétrica do Residuo Hospitalar Infeccioso.

A Composicao gravimétrica de residuos de servicos de salde de alguns paises é
apresentada no trabalho de Priiss et a/ (1999b), entretanto, ndao fica bem claro se nessa
composicdo foram analisados somente os residuos infectantes ou também os perigosos. Ja o
trabalho desenvolvido na Italia em 1992 e apresentado por Liberti ef a/ (1994), Tabela 04, e o
trabalho desenvolvido por SILVA (op. cit.)), Tabela 05, e que é adotado nesse trabalho, analisaram

apenas os residuos infectantes; a diferenca é que o primeiro inclui residuos de pecas anatémicas.

TABELA 3: COMPOSICAO MEDIA DOS RESIDUOS HOSPITALARES INFECCIOSOS NA ITALIA

Material % - peso seco.
Papel 34
Plasticos 46
Vidro 7,5
Metais 0,4
Residuo Anatomico 0,1
Liquidos 12
Outros 0,1

Fonte: LIBERTI ef a/, 1994.
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TABELA 4: COMPOSIGAO MEDIA DA FRAGAO SOLIDA DOS RESIDUOS HOSPITALARES INFECCIOSOS NO
HOSPITAL GOVERNADOR CELSO RAMOS, FLORIANOPOLIS, SC

Material (%)
Plastico Ndo Filme 25,65
Latex 18,72
Algodao 17,61
Papel 14,72
Plastico Filme 6,54
Adesivos 6,35
Matéria Organica 4,90
Plastico + Papel 1,90
Vidros 1,82
Papelao 1,26
Aluminio 0,31
Outros Materiais 0,22
Total 100,00

Fonte: SILVA (2000).

A quantidade de liquidos gerada no Hospital Governador Celso Ramos, apresentada na
TABELA 05 refere-se apenas aqueles encontrados em contendores graduados. A disposicao dos
liquidos presentes nos residuos ndo possibilitou medicdo e identificacdo precisas, por estarem
misturados a fragdo sélida ou acumulados no fundo do saco.

Apesar da caracterizacdo feita por SILVA (op.cit)) apresentar mais subdivisdes, nota-se que
em ambos a maior porcentagem de residuos infectantes refere-se a plastico e que a quantidade de
vidro encontrada no residuo italiano estd bastante acima daquela encontrada no hospital
florianapolitano (7,5% e 1,82%, respectivamente). Essa maior subdivisao no trabalho de SILVA
(op. cit) é porque a finalidade da composicdo gravimétrica no trabalho foi a confecgdo de um
residuo hospitalar infeccioso padronizado para ser utilizado na pesquisa realizada, em que foi

inoculado cepas de trés bactérias a fim de estudar-se o comportamento das mesmas no residuo.

TABELA 5 — MEDIA DE CADA COMPONENTE LIQUIDO ENCONTRADO NOS SACOS ANALISADOS, CONFORME
UNIDADE HOSPITALAR

LIQUIDOS (mL) EMERG UTI NEURO IC CC  MEDIA (mL)
Soro fisioldgico. 428,33 0 141,67 66,67 83,33 144,00
Urina 0 833 251,67 0 0 52,00
Sangue 833 333 833 3667 25 16,33
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2.1.3.2 Acondicionamento

Quando o acondicionamento é realizado na origem, ele evitara riscos a saude, facilitara as
operacdes de coleta e armazenamento interno, externo e o transporte. O acondicionamento dos
residuos de servicos de saude é feito conforme cada categoria (comum, infectante ou especial), o
que evita a mistura entre os tipos de residuos.

No caso dos residuos infectantes, o acondicionamento deve ser realizado em sacos
plasticos branco-leitosos, conforme a NBR 9190 (1985), e os perfurantes-cortantes conforme a
orientacdo da IPT — NEA 55/96 (IPT, 1996), sendo obrigatdria a impressao do simbolo universal de
substancia infectante e facultativa a inscricdo INFECTANTE, e a moldura e inscricdo devem ser em
preto com fundo branco no rétulo (NBR 7500/94). Os sacos plasticos servirdo para forracao de
lixeiras, que devem ser aquelas com tampa acionada por pedal.

Ja os residuos infectantes manipulados em laboratérios de analises clinicas, hemoterapias e
pesquisa microbioldgica, devem ser esterilizados na unidade geradora, sendo a esterilizacdo por
calor umido (por autoclave) a normalmente utilizada. Os residuos de risco bioldgico sangue, fezes,
secrecoes e outros liquidos organicos tém de ser submetidos a tratamento na propria instituicao
antes do langamento na rede publica de esgoto.

Os recipientes, sacos plasticos e locais onde sdo colocados devem ser identificados com
simbolos que indiquem a classificacdo dos residuos contidos nos mesmos. E importante que os
recipientes e sacos plasticos sejam fechados quando 2/3 de sua capacidade estiverem preenchidos;
os mesmo devem estar bem vedados para evitar o derrame ou vazamento, além de estar com

anotacdes sobre a data e fonte geradora. Apds isso, ele deve ser levado a sala de residuo.

2.1.3.3 Coleta interna e coleta externa

A coleta interna é a transferéncia dos recipientes, do local de geracao (lixeiras),
fechamento dos sacos de lixo e transporte ao local de armazenamento interno (coleta interna I), ou
deste para o abrigo de residuos ou armazenamento externo, fora do estabelecimento, ou para o
local de tratamento (coleta interna II) e estd especificada na NBR 12807 (ABNT, 1993). E
importante que as pessoas envolvidas com essa atividade usem equipamentos de protecao
individual (EPI) apropriado (SCHNEIDER et al., 2000). Entretanto, trabalho realizado por Ndbrega
et al (2001a) na cidade de Joao Pessoa, PB, mostrou que em clinicas odontoldgicas, clinicas
veterinarias e laboratdrios, eles apenas utilizam luvas, quando o correto seria uso de uniforme

completo, que inclui, além da luva: capa, boné, dculos, mascara facial e botas.
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A coleta externa é o recolhimento e transporte dos RSSS armazenados nas unidades para o
tratamento ou disposicao final; nesta fase, os residuos infectantes ou especiais identificados podem
ser transportados junto com o lixo comum; ele devera circular em carro fechado com cagamba
estanque que ndo permita vazamentos. A NBR 12810 (ABNT, 1993c) apresenta as especificacdes
do carro especifico para transporte quando o volume é superior a 20 quilos, que deve ter o simbolo
de infectante, segundo NBR 7500 (ABNT, 1994). O transporte deve possuir ficha de emergéncia
(NBR 7503/1992), envelope para transporte de produtos perigosos, conforme especificacoes
contidas na NBR 7504(ABNT, 1993d), além de obedecer a norma da ABNT sobre procedimento no
transporte de residuos da NBR 13221 (ABNT, 1994b). Na NBR 12810 (op. cit) também é
apresentada as caracteristicas do veiculo coletor, complementada pela NBR 9191 (ABNT, 1993e)
que define os equipamentos auxiliares que devem estar presentes no veiculo (SCHNEIDER et al,
2000).

2.1.3.4 Armazenamento de RSSS

Quando a geracdao de RSSS nao ultrapassar 20 litros por dia, os mesmos podem ficar
acondicionados em recipientes resistentes, lavaveis, impermeaveis, com tampa e capacidade
suficiente para armazenamento equivalente a trés dias de geracao; ele ndo pode ser colocado onde
haja transito de pessoas e dentro de sanitarios. O abrigo externo deve ser construido levando-se
em conta o tipo de coleta; se houver coleta separada para residuo infectante do residuo comum
sera necessaria a criacao de um abrigo para separacdo de areas para cada tipo de residuo coletado
(SCHNEIDER et a/, 2000). Esses abrigos devem seguir as especificacdes da NBR 12809 (ABNT,
1993f); devem estar devidamente sinalizados, possuir pisos e paredes de cor branca e material liso
e resistente; ter iluminacao adequada; ndo pode ser acessado por pessoas estranhas ao servico;
devem também possuir sistema de vedacdao para animais e insetos, além de aberturas teladas e
portas que fecham sem deixar frestas. E também necessario que haja iluminacdo adequada tanto
dentro quanto fora do abrigo (DESCARPACK, 1997).

2.1.3.5 Tratamento e disposicdo final dos Residuos Sélidos de Servicos de Saude

A Resolucao CONAMA 05/93 define sistema de tratamento de residuos sélidos como “o
conjunto de unidades, processos e procedimentos que alteram as caracteristicas fisicas, quimicas
ou biologicas dos residuos e conduzem a minimizacdo do risco @ saude publica e a qualidade do
meilo ambiente”.

A realidade brasileira é que 89% dos residuos sdo indiscriminadamente dispostos no solo
de maneira irregular, sem tratamento prévio, onde entrardo em contato com os catadores e

servirao como habitat para baratas, moscas, ratos e vetores (IBGE, 1991).
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No caso dos residuos de servigos de salde, os materiais provenientes de laboratdrios
devem ser autoclavados, antes de dispostos (tratamento prévio), indicado para culturas e estoques
de agentes infecciosos (PRUSS et a/, 1999c), mas isso sO € viavel para pequenas quantidades e
alguns materiais especificos. A ndo segregacdo na fonte geradora aliada a gestao classica de RSSS,
gue considera todo o montante produzido em estabelecimentos de salde como infectantes ou
especiais leva a um grande volume gerado que nem sempre é tratado antes de disposto.
Entretanto ha muitas técnicas atualmente disponiveis para tratamento de residuos, que foram
surgindo conforme a realidade e a necessidade e se aperfeigoando ao longo dos anos. No caso dos
residuos infecciosos, o objetivo é destruir os microrganismos patogénicos, seja por calor,
substancias quimicas ou irradiacao por microondas, para que ndo apresentem riscos quando em
contato com seres humanos (PRUSS, 1999¢; SCHNEIDER et al., op.cit.).

A escolha do tratamento ideal dependera de varios fatores como potencial de risco do
residuo, realidade do local, recursos econ0micos e naturais, populacdo, entre outros fatores.
Estudos em escala laboratorial ou mesmo em uso em alguns paises comprovam que os métodos
disponiveis para tratamento na fonte geradora possibilitam que esses residuos possam ser
dispostos juntamente com os residuos domiciliares; é importante que tais métodos sejam
constantemente monitorados por meio de indicadores que garantam a eficacia do método
(SCHNEIDER et al., 2001).

Entre as técnicas atualmente disponiveis destacam-se: métodos de esterilizacdo,
desinfeccdo, biodigestdo e incineragdo. Cada técnica pode ser encontrada detalhadamente nos
trabalhos de MACHADO & MORAES (2001), SCHNEIDER et a/ (op.cit.), SILVA (op. cit) e PRUSS et
al (1999d).

Qualquer tipo de tratamento de residuos resultara em um rejeito que precisara ser disposto
em algum local. No caso de cinzas resultantes da incineragao, as mesmas devem ser avaliadas para
ver o local a ser disposto. A disposicdo final normalmente ocorre em um dos seguintes locais: a céu
aberto, vazadouros, vala séptica e aterro sanitario.

A forma mais utilizada pelos municipios brasileiros é a disposigdo dos RSSS a céu aberto,
junto com os residuos domiciliares, popularmente conhecido como “lixao”. Nao traz vantagens,
apenas desvantagens tanto para o meio ambiente quanto ao problema social que se desenvolve,
gue é a catagdo, onde familias passam o dia. A disposicao inadequada, sem nenhuma cobertura,
leva a proliferacdo de vetores e animais no local (SCHENEIDER et a/, 2001).

Por vezes o residuo é utilizado para preencher buracos e vogorocas, chamados de
vazadouros, provocadas pelas chuvas, levando a um carreamento desses residuos na direcdo de
corpos d’agua e os impactos sdo os mesmo que a disposicao a céu aberto (SCHENEIDER et al,

op.cit. ).
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Valas sépticas sdo valas escavadas no solo, com o fundo revestido por manta para
impermeabilizacdo; a profundidade é de aproximadamente 1 metro e os residuos sdo cobertos com
uma camada de cal virgem e uma camada de terra (SCHENEIDER et a/, op.cit.).

O aterro sanitdrio é a disposicao metddica dos residuos compactados no solo, que sao
colocados em células alternadas com camadas de argila compactada. O fundo do aterro recebe
impermeabilizacao para protecdo do solo e de lengdis subterraneos; também ha rede de drenagem
para captagao dos liquidos percolados, rede de drenagem para aguas pluviais, rede de captagdo de
gases, além do monitoramento de lengdis fredticos. E um método utilizado para depésito de
residuos domiciliares e, segundo a Resolucado CONAMA n°5/93, os RSSS s6 poderdo ser dispostos

de tal maneira apds tratamento (SILVA, op.cit).

2.1.3.7 Riscos associados a disposicdo de residuos

A disposigdo dos residuos em aterros inadequados pode causar a contaminagao da agua
potavel, além de riscos associados a manipulagdo do material a ser disposto (WHO, 2000).
Trabalho realizado por AZEVEDO e cols (2001) aponta os impactos da disposicdo ambiental dos
residuos infectantes nos meios fisico, bidtico, antrépico e sdcio-econémico.

No meio fisico destaca-se a poluicao das aguas superficiais, subterraneas (pela infiltracdo
do chorume, dependendo do tipo de solo local); contaminagdo do ar pela presenca de
microrganismos via aerosol e também pela producao de cinzas contaminadas, resultantes da
queima; poluicdo do solo, além da poluicdo da paisagem, que trara danos a salide ambiental além
de desvalorizacdo da area, entre outras. No meio bidtico, destaca-se a contaminagao dos animais,
insetos e vetores por patdgenos além da sobrevivéncia de microrganismos patogénicos. Com
relagdo ao meio antrdpico, os impactos referem-se ao risco de contaminagao bioldgica pelos
catadores e pessoas que vivem proximas a regido, pela ingestdo de aguas contaminadas pelo
chorume, inalacdo de microrganismos e ingestao de alimentos contaminados ou contato com
vetores contaminados. E, finalmente, os fatores socio-economicos, que sdo relacionados com a
perda de terras produtivas, desvalorizacdo da area do entorno, depreciacdo das pessoas que
moram proximas a area e dos catadores, além do custo com a recuperagao ambiental da area
degradada.

Revisdo publicada pela OMS em 2001 (KENNEDY, 2001) sobre os impactos dos residuos
microbioldgicos provenientes dos residuos de servico de salde mostra que as pessoas que
possuem maior risco com os residuos sdo (em ordem decrescente): funcionarios que manipulam o
RSSS, funcionarios de laboratdrios, funcionarios que manipulam residuos, dependentes de drogas e
publico em geral. Entretanto, em paises em desenvolvimento ha também mais dois grupos de

pessoas que tém riscos aumentados: os catadores de lixo, que normalmente nao usam nenhum
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equipamento adequado e os pacientes, com a reutilizacdao de seringas entre outros equipamentos
que foi “reciclado” sem um tratamento adequado.

Infelizmente a auséncia de estudos em paises em desenvolvimento ndo permite analisar os
riscos das pessoas que trabalham com residuos em adquirir doencas e compara-los com os da
populacdo. Os dados de paises desenvolvidos demonstram uma maior incidéncia de doencas como
hepatite, doencas infecciosas, bronquite cronica e alergias pulmonares. E complicado estabelecer
uma relacao entre a doenca adquirida pela pessoa e a sua manipulagao, pois 0s custos com tais
estudos epidemioldgicos, sao, segundo a OMS, quase impraticaveis, mesmo porque, tanto em
paises desenvolvidos quanto subdesenvolvidos, as pessoas que trabalham com os residuos
possuem baixo poder aquisitivo, entretanto, a exposicdo a tais residuos contribuem
significativamente para esses resultados.

Os riscos as pessoas que ndo possuem um contato direto referem-se mais a acidentes com
agulhas de seringas dos pacientes que se tratam na prdpria residéncia. Ja para pessoas que nao se
acidentam com esses residuos, os riscos sao maiores aqueles que reutilizam equipamentos médicos

descartaveis, principalmente seringas (KENNEDY, 2001).

2.1.3.8 Legislagao

A legislagao brasileira sobre residuos soélidos de servicos de saude segue, em geral, as
orientagOes de organismos internacionais como a EPA (Environmental Protection Agency) e a OMS
(Organizagao Mundial de Saude).

As regulamentagOes tiveram inicio com o Decreto Federal 76973 de 31 de dezembro de
1975, que regulamenta os padroes de construcdo e instalacdo de prédios destinados aos servigos
de saude.

A Comissdo Nacional de Energia Nuclear é a responsavel pelas resolugdes CNEN NE
6.05/85 que trata da geréncia e seguranca de rejeitos radioativos e, CVEN NE 3.05/96, sobre os
requisitos de radioprotecdo e seguranca para servicos de medicina nuclear.

A Portaria n°53 do Ministério do Interior de 1° de marco de 1979 trata dos projetos de
tratamento e disposicao final dos residuos solidos, obriga a incineracdo dos residuos portadores de
agentes patogénicos, inclusive os de estabelecimentos hospitalares e congéneres, isentando os
residuos patogénicos submetidos a esterilizagdo por radiagao ionizante. Também fica obrigada a
incineracdo dos residuos provenientes de portos e aeroportos, que deverdo ser incinerados nos
locais de produgdo. A incineracdo sera desobrigada na Resolucgdo CONAMA n° 06 de 19 de
setembro de 1991, ressalvados os casos previstos em lei e acordos internacionais e ressaltando,
gue os estados e municipios que deixarem de incinerar os residuos, definam os procedimentos

minimos para o gerenciamento dos residuos de servicos de salide, portos e aeroportos.
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A Resolucdo CONAMA n° 5, de 05 de agosto de 1993, define procedimentos minimos para o
gerenciamento de residuos sdlidos oriundos de servicos de salde, portos, aeroportos, terminais
ferroviarios e rodoviarios. Plano de Gerenciamento de Residuos Solidos: “documento integrante do
processo de licenciamento ambiental, que aponta e descreve as acles relativas ao manejo de
residuos solidos, contemplando os aspectos referentes a geragao, segregacdo, acondicionamento,
coleta, armazenamento, transporte, tratamento e disposicao final”. Classifica os residuos em 4
grupos, A, B, C e D, conforme suas caracteristicas. Ela determina que cabera aos estabelecimentos
o gerenciamento de seus residuos, desde a geracdo até a disposicdo final, atendendo as exigéncias
ambientais e de salde publica, e que estes devem ter um responsavel técnico devidamente
registrado no conselho profissional. Segundo SILVA (2000) este documento € a principal orientagdo
legal para os residuos sdlidos dos servicos de salde. Esta resolugdo determina, ainda, que residuos
sélidos pertencentes ao Grupo A ndo poderdo ser dispostos no meio ambiente sem tratamento
prévio e recomenda a esterilizagao a vapor ou a incineragdo como alternativa de tratamento.

O Decreto Federal numero 96044 de 18 de maio de 1998 aprova o regulamento do
transporte rodoviario de produtos perigosos ou que representem riscos para a saude das pessoas,
para a seguranca publica ou para o meio ambiente.

E, por fim, a Resolugdo CONAMA 283/2001 de 12 de julho de 2001, dispbe sobre o
tratamento e a destinacdo final dos residuos de servigos de salde, responsabilizando a unidade
geradora pelo tratamento e disposicao final do residuo, que deve estar presente em um Plano de
Gerenciamento de Residuos de Servicos de Saude. O tratamento deve ser feito com o objetivo de
tornar o residuo do Grupo A como Grupo D; quando ndo for possivel, o 6rgdao ambiental
competente definird as alternativas de destinacao em aterros devidamente licenciados. Os residuos
do Grupo B devem ser submetidos a tratamento e destinacao final especificos e os medicamentos
alterados, interditados, parcialmente utilizados ou imprdprios ao consumo devem ser devolvidos ao
fabricante ou importados, sendo o estabelecimento que adquiriu o produto co-responsavel pelo
transporte e, por fim, os residuos do Grupo D receberdo tratamento e destinacdo final semelhantes
aos residuos domésticos e a coleta deve ser realizada pelo 6rgao municipal de limpeza urbana.

Embora os residuos dos servigos de salde sejam de competéncia dos estabelecimentos
geradores, a prefeitura municipal de Floriandpolis, por exemplo, executa, ou faz a contratacdo
desses servicos e repassa os custos de operacao e manutencdo aos geradores. Ainda para esta
cidade. Especificamente, a Le/ Municipal n° 3890/92, dispde sobre separacgdo, coleta e da outras
providéncias relativas aos residuos de servicos de salde. Esta lei torna obrigatdria a separacao dos
residuos de servigos de salde em trés espécies: residuos infectantes, especiais e comuns, sendo
este dividido em reciclavel e rejeito. Estdo sujeitos as aplicacoes desta lei os seguintes

estabelecimentos: hospitais, clinicas de salde, laboratérios, clinicas veterinarias, farmacias ou



Capitulo 2 — Referencial Bibliogrdfico 24

quaisquer outros estabelecimentos de prestacao de servicos, ambulatorios e de atendimento de
saude.

Além das legislacbes supracitadas, muitas normas técnicas, a Associacao Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT), a Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB) e o
Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas (IPT) elaboram uma série de normas a respeito de residuos
sdlidos dos servicos de salde, dando subsidios para o seu correto gerenciamento. As mais
importantes estdo citadas durante o trabalho e ndao serao aqui novamente descritas.

Uma completa abordagem do tema pode ser consultada nas obras de BIDONE et a/(2001),
SCHNEIDER et a/(2000) e SILVA (2000).

2.1.3.9 Exemplos da atual situacdo brasileira

Trabalhos realizados na cidade de Jo3o Pessoa, PB (NOBREGA et a/ 2001; NOBREGA et al,
2001a) melhor exprimem a realidade brasileira. De acordo com os levantamentos realizados em
hospitais, postos de salde, clinicas odontoldgicas, veterinarias e laboratérios da cidade, ha um
despreparo destas instituicdes quanto a coleta, armazenamento e disposicao final, além da falta de
uso de equipamentos de protecdo individual pelos trabalhadores, que, na maioria das vezes, reduz-
se ao uso de luvas. Todos os residuos produzidos pelos estabelecimentos sao encaminhados para o
deposito a céu aberto, conhecido com /ixdo do Roger. Os trabalhos demonstram que ha um
descaso por parte dos estabelecimentos, dos residuos gerados, além da auséncia de fiscalizacdo
dos mesmos pelos 6rgdos ambientais competentes, ou seja, ha um desrespeito geral pela
Resolucao CONAMA 05/93 e muitas vezes sdo ignoradas as normas estabelecidas pela Associacdo
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT).

O descaso pela quest3o desencadeia uma outra situacdo como a relatada por MAGALHAES
(2000), que ocorre no “Lixdo de Sdo Gongalo”, Rio de Janeiro: o comércio de materiais oriundos de
estabelecimentos de salde. Neste local, pessoas que “trabalham” 14, afirmam que os caminhGes
que chegam com os RSSS sao os mais disputados e os pregos oferecidos muitas vezes ultrapassam
as quantias de materiais como papel, papeldo, vidro, entre outros objetos. A seguir, trechos da
reportagem:

“Nos lixdes aparecem ‘comerciantes’ de materiais altamente suspeitos: seringas de injegao
gue provavelmente vao alimentar uma grande parte de pessoas dependentes de drogas. (...). Da
mesma forma, o garrote de borracha — utilizado para compressao do brago durante uma aplicacao
intravenosa — é de grande interesse pela alta qualidade e resisténcia na fabricacdo artesanal de
estilingues, forquilha usada para atirar pedras em passarinhos. (...). Também ha registros de
comércio ilegal de uma multiplicidade de equipamentos médico-hospitalares em “lixdes”, entre eles

grandes quantidades de bolsas de plastico utilizadas em pacientes que se submeteram a técnica de



Capitulo 2 — Referencial Bibliogrdfico 25

colostomia (equipamento pds-operatdrio para operacdo no intestino). Restos de gaze ja usadas em
cirurgias e muito plastico amontoado em meio a tantos outros materiais, despertam maior atencdo
guando aquele lixo especial é descarregado até por ambulancias.”.

Apds questionamento da jornalista, que estava observando o fato e questionou o interesse
excessivo diante de tanto material plastico, em particular frascos de soro, o comerciante revelou
que intermediava o material junto a uma pequena indlstria fabricante de involucros para
embalagem de ‘laranjinhas”, suco de laranja “natural”, vendido em praias cariocas. Também ja foi
identificada uma pequena industria de preservativos comprados nos “lixdes” que eram lavados e
supostamente esterilizados, apds o que eram vendidos no mercado informal das ruas da cidade.

Dessa maneira € muito importante que haja divulgacdo de todo e qualquer estudo realizado
sobre os Residuos Solidos de Servigos de Saude, e que eles cheguem a populagao para que comece

a haver uma pressao publica para a destinacao correta desses residuos.

2.2 INFECCAO HOSPITALAR

Segundo a Resolugdo RDC n° 48 de 2 de Junho de 2000 da Agéncia de Vigilancia Sanitaria,
a Infeccao Hospitalar (I.H.) é a infeccao adquirida apds a admissao do paciente na Unidade
Hospitalar e que se manifeste durante a internacdo ou apds a alta, quando puder ser relacionada
com a internacao ou os procedimentos hospitalares (BRASIL, 2000). ROJO e cols (1999) ja a
definem como “qualquer bacteremia que tem inicio apds 72 horas da admissdo no hospital, apos
ocorrer um procedimento invasivo ou em pacientes que foram readmitidos ao hospital ou que
chegam transferidos de outras instituicdes”.

A presenca do microrganismo patogénico no ambiente hospitalar ndo é suficiente para
causar uma infecgdo, sendo necessarios ainda suscetibilidade do paciente e resisténcia dos
microrganismos as drogas (ANDRADE, op. c¢it.).

A doenca infecciosa é conseqiiéncia da desarmonia entre agente infeccioso, seja ele virus,
bactérias, fungos, protozoarios ou helmintos e os tecidos do hospedeiro. Os agentes infecciosos sdo
divididos em dois grupos: patdgenos primarios e patdgenos secundarios. Os primarios ndo fazem
parte da microbiota normal humana e sdo responsaveis por doencas infecciosas endémicas ou
epidémicas, ao passo que os secundarios fazem parte da microbiota normal humana e causam
infeccdes apenas quando ha uma alteracdo no organismo, sendo atualmente responsaveis pela
maioria das infeccOes hospitalares (ZANON & MORAES, 1987).

A preocupagao com a I.H. teve inicio na década de 50 apds ocorrer uma epidemia que foi
causada por Staphylococcus aureus e atacou pacientes hospitalizados nas unidades cirdrgica e
pediatrica na Europa e nos Estados Unidos da América (SANTOS, 1997). Atualmente, hd um

aumento no risco em se adquirir uma infecgdo hospitalar — ou infeccdo nosocomial, devido a
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diversidade de procedimentos realizados nas unidades hospitalares, ao uso de antibidticos de amplo
espectro, ao emprego de técnicas invasivas, além de extensos procedimentos cirirgicos (ROJO et
al, op. at, SANTQS, op. cit.). As espécies de microrganismos causadores de infeccao hospitalar
variam periodicamente em fungdo de praticas médicas, como uso de antibidticos. HERLWALDT e
WENZEL (1995) constataram que o intervalo entre essas mudancas diminuiu, devido as praticas
supra citadas. Outra observacao feita por ROJO et a/ (op.cit.) é que as infecges hospitalares tém
uma maior incidéncia em pacientes com mais de 60 anos de idade, por eles apresentarem doengas
ja existentes e que debilitam o sistema imunoldgico, principalmente cancer, doencas biliares e do
sistema digestorio.

No caso de infeccdes que ocorrem em pods-operatdrios, o aumento na incidéncia de
infeccdes por bactérias gram-positivas ocorre por fatores como idade do paciente avancada, que
muitas vezes possuem um historico de doencas crbnicas além de procedimentos cirlrgicos mais
complexos e agressivos. Nem sempre as medidas adotadas, tais como redugdo da flora indigena
por desinfetantes, administracdo de antimicrobianos como profilaxia e outras intervencdes, sao
eficientes, devido, principalmente, as mudancas que ocorrem nos microrganismos, que produzem
geracOes a cada 10 a 30 minutos, o que aumenta as chances do surgimento de mutacOes
(KOONTZ, 2000).

No caso de Floriandpolis, estudo demonstrou que os principais microrganismos isolados em
infeccOes no Hospital Governador Celso Ramos (SILVA, 2000) sao Escherichia colj, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus coagulase negativo.

E importante ressaltar que a simples presenca de um microrganismo no ambiente
hospitalar ndo é certeza de ocorréncia de infeccdo hospitalar, sendo necessario um estudo
epidemioldgico. O risco de adquirir a doenca depende mais dos mecanismos de defesa
antiinfecciosa do paciente do que da simples presenga de microrganismos no ambiente hospitalar;
dessa maneira, além de um levantamento dos microrganismos no local é essencial realizar um
estudo epidemioldgico especifico. Como descrevem ZANON & MORAES (op. cit), em tal estudo
engloba os individuos que apresentam o fen6meno em apreco e 0s que ndo o apresentam, para
entdo se calcular os indicadores epidemioldgicos. Em tal trabalho estdo muito bem descritos os
passos de um método epidemioldgico, bem como a epidemiologia das infeccdes hospitalares. Ha
muitos trabalhos que explicam muito o contato entre microrganismo-hospedeiro e como ele pode
desencadear um quadro infeccioso, destacando-se os trabalhos de BROOKS, 1998a FINLAY &
FALKOW, 1989; MADIGAN et al, 1997a; TODAR, 1998a; TODAR, 2000a; TODAR, 2000b; TODAR,
2000c.

2.3 BACTERIAS PRESENTES EM RESIDUOS SOLIDOS DE SERVICOS DE SAUDE
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Estudos demonstraram que a maioria das bactérias encontradas nos RSSS é proveniente da

flora bacteriana normal de um individuo e ndao por patdgenos primarios. Na Tabela 6 sdo

encontrados os microrganismos citados na literatura:

TABELA 6: MICRORGANISMOS ENCONTRADOS NOS RSSS

Microrganismos encontrados Concentragao média (UFC/g) Autor

E. agglomerans, E. cloacal, E. coli, K. oxytoca, K. Entre 10° e 10’ UFC/g de residuo. JAGER e cols
pneumoniae, P. aeruginosa. P. fluorescens, P. (1990)

mirabilis, P. morganii, P. vulgaris, S. aureus.

E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus Entre 2,1 x 10° e 8,6 x 108 MATTOSO (1996)
aureus, Streptococcus faecalis, Streptococcus UFC/100g de residuo.

faecium, Streptococcus gallenorum, Streptococcus

avium (também foram identificadas outras que ndo

sao indicadores de contaminagao).

Bactérias do grupo Coliforme, Estreptococcus, - CETESB (1978)
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Shigella
sp., Staphylococcus aureus.

Acetinobacter  calcoaceticus, Enterobacter sp., Entre 1,7 x 10° e 3,4 x 10° KALNOWSKI e cols
Escherichia coli, Klebsiella spp., Pseudomonas UFC/g.. (1983).
aeruginosa, Proteus sp., Serratia marcscens,

Staphylococcus aureus, Streptococcus do grupo D.

Enterobactérias como Salmonella, Shigella spp; - PRUSS e cols.
Vibrio cholerae, helmintos; Mycobacterium (1999¢)
tuberculosis; Streptococcus pneumoniae; Virus da

herpes; Neisseria gonorrhoeae, Bacillus anthracis,

Virus da Imunodeficiéncia Humana; Staphylococcus

spp;  Staphylococcus  aureus,  Enterococcus,

Klebsiella, Candida albicans, virus das Hepatites A, B

e C (WHO, 1998).

2.4 O CHORUME

O chorume é o resultado da decomposicdo dos residuos, de coloracdo escura e, em

conjunto com a matéria organica e o liquido que entra na massa de residuo advindo de fontes
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externas, como chuva, nascentes, lencol freatico, sistemas de drenagem superficial forma o liquido
percolado. Dessa maneira, materiais que estdo presentes, e que sao altamente contaminados,
podem ser arrastados ou diluidos (SEGATTO & SILVA, 2000). Os contaminantes produzidos, suas
quantidades e as taxas de produgdo sao influenciados por uma série de fatores como composicdo
do lixo, densidade, pré-tratamento, seqiiéncia de disposicdo, profundidade, umidade, temperatura
e tempo (PALMISANO & BARLAZ, 1996; SEGATTO & SILVA, 2000). A TABELA 7 mostra a variacao

de propriedades e concentracdo de substancias do chorume de aterros de residuos urbanos.

TABELA 7 — VARIACAO DE PROPRIEDADES E CONCENTRAGAO DE SUBSTANCIAS NO CHORUME

Parametro Faixa de Variacdao
Alcalinidade (mg CaCOs/L) 850-17.500
Arsénio (mg/L) 0-200
Cadmio (mg/L) 0-2
Chumbo (mg/L) 0-2
Cianetos (mg/L) 0-10
Cloretos (mg/L) 100-12.400
Cobre (mg/L) 0-8
Cromo total (mg/L) 0-300

DBOs (mg/L)
DQO (mg/L)

15.000-50.000
21.000-78.000

Ferro (mg/L) 2-2.100
Fésforo total (mg/L) 0.1-31
Manganés (mg/L) 0-35
Mercurio (mg/L) 0-0.05
Niguel (mg/L) 0-5
Nitrato (mg/L) 0.1-250
Nitrito (mg/L) 0.1-40
Nitrogénio amoniacal (mg/L)  50-5.000
pH 3,5-9,0
Sdlidos Suspensos (mg/L) 660-5.000
Sulfato (mg/L) 18-2.000
Zinco (mg/L) 0-25

Fonte: SEGATTO & SILVA, 2000.

As bactérias colonizam a superficie do residuo e podem ser encontradas no chorume. A
estabilizagdo das bactérias em um aterro dependerd do numero e das atividades dos
microrganismos que devem estar em um numero alto e totalmente integrado, além do fato do local
ter de dar condicOes fisicas e quimicas o crescimento real e a atividade (PALMISANO & BARLAZ,
1996).



Capitulo 2 — Referencial Bibliogrdfico 29

No caso de aterros mal administrados, pode ocorrer contaminacdo dos aqiiferos nas
vizinhancas, resultando na contaminacdo dos mesmos. O lixiviado de aterros € enriquecido com
carbono comparados aos aqliferos, podendo, assim, alterar a microbiota natural além dos
processos fisico-quimicos chaves como reagGes quimicas do tipo redox. O alto potencial de
biodegradacdo sugere a presenca de microrganismos diversos, que estdo tanto dispersos
livremente quanto aderidos a material particulado (PALMISANO & BARLAZ, 1996).

2.5 ESTUDOS REALIZADOS EM ESCALA REAL

Trabalhos desenvolvidos na Alemanha (KALNOWSKI et a/,, 1983; JAGER, et a/., 1990) com
o0 objetivo de comparar quali-quantitativamente os microrganismos presentes em setores
hospitalares com o residuo doméstico demonstram que, de maneira geral, no residuo doméstico ha
uma maior diversidade e quantidade de microrganismos presentes, comparado a salas de
consultério médico e a unidades cirlrgicas (salas de operacdo, unidade de tratamento intensivo e
enfermaria). Das amostras coletadas e analisadas foram detectadas presenca de Actinobacter
calcoaceticus, Citrobacter freundii, Enterobacter spp., Klebsiella spp., Proteus spp., Serratia
marcescens em maior porcentagem nas amostras de residuos domésticos que nos residuos
hospitalares, ao passo que os microrganismos £scherichia coli Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus foram encontradas em um ndmero superior de amostras no hospitalios
(KALNOWSKI et al., op.cit.).

GERBA (1996) relata estudos realizados por diversos autores sobre a sobrevivéncia de
microrganismos entéricos tanto no aterro quanto no lixiviado. Devido a alta quantidade de matéria
organica foi detectada uma grande diversidade de bactérias indicadoras fecais mesmo apds 10
anos nos lisimetros mantidos pela EPA.

Os estudos no lixiviado, realizados em lisimetros, indicaram que a tendéncia é que haja um
declinio na concentragdo de bactérias indicadoras, apesar de se manterem em baixa concentracdo
por um periodo prolongado. Ao comparar os estudos realizados simulando aterros e depdsitos a
céu aberto, o resultado obtido foi que, apds mais de 20 semanas a concentragdo foi maior no
segundo, demorando mais para diminuir a concentracdo de coliformes ao longo do tempo;
entretanto as concentragdes de estreptococos fecais nao tiveram um declinio significativo ao longo
do tempo. GLOTZBECKER AND NOVELLO apud GERBA (op.cit.) detectaram a sobrevivéncia de
Escherichia coli e Streptococcus faecalis pode variar de horas a meses, dependendo da fonte de
lixiviado e a temperatura de incubacao.

ENGELBRECHT & AMIHOR apud COLLINS & KENNEDY (1992) analisaram
microbiologicamente o chorume de um aterro e encontraram Staphylococcus aureus, Strepcococcus

pyogenes, Streptococcus faecalis, Streptococcus durans, Steptococcus pneumoniae, Klebsiella,
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Proteus spp, bacilos coliformes, salmonelas, ou seja, microrganismos encontrados no organismo
humano. A explicacdo levantada por COLLINS & KENNEDY (op. cit) é que a alta temperatura no
interior do aterro, cerca de 60°C, inativariam os microrganismos, além da condicdo de anaerobiose

atingida e a variacdo do pH sdo adversos ao crescimento microbiano.

2.6 ESTUDOS REALIZADOS EM ESCALA LABORATORIAL

Estudos foram realizados em escala laboratorial sobre o comportamento de microrganismos
patogénicos ao longo do tempo em um residuo hospitalar padronizado, montado a partir de
levantamento da composicdo de residuos infectantes em um hospital. Em tal residuo nao foi
adicionada matéria organica. Na primeira etapa, SILVA (2000) analisou o comportamento de
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus em uma massa de residuo.

Na primeira fase, constatou-se que, apds 384 horas (16 dias) as trés bactérias
permaneceram viaveis, e a bactéria que apresentou um maior crescimento foi Pseudomonas
aeruginosa. Na segunda etapa do projeto, SOARES et a/ (2001), utilizando a mesma composicao
gravimétrica do residuo, mas agora o submetendo a um fluxo de agua, a fim de se formar um
percolado, analisou a concentracdo das mesmas espécies de microrganismos no percolado formado
em dois momentos, logo apos a passagem de agua e o percolado acumulado durante um periodo
de 16 dias. Novamente os microrganismos continuaram presentes, mas, desta vez, houve uma
gueda na concentracdo no final do experimento em comparagao a concentragado do primeiro dia de
coleta, com excecao de Pseudomonas aeruginosa. O interessante a ser observado é que, mesmo
com a auséncia de matéria organica, tais bactérias conseguem manter-se viaveis apos os 16 dias
de experimento.

Os trabalhos nessa area, tanto em escala real quanto no ambiente de laboratério, apesar
de escassos sao muito importantes, para demonstrar que os microrganismos conseguem sobreviver
e, que sdo necessarios cuidados para nao ocorrer contato com agentes que possam contaminar-se
e transmitir doencas a outros individuos, sendo necessario que a area em que os mesmos fiquem
depositados n3ao entrem em contato com seres humanos, ainda que os acidentes normalmente
ocorrem com objetos perfurantes cortantes o melhor ainda é a prevengao, dada a escassez de
dados nesta area, que ndo permitem chegar a uma conclusdo, pois, tais estudos devem ser
completados com estudos epidemioldgicos tanto no ambiente hospitalar quanto no local de

disposicdo final de residuos, que, no caso do Brasil, ainda tem como realidade lixGes a céu aberto.
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2.7 AS BACTERIAS

Em um experimento onde se pretende entender o comportamento de bactérias em um
residuo sélido de servico de saude é essencial um estudo tedrico das caracteristicas das bactérias.
Dessa maneira, optou-se por apresentar um estudo ndo somente das trés bactérias em questao,
Escherichia col, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, mas também uma revisdo das
caracteristicas deste grupo de microrganismos, estruturais, condicdes para o cultivo. Apds esta
revisdo, serdo enfocadas mais detalhadamente as caracteristicas das bactérias estudadas.

As bactérias sdo organismos procariotos, ndo possuem membrana nuclear e a maioria é
unicelular. E a forma de vida dominante na Terra, com cerca de 3,5 a 4 bilhdes de anos
(PELCZAR,1996; TODAR, 1998c). Elas podem ter vida livre ou podem viver em associacoes
simbidticas com outros organismos, microrganismos, plantas e animais (TODAR, op.cit.).
Atualmente ha cerca de 1500 espécies de bactérias descritas, mas esse nimero é, provavelmente,
menos de 1% (um por cento) de todas as espécies na natureza (PELCZAR, 1996; TODAR, 1998c).
As bactérias possuem trés formas basicas, de caracteristica genética: cocos (esféricas); bacilos
(cilindricas) e espirilos (espiraladas) (ALTERTHUM & CARVALHAL, 1999; PELCZAR, op.cit) e sao
normalmente medidas em micrometros (cada micrometro equivale a 1/1000mm). A maioria possui
entre 0,5um a 1,0um de didmetro ou largura, dependendo da espécie. Como exemplo, as bactérias
pertencentes ao género Staphylococcus sdao cocos (esféricas), com um didmetro de 0,5 a 1,5um;
Pseudomonas aeruginosa tem o formato de bacilo, com 1 a 5um de comprimento por 0,5 a 1,0um
de largura e Escherichia colj, no formato de bacilo possui 0,3 a 1,0um por 1,0 a 6,0um (BARON et
al, 1994; TODAR, 1997b).

2.7.1 Estruturas Internas e Externas

Sdo varias estruturas que funcionam na bactéria, interna e externamente a parede celular
(ALTERTHUM & CARVALHAL, op.cit).

Externamente tém-se flagelos, pélos e, em algumas, glicocalice. Os flagelos estdo
relacionados a motilidade da bactéria; os pélos a adesao, reproducdo e nas infecgbes (realizam
adesdo) e o glicocalice, presente em bactérias como £. co/i possui funcdes de adesdo e protecao a
fagocitose. As bactérias que possuem glicocalice podem ser uma praga as indUstrias por serem
responsaveis pelo acimulo de lodo nos equipamentos podendo entupir filtros e fechar tubos ou
outros equipamentos, afetando a qualidade final dos produtos (PELCZAR, op. c¢it.). As FIGURAS 1 e

2 mostram as estruturas presentes na bactéria.
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A parede celular € uma estrutura rigida que mantém a forma de cada célula, prevenindo a
expansdo e rompimento da célula com a entrada de agua. Pode corresponder a 10 a 40% do peso
seco da célula (PELCZAR, op. cit).

FIGURA 1 - ESQUEMA MOSTRANDO AS ESTRUTURAS INTERNAS E EXTERNAS DE UMA BACTERIA
FIGURA 2 — FOTOGRAFIA DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE BACTERIA MOSTRANDO PAREDE CELULAR,
RIBOSSOMOS E MATERIAL NUCLEAR

parede celular\

plasmidio

mehrana plasmatica 1

P.

Legenda:: m.n. = material nuclear; p.c. = parede celular

Fonte: http://www.ucmp.berkeley.edu/bacteria/bacteriamm.html . Foto de microscopia cedida ao site por Errol Kepkep.
Acesso em 25/03/2002

Internamente, estdo presentes: a area citoplasmatica, contendo substancias dissolvidas e
particulas como o ribossomo, e o material nuclear, rico em material genético, o DNA. Ha diferentes
tipos de substdncias acumuladas no citoplasma como enxofre, granulos de glicogénio, etc. O

enxofre estd presente em bactérias que oxidam H,S. O material genético ndo fica em um ndcleo
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delimitado por membrana, mas fica disposto em uma porcao préxima ao centro da célula e consiste

de um cromossomo Unico e anelar (PELCZAR, op. cit.).

2.7.2 Crescimento Bacteriano

O crescimento refere-se ao aumento ordenado na soma de todos os componentes de um
organismo. Por conseguinte, o aumento de tamanho que resulta quando uma célula capta agua ou
depdsitos de lipideos ou polissacarideos ndo constitui um crescimento verdadeiro. A multiplicacao
celular é uma conseqliéncia do crescimento; nos organismos unicelulares, o crescimento leva a um
aumento no numero de individuos que formam uma populagdo ou cultura (BROOKS, et a/, 1998b).

A populacdo de microorganismos na biosfera é relativamente constante: o crescimento é
contrabalancado pela morte. A sobrevivéncia de qualquer grupo microbiano no seu nicho €
determinada, em grande parte, pela competicdo bem-sucedida por nutrientes e pela manutencao
de um conjunto de células vivas durante a falta de nutrientes. Cada vez mais, fica evidente que
muitos microorganismos existem em grupos formados por representantes de diferentes géneros.
Outros microorganismos, quase sempre caracterizados como células isoladas no laboratdrio,
formam colonias coesas no ambiente natural (BROOKS et a/., op. cit).

O conhecimento atual sobre microbiologia, principalmente fisiologia, provém de estudos
laboratoriais com linhagens isoladas em condicdes 6timas, ou seja, 0s mesmos estao em condicoes
diferentes do ambiente natural, ndo havendo competicao interespecifica, estresse nutritivo etc,
conduzindo a estados fisioldgicos diferentes daquele do ambiente natural.

Muitos sdo os trabalhos realizados para obter equagdes matematicas por onde € possivel
estimar o crescimento bacteriano, estudos empiricos que ainda ndo reproduzem com total
fidelidade o que acontece na realidade, mas sao maneiras para auxiliar o entendimento e prever,
principalmente, a relagdo com os microrganismos que contaminam alimentos (GREJSPEERDT &
VANROLLEGHEM, 1999; HILST & WRIGHT, 1994; NYSTRON, 1999). Da mesma maneira que um
residuo, um alimento também tem sua composicdo heterogénea, e o crescimento pode ocorrer
sobre ou dentro dos alimentos, ocorrendo um amplo gradiente de nutrientes, pH e oxigénio,
levando a diferenciacdo celular a microcolonias, havendo também uma ampla variedade na escala
de distancia de micra a alguns centimetros, podendo restringir a difusdo de materiais para e a
partir das microcolonias em crescimento (HILST & WRIGHT, op.cit.).

Com relagao aos procedimentos de salde publica, € importante frisar que um ambiente ndo
estara livre de microrganismos, pois, a partir do momento em que um local torna-se ausente de um
microrganismo, outros irdo ocupar tal nicho, o que reflete a importdncia da ocupagdo de um nicho
por competidores nao-patogénicos a fim de evitar que os patogénicos o ocupem (BROOKS et. al,

op. cit.).
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Curva de Crescimento

Se em um meio de cultura for inoculado com células microbianas retiradas de uma cultura
que previamente cresceu até a saturacao, e o numero de células viaveis por milimetro for
determinado periodicamente e representado na forma de um grafico, obtém-se em geral uma curva

de crescimento.

FIGURA 3 — CURVA DE CRESCIMENTO BACTERIANO TIPICA

bacteria
"‘"--...___l__

tempo

A curva pode ser didaticamente dividida em quatro fases: Fase Lag, Fase Logaritmica, Fase

estacionaria e Fase de Declinio.

QUADRO 3 — FASES DO DESENVOLVIMENTO BACTERTANO

Segdo da curva Fase Crescimento
A Lag zero

B Logaritmica crescente

C Estacionaria constante

D de Declinio descrescente

Fonte: ALTHERTHUM & CARVALHAL, 1999.

* Fase de Lag (A)

Representa um periodo durante o qual as células, com deplegdo de metabdlitos e enzimas
em conseqliéncia de condigbes desfavoraveis ocorridas no final de sua cultura anterior, adaptam-se
a seu novo ambiente. Tal fase pode ou ndo existir, tendendo a ser longa quando o indculo for
pequeno, e é curta, quando em condicOes favoraveis de crescimento. Verifica-se a formagao de
enzimas e substancias intermediarias que se acumulam até que alcancem concentragdes suficientes
para permitir a retomada do crescimento, sendo, portanto, um periodo de intensa atividade
metabolica (ALTHERTHUM & CARVALHAL, op. cif).
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* Fase Logaritmica (B)

Durante esta fase as células encontram-se em multiplicacdo maxima ou constante,
crescendo e reproduzindo-se assexuadamente por fissao binaria, sendo cada duplicagdo uma nova
geracao. O tempo de geracdo depende de fatores como temperatura de incubacdo, natureza do
meio, aeracdo do meio, concentracdo de ions hidrogénio e natureza do organismo. A fase
prossegue até que um ou mais nutrientes no meio se esgotam, ou até que ocorra um acimulo de
produtos metabodlicos toxicos que inibem o crescimento. No caso dos microorganismos aerdbios, o

oxigénio € habitualmente o nutriente que se torna limitante.

* Fase Estacionaria (C)

Eventualmente, a exaustdo de nutrientes ou o acimulo de produtos toxicos provocam a
parada completa do crescimento, sendo as mudancas de pH e o potencial de oxirredugdo os
responsaveis pela passagem da fase B para C. Todavia, na maioria dos casos, ocorre renovagao
celular na fase estaciondria: verifica-se uma perda lenta de células pelo crescimento e divisao.
Quando isso ocorre, a contagem total de células aumenta lentamente, apesar de a contagem viavel
permanecer constante.

Segundo Altherthum e Carvalhal (op. cit), além das condigBes acima, outro fator importante
€ a necessidade de um espaco biologico para que ocorra o crescimento individual, devendo, nesse
caso, haver uma quantidade minima de nutrientes por unidade de superficie, hipdtese esta
sugerida com base na observagdo de auséncia de crescimento e multiplicagdo em meios

extremamente diluidos.

* Fase de Declinio (D)

Fase em que ocorre o decréscimo da populacdo, podendo a morte celular estar relacionada
com a natureza e concentracdo do fator limitante. Depois de um periodo de tempo na fase
estacionaria, que varia de acordo com o microorganismo e as condicdes de cultura, a velocidade de
morte aumenta até atingir um nivel em estado de equilibrio dindmico. Com freqiiéncia, apds a
maior parte das células ter morrido, a velocidade de morte diminuird drasticamente, de modo que
um pequeno nimero de sobreviventes pode persistir durante meses ou mesmo anos.

Esta persisténcia pode, em alguns casos, refletir uma renovagdo celular; algumas células
crescem a custa dos nutrientes liberados pelas células que morreram e que sofreram lise, situacdo
que ocorre até o momento em que a célula ndo é mais capaz de continuar a dividir, mesmo se
transferida a outro meio. Quando o fator limitante é o acimulo de produtos metabdlicos toxicos, a
causa mortis dependera da natureza do fator, pouco sabendo-se a respeito de tais metabdlitos e
seu modo de acao (ALTHERTHUM & CARVALHAL, op. cit).
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2.7.3 Nutrientes Necessarios ao Crescimento Bacteriano

As bactérias sao formadas por diferentes moléculas, sendo predominante a presenca de
macromoléculas, particularmente proteinas e acidos nucléicos. Os precursores dessas
macromoléculas podem ser retirados do meio ambiente ou sintetizados a partir de compostos
simples. Todas as bactérias necessitam de condigdes minimas para sobrevivéncia e posterior
reproducdo, necessitando de fontes de energia, macronutrientes e micronutrientes. Como
macronutrientes tém-se carbono, oxigénio, hidrogénio, nitrogénio, enxofre e fosforo e, como
micronutrientes, ha ferro, magnésio, manganés, calcio, zinco, potassio, sodio, cloro, cobre, cobalto,
selénio, molibdénio entre outros (BARBOSA & TORRES, 1999, TODAR, 1998b).

2.7.4 Condicoes Fisicas para o Crescimento Bacteriano

Além dos nutrientes, é também necessario que o meio ambiente em que as bactérias
vivem, seja ele natural ou em laboratério, propicie condicdes fisicas adequadas a seu crescimento,
ou seja, que a atmosfera gasosa, a temperatura e o pH estejam em niveis que permitam a sua
sobrevivéncia (BARBOSA & TORRES, op. cit,, TODAR, 1998b).

2.7.4.1 Dioxido de Carbono e Oxigénio

O didxido de carbono e o oxigénio s3o os dois principais gases que afetam o crescimento
de células microbianas. O oxigénio é sempre fornecido em grandes quantidades pela agua. A
tolerancia ou ndo ao oxigénio dependera da presenca de varias enzimas e de radicais de oxigénio
gerados pelas células na presenca de oxigénio.

No caso de microrganismos aerdbios ou anaerdbios tolerantes, a acdo da enzima
superdxido desmutase previne o acimulo de superdxido nas bactérias, enquanto que a catalase e a
peroxidase contribuem, quebrando a molécula de perodxido de hidrogénio.

Os microrganismos anaerdbios facultativos crescem na presenca de oxigénio e também em
anaerobiose; ndo requerem oxigénio para o crescimento embora possam utiliza-lo para producao
de energia em reacdes quimicas e, quando em anaerobiose, obtém a energia por fermentacao (Ex.:
Escherichia col)).

Os anaerodbios nao toleram a presenca de oxigénio e ndo o utilizam nas reacbes para
producdo de energia; alguns podem tolerar baixas concentracdes de oxigénio, mas os estritos, por
ndo possuirem tais enzimas, sofrem oxidagdao letal quando expostos ao oxigénio (BARBOSA &

TORRES, op. cit; PELCZAR, 1996b, TODAR, op. cit). Os microrganismos microaerofilos podem usar
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0 oxigénio nas reagOes quimicas para producdo de energia, mas ndo podem resistir ao nivel de

oxigénio atmosférico, 21% (PELCZAR, op.cit.).

2.7.4.2 Potencial hidrogenionico

Em ambientes naturais, o potencial hidrogenionico, pH, varia de 0,5 a 10,5, e a maioria dos
procariotos de vida livre crescem em uma escala superior a 3, e tendo como maximo, para seu
crescimento, um pH igual a 9. O microrganismo deve manter o pH intracelular em torno de 7,5,
nao importando o valor do pH externo e, para que o pH celular interno seja alterado, o pH externo
deve ser mudado drasticamente. Grande parte das bactérias tem um pH 6timo ao redor da
neutralidade, por ser o valor mais adequado a absorc¢ao de alimentos. O pH étimo € o valor em que
0 organismo tera seu melhor crescimento, havendo também os limites minimo e maximo que irdo
variar com a espécie. (BARBOSA & TORRES, op. cit., TODAR, op. cit., PELCZAR et al., 1996b).

2.7.4.3 - Temperatura

Tal como o pH, as bactérias também exibem uma faixa de temperatura em que podem
crescer (minima, 6tima e maxima). Na temperatura étima as enzimas estdo na forma mais ativa. As
temperaturas abaixo da otima levam a desaceleragdo das reacd0es metabdlicas, ao passo que,
acima da 6tima, ocorre a desnaturacao do material e, conseqiientemente, a morte da bactéria
(BARBOSA e TORRES, op. cit.)). No caso das bactérias utilizadas, sao classificadas como mesdfilas,
por terem uma faixa de temperatura 6tima entre 25 e 40°C; os microrganismos patogénicos ao
homem sdo mesdfilos, crescendo melhor em uma temperatura em torno de 37°C (temperatura
corporal). A temperatura 6tima de crescimento ndo é a mediana entre as temperaturas minima e

maxima, mas & mais proxima ao limite superior de temperatura (PELCZAR, 1996b).

2.7.5 Cultivo em Laboratorio

Para se obter informacdes sobre crescimento, identificacdo, reproducdo, entre outras
caracteristicas dos microrganismos € necessario o cultivo dos mesmos em laboratério, o que se
iniciou no século XIX com a introducao do meio agar, possibilitando a contagem de col6nias.

O agar possibilitou a origem de diversos meios de cultura soélidos mais complexos,
contendo nutrientes necessarios ao crescimento microbiano. Para possibilitar o crescimento de
microrganismos em meios de cultura é necessario o fornecimento de macro e micronutrientes
essenciais no microambiente de cultivo, seja ele tubos de ensaio, placas de Petri, etc (APHA, 1992,
BARBOSA & TORRES, op.cit., PELCZAR et al, 1996c).
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A composigao do meio é muito variada, conforme as necessidades do microrganismo que
se pretende cultivar, podendo ter uma composigao simples, como apenas um Unico carboidrato
como fonte de energia ou até uma composicao complexa, usada para cultivo de microrganismos
mais exigentes (BARBOSA & TORRES, op. cit). Também é necessario obedecer aos limites
quantitativos, pois, valores elevados de determinados nutrientes podem vir a inibir o crescimento
microbiano. Atualmente o laboratdrio pode optar por fazer o meio de cultura no préprio local ou
adquirir meios industrializados.

Ha diversos tipos de meios: podem ser liquidos ou solidos; para diferenciacdo das bactérias
ele podera ser sefetivo, que inibe o crescimento de um determinado grupo de microrganismos,
diferencial, para distinguir col6nias de microrganismos diferentes. Os meios seletivos e diferenciais
sao empregados quando o objetivo é diferenciar os varios tipos de microrganismos em uma placa,
crescendo apenas os microrganismos de interesse (BARBOSA e TORRES, op. cit., PELCZAR, 1996c).

Para o cultivo de microrganismos, ha alguns requisitos basicos obrigatdrios como inocula-
los em meios de cultura adequados e incuba-los em condicbes ambientais igualmente adequadas.
O inéculo é a amostra de material que contém geralmente uma pequena quantidade de
microrganismos; obedecidas as condicdes citadas, os microrganismos multiplicam-se, aumentando
em nUmero e massa €, com isto, atingindo o objetivo desejado (BARBOSA e TORRES, op. cit.).

A utilizagdo de placas de Petri com meio de cultura para cultivo de microrganismos levara
ao aparecimento de coloOnias.

O meio 6timo e as condigles na determinagao da contagem de colGnias podem variar, mas,
uma vez que um procedimento é determinado, ele pode ser bastante Util para analise microbiana
de rotina e, como pequenas variacdes nos procedimentos podem alterar os resultados obtidos com
a contagem de col6nia, s3o de extrema importancia a competéncia e precisdo dos analistas.

Historicamente, os métodos de contagem de col6nia sdo baseados na técnica de pour
plate. Entre os métodos de contagem, destaca-se a contagem colonia aerdbia. Os procedimentos
sao identificados como "contagem de placa padrdo”, "contagem de placa aerdbia", "contagem de
placa total", "contagem de placa viavel", "contagem mesofilica", etc. Esses métodos possibilitam o
conhecimento do nimero estimado de microrganismos vidveis, mas, como as células microbianas
ocorrem sozinhas ou em agrupamentos, a agitacdo da diluicdo inicial antes de inocular uma
amostra no meio de cultura pode nao separar esses agrupamentos. Assim, cada col6nia que
aparecera na placa poderd ter se originado de uma Unica célula ou de agrupamentos de células,
razdo pela qual tem de ser referenciada como Unidade Formadora de Colonia (UFC). A precisao na
contagem de col6nias dependera da obtengao de resultados similares ao se repetir as contagens,
feitas por uma ou mais pessoas (APHA, op.cit.). Além disso, um fator que pode afetar a contagem

¢é a esterilizagdo mal realizada dos utensilios ou cuidados inadequados com o material esterilizado
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que podem contamina-los. Outros fatores incluem erros de diluicdo de amostra, distribuicdo
inadequada da amostra na placa, entre outros (APHA, op. cit.).
O método de pour plate deu origem a diversos outros métodos, como o método de

espalhamento na superficie “surface or spread place method”, método em placas Petrifilm®,

"calibrated loop methods’, "drop place method” e "membrane filter method” entre muitos outros.

2.8 CARACTERISTICAS DOS MICRORGANISMOS

Os microrganismos £scherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus sao
de grande interesse médico-sanitario por serem os grandes causadores de infeccdo hospitalar, além
de serem comumente encontrados em analises microbioldgicas dos RSSS, de maneira que é

importante conhecer as caracteristicas dos mesmos.

2.8.1 Escherichia coli (MIGULA, 1895) Castellani & Chalmers 1919

Pertencentes a familia Enterobacteriaceae, sdo bacilos gram-negativos, catalase positivos,
ndo formadores de esporos, anaerdbios facultativos, com dimensdes de 0,3-1,0um por 1.0 -6.0um
(BARON et al, 1994; TODAR, 1997) O crescimento 6timo € entre 22°C e 37°C, crescendo em
meios simples; quimioautdtrofos, (possuem metabolismos respiratdrio e fermentativo), fermentam
acidos e gases (MICROBIONET, 2001; TODAR, op. ¢it) e vivem em um pH entre 4.4 e 9.0, sendo o
pH 6timo entre 6.0 e 7.0 (TODAR, 1997b).

Presentes nas fezes de humanos e da maioria dos mamiferos (MICROBIONET, op. cit.),
ocorrem no trato intestinal da maioria dos animais saudaveis de sangue quente (GRAY, 1995) e a
colonizacao ocorre poucas horas ou dias apds o nascimento pela ingestdo da bactéria presente em
alimentos, agua ou diretamente de outros individuos. No caso dos seres humanos, o intestino é
normalmente colonizado 40 horas apds o nascimento e a bactéria pode aderir a mucosa do
intestino delgado e, uma vez estabelecida a linhagem podera persistir por meses ou anos (TODAR,
op. cit.).

A Escherichia coli tem alta versatilidade, podendo crescer em meio que contenha apenas
glicose. As linhagens selvagens, ndo necessitam de fatores de crescimento e podem transformar,
metabolicamente, a glicose e 0s sais minerais em todas as macromoléculas que constituem a
célula. Quando em condicdes anaerdbias fermentam e produzem acidos e gases diversos,
caracteristicos como produtos finais.

Esta bactéria responde a sinais ambientais como substancias quimicas, pH e osmolaridade
de varias maneiras. Como resposta a mudangas em temperatura e osmolaridade, pode variar o
didmetro do poro de porinas de sua membrana externa para acomodar moléculas maiores

(nutrientes) ou para excluir substancias inibidoras, podendo sobreviver as substancias quimicas
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presentes em seu ambiente. Apenas produz enzimas para degradacao de fontes de carbono e
enzimas para sintese de metabdlico caso estejam disponiveis as fontes de carbono e os nutrientes
(TODAR, 1997c).

Espécie constituida por uma variedade de bactérias patogénicas que podem causar
infeccOes intestinais, urinarias, septicemias, meningites, entre outras infeccdes, provavelmente é a
bactéria mais versétil quanto a patogenicidade. E a bactéria mais comumente isolada em
laboratorios de microbiologia clinica, os bacilos mais comuns nas fezes, a causa mais comum de
infeccdo do trato urindrio e uma causa comum de infeccdes intestinais e extraintestinais (GRAY,
1995) Somente em infeccbes intestinais sdo conhecidas diversas categorias de Escherichia coli,
TRABULSI & CAMPOS (1999a) citam seis categorias: £. coli enteroinvasora (EIEC), £. coli entero-
hemorragica (EHEC), £. coli enterotoxigénica (ETEC), £. coli enteroagregativa (EaggEC) , £. coli
enteropatogénica (EPEC) e E£. coli que adere difusamente (DAEC). J& KONEMANN et a/. (1997)
citam apenas as cinco primeiras categorias. O importante a ser destacado € que tais categorias
raramente causam infeccdo extra-intestinal.

Além das infecgOes intestinais, a bactéria também é responsavel por outros trés grupos de
infeccOes: infecgGes urinarias, meningite do recém-nascido e bacteremia; nas duas primeiras
infeccdes ela é uma das principais causadoras €, na bacteremia, é responsavel por 40 a 50% das
bacteremias causadas por Gram-negativos (TRABULSI & CAMPQOS, 1999b ).

Com relacdo as infeccdes urindrias, a espécie é responsavel por 90% dos casos adquiridos
na comunidade (TRABULSI & CAMPQS,1999a; TODAR, op. cit.). Esta infecgdo normalmente se da
por via ascendente, ou seja, as bactérias presentes nas fezes coloniza a uretra e a bexiga e, em
alguns poucos casos, os rins. As bactérias responsaveis pelos casos de infecgdo urinaria possuem
varios tipos de adesinas para ndo serem eliminadas com o fluxo urinario.

Quanto a meningite do recém-nascido, é adquirida pelo contato com a mae e estudos
epidemioldgicos mostraram que durante a gravidez aumentam as taxas de colonizacdao de
antigenos K1, o maior determinante da viruléncia entre as linhagens de E. coli que causam a
infeccdo; também inibe a fagocitose e os responsaveis pelos mecanismos imunoldgicos do
hospedeiro. Com relacdo a bacteremia, 40 a 50% dos casos s3ao causados por bactérias gram-
negativas, sendo as fontes mais comuns de infeccdo os tratos urinario e digestdrio, cateteres
intravenosos, aparelho respiratério e pele.

Os fatores responsaveis pela viruléncia s3o: adesinas, toxinas, propriedades antifagociticas
de superficie, defesas contra reacoes a soros bactericidas, defesas contra resposta imunoldgica e

atributos genéticos (TODAR, op. cit.)
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2.8.2 Pseudomonas aeruginosa (SCHROETER 1872) Migula 1900

Bactérias que pertencem a Familia Pseudomonadaceae, sdo também chamadas de bacilos
piocianicos pela capacidade em produzir o pigmento piocianina.

As bactérias dessa espécie tém a forma de bastonetes, sdo aerdbias, gram-negativas e
moveis, com dimensbes de 1 a 5um de comprimento por 0,5 a 1,0um de largura (GILLIGAN, 1995;
TODAR, 1997d; TOLEDO & TRABULSI, 1999; MICROBIONET, 2001b). Nao sao fermentativas, mas
podem crescer na auséncia de oxigénio caso haja nitrato disponivel, pois ele serd o aceptor de
elétrons (TODAR, op. cit). A temperatura ideal para crescimento e reprodugao € de 37°C, podendo
crescer a 42 °C (MICROBIONET, op. cit., TODAR, op. cit) e o pH varia entre 5.6 e 8.0, sendo
considerado como 6timo quando entre 6.6 e 7.0 (TODAR, 1997c).

A Pseudomonas aeruginosa produz quatro pigmentos, sendo os principais a piocianina, de
coloracao azul-esverdeada, e a pioverdina, esta, abundantemente produzida em meio com baixa
quantidade de ferro. A combinacdo destes dois pigmentos resulta na cor verde brilhante,
caracteristica da espécie (GILLIGAN, op. cit.)). Os outros dois pigmentos soltveis por ela produzidos
sao a piorubina, vermelho e piomelanina, marrom. Apenas algumas linhagens provenientes das
secrecOes respiratorias de pacientes com fibrose cistica ndo produzem pigmentos (GILLIGAN, op.
cit). O interessante quanto aos pigmentos € que eles podem inibir o crescimento de outras
bactérias (TOLEDO & TRABULSI, op. cit.).

Encontrada nos mais diversos locais como solos, ambientes aquaticos, frutas e legumes,
ndo é comum a microbiota de individuos saudaveis, sendo encontrada em 3% a 5% dos individuos
saos, mas € comum em pacientes imunodeprimidos. Na natureza, pode também ser encontrada em
biofilmes, ligada a alguma superficie, substrato ou na forma plantonica, movendo-se gracas a um
flagelo polar (TODAR, op. cit.). Em ambientes hospitalares, esta presente em uma série de solugGes
aquosas como: desinfetantes, aguas e equipamentos de didlise, aeradores, banhos de hidroterapia,
tocas de banho, equipamentos respiratorios terapéuticos, superficies de frutas e legumes crus. A
presenga em frutas e legumes é a razao pela qual os pacientes com imunodepressao profunda nao
podem ingeri-los, para evitar uma bacteremia. Além de fontes hospitalares, pode também ser
encontradas em piscinas, solucdes de lentes de contato, cosméticos, drogas injetaveis ilicitas e
snorkels, além de fezes e esgotos (GILLIGAN, op. c¢it., MICROBIONET, op. cit.).

Estudos mostram a alta incidéncia de infeccdes por Pseudomonas aeruginosa em hospitais
norte-americanos, entre 1985 e 1991, quando ela era o quarto patdgeno nosocomial mais
freglientemente isolado (10,1% das infeccdes hospitalares adquiridas). Em 1997 foi realizado um

estudo no continente americano, analisando-se 4267 infecgdes nosocomiais e infecgdes sanguineas
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adquiridas e constatou-se que ela é a terceira bactéria mais comumente isolada, com 10,6% atras
de Escherichia coli (41%) e Klebsiella spp. (17,9%).

A Pseudomonas aeruginosa possui uma grande versatilidade metabdlica, nao sendo
necessarios fatores organicos de crescimento e, como exemplo de sua exigéncia nutricional
minima, tem-se a constatacao de seu crescimento em agua destilada. A predilecao por ambientes
Umidos é notada, apesar de sua tolerancia a uma ampla variedade de condicdes fisicas, incluindo
temperatura, fator este que contribui ao sucesso ecoldgico da espécie como patdgeno oportunista
(TODAR, op. cit).

Considerada um patdgeno oportunista, pode causar varias doengas e é uma das maiores
responsaveis pelos casos de infeccdo hospitalar, principalmente em infecgdes no trato respiratorio,
gue podem ser sérias no caso de pacientes entubados (GILLIGAN, op. cit., TOLEDO & TRABULSI,
op. cit), em pacientes com queimaduras e aqueles que s3ao submetidos a quimioterapia
(GIAMARELLOW, 2000) além de colonizarem mucosas ou a pele de pessoas tratadas com
antibidticos de amplo espectro que ndo estdo infectadas com essa bactéria, mas estdo apenas
colonizadas. No Ultimo caso, o antibidtico podera levar a uma selecdo das bactérias mais
resistentes (GIAMARELLOW, op. cit. GILLIGAN, op. cit.). Por outro lado, uma realidade perigosa
aos pacientes imunodeprimidos, é a transmissao das bactérias de um paciente a outro pelas maos
dos funcionarios do hospital (GIAMARELLOW, op. cit). Ha infecgGes nosocomiais dessas bactérias
no trato urindrio, infeccdes de ferimentos e bacteremia. Os pacientes mais vulneraveis sdo 0s
neutropénicos (com baixa taxa de leucdcitos neutrofilos no organismo) e pacientes que estdo sob
ventilacdo mecénica. Entre os neutropénicos, a mortalidade de pacientes com bacteremia ndo
tratada em 48 horas excede os noventa por cento (90%), enquanto que naqueles sob ventilagao
mecanica a mortalidade média é de 69%, sendo Pseudomonas aeruginosa responsavel por pelo
menos trinta e oito por cento (38%) das mortes (GIAMARELLOW, op. ¢it.).

As infeccOes adquiridas na comunidade tendem a se localizar e a associar-se a agua ou
solugdes contaminadas, sendo a foliculite e a otite as infecgdes superficiais comunitarias mais
comuns, adquiridas em banhos e piscinas (GILLIGAN, op. cit., TODAR, op. cit)) Outras infeccdes
causadas por esta bactéria incluem: infeccdes oculares — normalmente associadas ao uso de lentes
de contato, que pode levar a formagdo de Ulceras nas corneas -, osteomielite no calcdneo em
criancas e a endocardite. Entre as infeccdes adquiridas na comunidade, a mais grave é a
endocardite, que ocorre em usuarios de drogas intravenosas ao injetarem a droga misturada a
agua contaminada que pode resultar em uma bacteremia. Tal situacdo podera levar a uma
necessidade da troca da valvula infectada. Aliada a endocardite também pode haver o
desenvolvimento de osteomielite em varios ossos (GILLIGAN, op.cit.).

Os fatores que contribuem a viruléncia da espécie sdo os mais diversos como proteases

(enzimas responsaveis pela destruicdo de tecido e invasdo bacteriana), exotoxina A, a mais toxica,
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produzida quando ha limitacdo de ferro, e ataca a sintese de RNA, exoenzima S, fosfolipase P,
pigmentos e polissacaridio capilar e toxinas como leucocidina e hemolisinas — estas destroem o
pulmdo levando a formacao de abscessos e comprometendo a cinética de antibidticos, que levara a
uma maior permanéncia das bactérias no pulmdo, ou entdo, poderdao aparecer clones resistentes
(GIAMARELLOW, op. cit., MICROBIONET, op. cit, TOLEDO & TRABULSI, op. cit.). A bactéria
também produz um exopolissacarideo que oferece protecao aos fatores imunes do hospedeiro
(GIAMARELLOW, op. cit.).

Para se ligar a célula eucariota, o pili € a principal adesina usada pelas bactérias, e isso foi
provado usando-se linhagens de laboratdrio e mutantes com e sem pili. Como resultado obteve-se
gue as bactérias que nao possuiam pili tiveram uma aderéncia reduzida, mas ainda existente,

sugerindo a presenca de uma outra adesina que nao o pili (CERVIN et al., 1994).

2.8.3 Staphylococcus aureus (ROSENBACH 1884

Integrantes da familia Micrococcaceae, as bactérias dessa espécie possuem o formato de
cocos, sdao gram-positivas, anaerdbias facultativas (reduzem nitrato) ndo formam esporos, ndo
possuem capsula, ou sua formacdo é limitada. Os cocos possuem um diametro de 0,5 a 1,5um e
podem estar sozinhas, em pares, tétrades, e tendem a formar agrupamentos na forma de cachos
de uvas. S3o catalase positivas, quimiorganotréficos, mas sob condicdes anaerdbias podem fazé-lo
a partir da fermentacdo do acido latico;, suas maiores fontes de energia sdao carboidratos e
aminoacidos. A temperatura étima de crescimento esta na faixa de 30 a 37°C e a faixa de pH é de
42 a 93, com um ¢6timo variando entre 70 e 7.5 (FOSTER, 1997;
<http://www.jarl.cs.uop.edu/~cushiro/2001>, MARTINS, 1999).

Sua colbnia é grande, com um didmetro superior a 6mm apds incubagdo em meio agar por
3 dias a 37° C e, em temperatura ambiente, 25°C, por um adicional de 2 dias. O crescimento do
Staphylococcus aureus é mais lento, necessitando de 24 a 36 horas para que o desenvolvimento
das colOnias seja detectavel (KLOOS & BANNERMAN, 1995).

Microrganismo comensal, ele faz parte da microflora natural do ser humano e de outros
mamiferos. E um patdgeno oportunista, sendo grande responsavel pela morbidade e mortalidade
como patdgeno nosocomial. (KLOOS & BANNERMAN, 1995). Junto com a Escherichia coli é uma
das grandes causas de infeccdes hospitalares (BHAKDI & TRANUMENSEN, 1991). Espécie endémica
em quase todos os hospitais, levando ao 6bito 80 a 90% dos casos de infecgdo.

Agente mais comum de infeccBes piogénicas, localizadas na pele ou em regides mais
profundas e em pacientes debilitados pode causar doencas mais graves (MARTINS, op. cit.). As

doengas piogénicas sao foliculite, furunculose, carblnculo e impetigo, 0 nome varia conforme a
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localizacdo e as caracteristicas. Com relagao as doencas mais graves destacam-se bacteremia,
endocardite, pneumonia, mastite e osteomielite (MARTINS, op. cit., FOSTER, 1997).

Como intoxicacOes tem-se a sindrome da pele escaldada (deslocamento da area da
epiderme, deixando-a com aspecto semelhante quando banhada por agua fervente), e intoxicagGes
gue ocorrem na auséncia de processos infecciosos como intoxicacdo alimentar e sindrome do
choque toxico (paciente apresenta febre, pressdo baixa, insuficiéncia renal, diarréia etc havendo
uma associacdo entre dele com o uso de tampOes absorventes e presenca da bactéria na mucosa
vaginal) (MARTINS, op. cit.).

Dos locais onde causa infecgdo, a bactéria pode cair na corrente sangliinea, espalhando-se
pelo corpo formando abscessos em varios 6rgaos, causando septicemias, endocardite e sendo
detectavel também na urina (BARON et a/, 1994b). Pode causar infecgbes oportunistas quando em
condicOes ideais.

As infecgbes podem ser causadas por bactérias do proprio individuo ou pode ocorrer uma
transmissao de outros doentes ou portadores, de maneira direta ou indireta (MARTINS, 1999). As
infecgdes estafilocdcias podem se tornar graves em pessoas com doengas como cancer e diabetes
(MARTINS, op. dit.).

Sdo varios os fatores de viruléncia desta bactéria como componentes da superficie da
célula (capsula, peptidoglicano, acidos teicdicos, proteina A e adesinas), substdncias extracelulares
(toxinas e enzimas coagulase e estafiloquinase) (MARTINS, op. cit., FOSTER, op.cit.). Os efeitos
patogénicos sdo principalmente associados com as toxinas; das toxinas produzidas, a melhor
caracterizada é a a-toxina.

Com relagdo a capsula, ela estd presente na maioria das amostras clinicas, e muitas vezes
€ denominada microcapsula porque sua visualizacdo € possivel apenas no microscopio. A capsula
torna a bactéria mais resistente a fagocitose devido a produgao de exopolissacarideos que podem
promover a aderéncia dos organismos as células (KONEMANN et a/., op. cit.).

O peptidoglicano é um componente da parede celular que contribui a resposta inflamatdria.

Os acidos teicdicos sdo importantes componentes da parede celular e parecem estar
envolvidos na aderéncia do microrganismo as células da mucosa.

A proteina A esta presente na parede celular de Staphylococcus aureus e funciona como
um fator de viruléncia, interferindo na fagocitose. Durante o crescimento celular /n vitro, ela é
liberada para o meio de cultura, o que pode também ocorrer nos processos inflamatdrios.

Quanto as adesinas, algumas evidéncias sugerem que o Staphylococcus aureus utiliza-as
para se ligar ao colageno, as fibronectinas e lamininas.

Ha uma série de enzimas e toxinas extracelulares que sao produzidas pelo microrganismo,
atribuindo-se a maioria delas participagao na patogénese das infeccdoes causadas por ele e a mais

conhecida é a coagulase. A coagulase coagula o plasma quando da transformacdo da protrombina
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em trombina que ativa a formacdo de fibrina a partir do fibrogénio. Entre as toxinas destacam-se a

esfoliatina, as enterotoxinas, hemolisinas e leucocidinas (MARTINS, op. cit.).



3 MATERIAIS E METODOS

Para o estudo do comportamento das bactérias em percolado de um Residuo Solido de Servigo
de Saude (RSSS), foi necessario criar um percolado, e isso ocorreu passando diariamente um fluxo
de agua através de um RSSS.

O residuo foi montado em laboratério, apds levantamento realizado por SILVA (2000) no
Hospital Governador Celso Ramos, na cidade de Floriandpolis, SC. A autora citada, a equipe de
profissionais do Laboratério Central de Saude Publica de Santa Catarina (LACEN/SC) e do
Laboratdrio de Residuos Solidos (LARESO) da UFSC, desenvolveram um residuo infeccioso
padronizado, inoculando o residuo com cepas das seguintes bactérias: Fscherichia coll,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, bactérias comumente envolvidas nos casos de
infeccdo hospitalar e também encontradas em residuos.

O residuo foi entdo colocado dentro de um reator de fluxo continuo e mantido a 25°C em uma
estufa do tipo DBO e recebeu um fluxo diario de agua, obtendo o percolado que foi coletado em
dois momentos: logo apds a passagem pela massa de residuo, aqui chamado de percolado
imediato e o percolado armazenado em um baldao volumétrica, chamado de percolado acumulado.
Apos coleta, ambos percolados foram analisados.

O emprego de um residuo hospitalar /7 natura nao foi possivel por duas razoes: o Laboratdrio
de Microbiologia ndo possui as condicOes de seguranca necessarias para utilizar um residuo
hospitalar contaminado, além disso, ndo seria possivel saber até que ponto o comportamento de
uma bactéria seria influenciado por outros organismos, porquanto sdo dificeis a identificacdo, a
guantificacdo e acompanhamento do comportamento de todos os microrganismos presentes em um
residuo. Dessa maneira, devido a diversidade existente dos mesmos, sejam eles indicadores ou
nao, poderia resultar em uma analise erronea.

A utilizacdo de um Residuo Hospitalar Infeccioso (RHI) apresenta a vantagem de possibilitar a
reproducao dos experimentos em qualquer local. Além disso, o monitoramento de diversos
parametros fisicos permite averiguar se mudancas no comportamento das bactérias ocorrem devido
a oscilagGes nos parametros fisicos.

No total foram realizadas 6 séries de ensaios: 3 séries com uma duracdo média de 30 dias
cada, inoculando as trés espécies de bactérias e 3 séries, com duracao média de 20 dias cada,
sendo cada uma com apenas uma espécie de bactéria inoculada. As trés séries com uma menor
duracao tiveram o objetivo de verificar o comportamento da bactéria sozinha, no percolado e,
dessa forma, averiguar o comportamento da bactéria em um residuo que nao possui matéria
organica e tentar entender se ha algum tipo de competicdo entre elas, comparando esses

resultados com os das séries com as trés bactérias juntas.

46
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As andlises microbioldgicas tiveram inicio a partir do momento em que se constatava a
formacdo de percolado suficiente para coleta. A partir desse momento, a coleta do material para as
analises microbioldgicas ocorreu diariamente, sendo o material coletado sempre no mesmo horario,
entre 08:00 e 09:00 horas da manhd. Para quantificacdo dos microrganismos, a metodologia
empregada foi desenvolvida pela equipe do LACEN na etapa anterior (SILVA, 2000), uma
adaptacao do método “surface or spread plate”.

No final das séries também foi realizada a analise microbioldgica do residuo; essas analises
foram importantes para saber se a concentragao de microrganismos no residuo apds os dias de
experimento estava muito baixa ou ndo, possibilitando o conhecimento se ha ou ndo adesdo dos
microrganismos no residuo que, como hipdtese, poderiam ser “lavados” com o fluxo de agua
aplicado.

O método empregado nesse estudo foi o de “surface or spread place method” e tem como
vantagem que as colOnias aparecerao na superficie das placas, o que também facilita quando da
necessidade do emprego de meios de cultura ndo translicidos, como o Baird Parker Agar® utilizado
no trabalho, além de facilitar a contagem de microrganismos, que sdo mais facilmente observados.
A desvantagem do método é que, por utilizar um pequeno volume da amostra (0.1 a 0.5 mL), o
método pode ser impreciso para amostras que contém poucos microrganismos, que podem aderir a
tubos e espatulas (APHA, 1992).

Nas séries isoladas de Escherichia colie Pseudomonas aeruginosa foram coletados fragmentos
do residuo que passaram por um processo de lavagem com varias substancias quimicas, além de
outras etapas para entdo serem analisados em microscopia eletronica de transmissdao e de
varredura, na primeira para visualizar a bactéria e, na segunda, para visualizar as colonias de
bactérias sobre o material. As analises em microscopia eletronica foram realizadas no Centro de
Microscopia Eletronica (CME) da Universidade Federal do Parana.

Além da temperatura constante foram monitorados alguns paréametros fisicos como: potencial
hidrogenionico (pH), concentracdo de oxigénio dissolvido (O. D.) e concentracao de carbono
organico total, tentando, dessa maneira, ter um controle da maioria dos parametros possiveis, para
gue, no final, pudesse ser entendido se ha influéncia desses parametros no comportamento das
bactérias.

Ao final de cada série, o percolado que nado seria mais utilizado foi encaminhado para andlises
de Nitrogénio (Nitrogénio Total, Nitrato, Nitrito) e Fosforo; nem sempre foi possivel a realizacdo de
todas analises desejadas, devido ao volume final do percolado. Essas analises foram realizadas no
Instituto de Pesquisas Ambientais e Tecnoldgicas da Universidade do Extremo Sul Catarinense
(IPAT/UNESC). As amostras foram enviadas refrigeradas; para anadlise de Nitrato, a amostra foi
enviada apenas refrigerada, e, para as outras analises, as amostras foram previamente acidificadas

com acido cloridrico até atingirem um pH inferior a 2,0.
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Como um experimento laboratorial, este trabalho ndao teve como objetivo simular todas as
variaveis ambientais, entretanto, por ser um sistema muito bem delimitado e monitorado em

diversos aspectos, os resultados em laboratério servirdo como ferramentas para auxiliar na

interpretagao de dados levantados no ambiente.
Todas as analises microbioldgicas utilizaram meios de cultura da marca MERCK.

A seguir sera feito um detalhamento da metodologia.
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3.1 LOCAL E PERIODO DE ESTUDO

O presente trabalho foi desenvolvido nas dependéncias do Laboratério de Microbiologia,
pertencente ao Laboratdrio Integrado de Meio Ambiente (LIMA), do Departamento de Engenharia
Sanitaria e Ambiental da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), localizado no Campus
Universitario — Floriandpolis/SC. A fase experimental foi conduzida em um reator de fluxo continuo
com entrada diaria de um fluxo de agua, permitindo assim a formagdo de percolados, imediato e
acumulado e foi realizada entre os meses de Junho e Dezembro de 2001, e algumas analises

quimicas foram realizadas em Janeiro de 2002.

3.2 REATOR DE FLUXO CONTINUO

Os experimentos foram desenvolvidos em um sistema de reator de fluxo continuo que
recebia alimentacdo de agua destilada (previamente esterilizada em autoclave) armazenada em um
baldo volumétrico por meio de uma bomba peristaltica. O reator constituia-se em uma coluna de
vidro transparente com 100mm de diametro e 500mm de altura. Na sua parte superior havia uma
tampa de vidro isolando o sistema de influéncias externas, fragmentos ou particulas, que poderiam
contaminar o experimento. Nessa tampa havia uma pequena abertura onde foi inserida uma
mangueira de silicone com diametro interno de 3mm, permitindo a entrada de agua no sistema.

Abaixo da tampa de vidro foi colocado um dispositivo de vidro com aberturas laterais para
distribuicdo homogénea da agua no residuo, que foi disposto na coluna de vidro. Para dar
sustentacdo aos residuos foi acoplada, na base da coluna, uma tela de malha fina, com uma
camada de silicone a sua volta, impedindo que os mesmos obstruissem a saida do percolado.

A saida do percolado foi conduzida por dois caminhos diferentes, sendo a primeira
localizada no sentido perpendicular, ponto de coleta do percolado imediato, e a outra no sentido do
fluxo normal, onde o percolado acumulava-se em um baldo volumétrico de fundo chato para
posterior coleta do percolado acumulado. Nos dois locais de coleta de amostra foram instaladas
torneiras de duas vias para facilitar a retirada dos percolados. Na FIGURA 4 pode-se visualizar o
esquema do reator de fluxo continuo.

A partir da segunda série, foi colocado, no interior do baldao de fundo chato, um “peixinho”
magnético e, abaixo do reator um agitador eletronico com o objetivo de misturar o percolado
acumulado antes de coleta-lo. Isso foi feito apds verificarmos na primeira série que o percolado nao
era armazenado de maneira homogénea. Dessa maneira, o objetivo foi alcancado.

Todas as pecas que compdem o reator foram esterilizadas em autoclave vertical (marca
Phoenix, modelo SD-137) a 121°C e a 1 atmosfera por 30 minutos, separadamente, com excegao
da tela de malha fina que foi esterilizada na capela de fluxo laminar com raio ultravioleta por 30

minutos.
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FIGURA 4 — ESQUEMA DO REATOR DE FLUXO CONTINUO
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Legenda

1. Tampas de vidro;

2. Sistema para distribuicdo homogénea de agua;

3. Coluna de vidro transparente, com 100mm de didmetro e 500mm de altura;

4. Tela de malha fina, para dar suporte aos residuos;

5. Torneira de 3 vias;

6. Tampa de vidro, para proteger o local de coleta do percolado;

7. Pontos de coleta: a) percolado imediato b) percolado acumulado

8. Torneira de 2 vias;

9. Baldo volumétrico com fundo chato de 2L: a) reservatorio de agua  b) reservatorio do percolado;

10. Canaliculo de vidro adaptado na tampa: a) para ajudar na saida de dgua b) para levar o percolado
diretamente ao fundo do baldo, facilitando, assim, a coleta;

11. Bomba de coleta peristaltica;

12. Mangueira flexivel de silicone, com diametro: interno — 3mm e externo — 5mm;

13. Tubo de retorno;

14. Tampa de borracha, para que o liquido retorne via injecao.

50
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3.3 RESIDUO UTILIZADO

O residuo tipo utilizado na parte experimental foi baseado no levantamento realizado por
SILVA (2000) aumentando-se, porém, a quantidade. De 70 g de fragao sdlida e 30 mL de fracdo
liqguida passou-se a utilizar 150 g de fracdo sdlida e 64,29 mL de fragdo liquida. As devidas
proporcdes entre os componentes das fracoes sdlidas e liquidas foram mantidas de acordo com a
composicao gravimétrica anteriormente determinada, mantendo-se a umidade em 30%. No caso
das séries isoladas, para manutencdo da umidade em 30% optou-se por aumentar o volume de
soro fisioldgico para compensar o volume dos indculos que nao foram utilizados (4,28 mL).

As TABELAS 8, 9 e 10 apresentam a composicdo das fragOes solida e liqguida empregadas.

Para a simulacdo do residuo tipo, cada componente da fracao sdlida foi pesado e cortado,
separadamente, e, em seguida, colocado em um Becker de 2000 mL. Todos esses componentes

foram esterilizados em autoclave a 121°C e a 1 atmosfera durante 30 minutos.

TABELA 8 — COMPOSICAO DA FRACAO SOLIDA DO RESIDUO

Material Quantidade (g)

Algodao

Gaze 13,89

Algodao hidrdfilo 13,89
Latex — Luvas 29,53
Plastico

Nao filme 40,46

Filme 11,81
Papel

Oficio 24,73

Cartao 1,99
Vidro — pérolas 2,87
Adesivos

Esparadrapo comum 5,01

Fita crepe 5,01
Aluminio — Papel aluminio 0,49
Outros

Madeira —Palitos 0,16

La de aco 0,16

Total 150,00
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TABELA 9 — COMPOSICAO DA FRACAO LIQUIDA DO RESIDUO.

Material Quantidade (mL)
Soro Fisioldgico 25,74
Urina humana masculina 10,71
Sangue 10,71
PVPI 10,71
Solugdo indculo de E. coli 2,14
Solucdo indculo de P. aeruginosa 2,14
Solucdo indculo de S. aureus 2,14
Total 64,29

TABELA 10 — COMPOSICAO DA FRACAO LIQUIDA DO RESIDUO NAS SERIES ISOLADAS

Material Quantidade (mL)
Soro Fisioldgico 30,02
Urina 10,71
Sangue 10,71
PVPI 10,71
Solugdo indculo da Bactéria 2,14
Total 64,29

3.4 TESTE DE ESTERILIDADE DA FRAGAO LIQUIDA DO RESIDUO TIPO.

A esterilizacdo da fracdo liquida do residuo tipo alteraria as propriedades dos mesmos, e,
apesar do soro fisioldgico e do PVP-I virem estéreis de fabrica, e, admitindo-se que o sangue
desfibrinado de carneiro e a urina humana masculina sao estéreis, todos os componentes foram
analisados microbiologicamente: de cada componente foi retirada uma aliquota de 0,1 mL (100uL)
que foi transferida para placas contendo meio ndo seletivo — dgar sangue e Meio Agar Mueller-
Hinton®. As placas foram incubadas por 24 horas para verificar se o material estava ou ndo
contaminado. A opcao por sangue desfibrinado de carneiro foi feita na outra etapa (SILVA, op. cit)

pois 0 sangue ndo desfibrinado apresentou contaminagdo microbioldgica.

3.5 PREPARO DA SOLUGAO INOCULO

Na solugao inéculo foram utilizadas cepas padrao liofilizadas da American Type Culture
Collections (ATCC), sendo ATCC 25922 para £. coli, ATCC 27853 para P. aeruginosa e ATCC 25923

para S. aureus, adquiridas no Laboratorio Laborclin (FIGURA 5).
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FIGURA 5 — FOTOGRAFIA DOS FRASCOS CONTENDO AS CEPAS LIOFILIZADAS UTILIZADAS NO
EXPERIMENTO

Antes de serem adicionadas ao residuo, as cepas foram reidratadas com 2 a 3 mL de B.H.IL.
(Brain Heart Infusion) estéril e incubadas por 18 a 24 horas a 36°C. Apds esse periodo as cepas
foram semeadas em meio Mueller Hinton® (ndo seletivo) e incubadas em estufa bacterioldgica por

24 horas a 36°C para obtencdo de col6nias isoladas, como pode ser observado na FIGURA 6.

FIGURA 6 — FOTOGRAFIA MOSTRANDO ESTRIAS PARA OBTENCAO DE COLONIAS ISOLADAS EM PLACAS COM
MEIO MUELLER HINTON ©
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Transcorrido esse periodo retirou-se uma colonia de tamanho médio de cada placa, com o
auxilio de uma alga bacterioldgica, transferindo-a para tubos contendo 5, 9, 10 e 20 mL de meio
B.H.I..



Capitulo 3 —Materiais e Métodos 54

Os tubos foram incubados a 36°C por um periodo de 18 a 26 horas, conforme o tempo
necessario para cada espécie atingir a solucdo indculo com concentracdo desejada, que deveria ser
entre 107 e 10® UFC/mL. Essa concentracdo foi a escolhida por SILVA (2000) apds constatar que,
na literatura, os valores da populagao microbiana no homem, em saneamento e microbiologia do
solo estavam nessa ordem.

Como o laboratdrio ndo possuia equipamento adequado para inocular uma concentracao
exata para todas as bactérias, a escolha dos tubos foi feita comparando-se as concentracoes
visualmente e escolhendo os semelhantes. Apds a escolha dos tubos, foi retirado 2,14mL de cada
tubo, que foi inoculado no residuo.

A escolha de tubos por semelhanca em seu aspecto mostrou-se satisfatoria e isso foi
possivel constatar verificando a concentracdo de microrganismos. Para tanto se inoculou 0,1mL
(100uL) de cada tubo em meio seletivo adequado para cada bactéria, incubando em estufa
bacterioldgica a 36°C. Apds 24 horas contou-se o numero de unidade formadora de col6nias em
cada placa. Em todas as séries, as trés espécies tiveram a concentracdo entre 10’ e 10°. A TABELA

11 apresenta o periodo de incubacao de cada cepa bacteriana.

TABELA 11 - MICRORGANISMOS UTILIZADOS E PERIODO DE INCUBACAO DOS MESMOS

Microrganismos Cepas Periodo de incubagao
Escherichia coli ATCC 25922 22 horas
Staphylococcus aureus ATCC 25923 24 horas
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 26 horas

3.6 MONTAGEM DO RESIDUO NO REATOR

Com a fracdo solida estéril, adicionou-se, um a um, cada elemento da fracao liquida, bem
como os indculos de cada cepa bacteriana no béquer de 2000mL. Com auxilio de um bastao de
vidro e de uma pinca misturou-se bem todo o contetdo. A seguir, utilizando-se a pinca, o residuo
foi colocado na coluna de vidro do reator. A FIGURA 7 mostra o residuo disposto na coluna do
reator. Todos esses procedimentos foram realizados dentro da cabine de biosseguranca classe II
(fluxo laminar), da LABCONCO, modelo 36212, para garantir que o processo fosse realizado de

forma estéril.
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FIGURA 7 — FOTOGRAFIA DA DISPOSIGAO DO RESiDUQ PADRAQ NO REATOR E DETALHE DO DISPOSITIVO
DE VIDRO PARA DISTRIBUICAO HOMOGENEA DE AGUA

3.7 CONDICOES EXPERIMENTAIS

Apds a preparacao do residuo tipo e a montagem do reator, este foi mantido em
temperatura controlada, na estufa BOD (marca Nova Etica, modelo 411/D) a 25°C, durante todo o
periodo de experimentacdo, ndo sendo retirado da estufa no momento da coleta dos percolados
(FIGURA 8).

No inicio de cada série, aplicou-se um volume diario de 50 mL de agua destilada até que
houvesse a formacao de percolado. A partir deste momento o volume diario passou a ser de 37 mL.
A escolha do volume 37 mL foi feita baseada em dados pluviométricos, dividindo a precipitacdo
anual pelos 365 dias do ano. Isso porque, a principio, o objetivo era atrelar o trabalho a dados de
precipitagdo reais, entretanto, apos consultarmos o Professor Péricles do Departamento de
Engenharia Sanitaria e Ambiental foi-nos explicado que ndo se podia fazer tal relagdo, pois as
chuvas ndo s3o constantes, e, nesse caso o ideal seria passar a agua pelo residuo somente nesses

dias. Como isso ndo possibilitaria a formagao de percolado em quantidade suficiente no tempo do
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experimento, optou-se por empregar esse volume sem condiciona-lo a situacdo real, mas sim
apenas utilizando a agua para fins de formacdo de percolado.

A alimentagao do reator com agua destilada estéril, armazenada em um baldo volumétrico
acoplado ao sistema (FIGURA 4, item 9a), foi feita por meio de uma bomba peristaltica, ligada

diariamente no mesmo horario, antes da coleta dos percolados.

Preparo de placas com o meio de cultura.

Para andlise das bactérias foi necessario o preparo das placas de Petri descartaveis
contendo os meios de cultura.

Cada meio de cultura foi preparado conforme indicacdo do fabricante, descrito anexo.
Colocando as placas e o baldo volumétrico contendo o meio de cultura proximas a dois bicos de
Bunsen, verteu-se aproximadamente 20 mL de meio em cada placa de Petri que, apds secarem
foram estocadas em geladeira.

Para serem utilizadas, a cada dia retirava-se a quantidade necessaria de placas para as
diluicdes a serem feitas, incubando-as em estufa bacterioldgica a 36°C por 16 a 18 horas antes de
utiliza-las, para que pudessem ficar secas.

Antes da coleta e plagqueamento dos percolados, as placas foram limpas com alcool 70% e
marcadas, na parte inferior, a diluicdo que seria feita naquela placa. Todos os materiais utilizados
no procedimento foram desinfectados com alcool antes de serem levados para a capela de

bioseguranga.

Coleta dos percolados

As coletas dos percolados foram realizadas em dois pontos: o imediato foi coletado em
uma saida lateral localizada logo abaixo da coluna de vidro do reator (conforme a FIGURA 9),
enquanto que o acumulado foi coletado no baldo de fundo chato, posicionado na base do reator,
que também pode ser visualizado na mesma figura. O objetivo da coleta do percolado em dois
momentos foi saber a concentragao de microrganismos presentes logo apds a passagem através do
residuo e quando fica armazenado em um local, sendo possivel a comparagao.

A coleta dos percolados imediato e acumulado teve inicio a partir do momento que foi
detectada a formacao de percolado em um volume suficiente para ser coletado e analisado. O
percolado acumulado demorou um tempo maior para ser formado que o imediato, pois além do
volume formado ser inicialmente utilizado para andlise de percolado imediato, € possivel perceber,
na FIGURA 4, que a torneira de duas vias para coleta do percolado acumulado nao ficava na base
do baldo volumétrico, mas um pouco acima. Assim, foi necessario um volume minimo a ser
acumulado até possibilitar a coleta, e este era o objetivo, pois possibilitou o armazenamento do

percolado antes de ser analisado. As coletas das amostras foram realizadas sempre pela manhg,
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com o objetivo de padronizar o horario de coleta (entre 8:00 e 9:00 horas). Para coleta, utilizou-se
tubo de ensaio longo para cada um dos percolados, e, no momento da coleta, um isqueiro foi aceso
e colocado préoximo do ponto de coleta a fim de se evitar a contaminacdo dos percolados e do

experimento com algum agente externo.

FIGURA 8 — FOTOGRAFIA DA DISPOSICAO DO REATOR DENTRO DA ESTUFA DBO.

Diluicoes e plagueamento.

Apds a coleta do percolado, foram realizadas diluicdes sucessivas a partir de cada
percolado, imediato e acumulado. No caso dos residuos de servicos de saude utilizou-se o método
“surface ou spread plate”, que consiste no plagueamento por distribuicdo na superficie, adaptado
do Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods (APHA, 1992), uma vez
que ndo foi encontrada na literatura consultada metodologia especifica para esse tipo de analise.

Este método permite melhor visualizagdo das col6nias a serem contadas.
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FIGURA 9 — COLETA DO PERCOLADO IMEDIATO

A um tubo de ensaio contendo 9 mL de solugao salina peptonada (0,1%) foi adicionado 1
mL do percolado coletado, obtendo-se uma diluicdo 107, A seguir, o tubo foi agitado no “vortex”
por aproximadamente 20 segundos. Deste tubo foi retirado 1 mL e adicionado a outro tubo
contendo 9 mL da solucdo salina, novamente agitando-o em “vortex”. Esse procedimento foi
repetido sucessivamente até a obtencdo de 10 tubos de ensaio, com diluicdes de 10! a 10'°. A
FIGURA 10 mostra a preparagao para a diluicao dos percolados dentro da cabine de biossegurancga

classe II e a FIGURA 11 o percolado com suas diluicoes.

FIGURA 10 — FOTOGRAFIA DA PREPARACAO PARA REALIZACAO DAS DILUICOES DOS PERCOLADOS

De cada uma das diluigdes, utilizando-se micropipetadores de 0-200 pL, foi transferido 100
pL ou 0,1 mL para as placas com os meios seletivos, especificos para cada espécie: meio

Chromocult® para £. coli, Baird-Parker® para S. aureus e Cetrimide Agar® para P. aeruginosa. Esses
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meios permitem o crescimento e posterior quantificacdao dos microrganismos desejados. O volume
transferido foi espalhado com o auxilio de alcas de Drigalsky até sua completa absorgao, sendo a
transferéncia realizada sempre da maior para a menor diluicdo. Para as placas com crescimento
estimado de 30-300 col6nias foram realizadas duplicatas de cada espécie bacteriana, para obter-se
resultados finais mais confidveis. Essa estimativa baseou-se nos resultados dos dias anteriores.

As placas foram mantidas em estufa bacteriolégica (marca Quimis, modelo Q316-B) a 35-
37°C por 24 horas, conforme a FIGURA 12.

FIGURA 11 — FOTOGRAFIA DO TUBO DE ENSAIO COM PERCOLADO E DILUICOES
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Na primeira série de experimentagdo, o volume de percolado excedente retornava ao baldo
de fundo chato por meio de um tubo de retorno (FIGURA 4, itens 9b e 13), mas a partir da
segunda série, os percolados foram utilizados para analise diaria de pH e o oxigénio dissolvido. Na
primeira série de experimentacdo, o volume de percolado excedente retornava ao baldo de fundo
chato por meio de um tubo de retorno (FIGURA 4, itens 9b e 13), mas a partir da segunda série, os

percolados foram utilizados para andlise didria de pH e o oxigénio dissolvido.
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FIGURA 12 — FOTOGRAFIA DA ESTUFA BACTERIOLOGICA COM PLACAS INCUBADAS

Andlise da concentracdo dos microrganismos no resiauo.

No final de cada série, analisou-se também a concentracdo de microrganismos, ainda
presentes na fragao sélida do residuo. Para isso retirou-se 100 gramas do residuo tipo e transferiu-
0 para um baldo de fundo chato, com capacidade para 2000 mL, onde se adicionou 900 mL de
solucdo salina peptonada bacterioldgica a 0,1%, obtendo-se uma diluicdo de 10, O baldo foi
agitado manualmente durante 2 minutos para homogeneizar a solugao, sendo entdo transferida
uma aliquota de 1mL para um tubo contendo 9mL de solucdo salina peptonada (107%). A seguir, 0
tubo em ensaio foi agitado em “vdrtex” por 20 segundos, aproximadamente. Tal procedimento foi
repetido sucessivamente, transferindo-se sempre 1mL de um tubo ao tubo seguinte, obtendo-se,
ao final, varias diluicdes. Cada uma das diluigGes foi semeada em meios seletivos e apds 24 horas
realizou-se a contagem das placas. Esta parte foi realizada em duplicata na série I e série isolada
da bactéria P. aeruginosa e em triplicata nas séries II, III e nas séries isoladas de £. colie S.

aureus.
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Sérifes isoladas

Os microrganismos foram analisados separadamente, em um total de 03 séries de cerca de
20 dias a fim de se comparar o comportamento individual e na presenga das outras espécies. O
objetivo foi detectar a influéncia de uma bactéria sobre as outras, que poderia ocorrer tanto pela
inibicdo devido a presenca de substancias inibidoras quanto pela competicdo local, alimento, etc.

A concentracdo inicial variou de uma série para outra, mas o importante, no caso, é a
avaliagao da flutuacdo no nimero de Unidade Formadora de Col6nias (UFC) e ndo o nimero exato.

As fragOes solidas das séries isoladas com Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa
tiveram retiradas um fragmento de plastico nao filme, um fragmento de gaze e um fragmento de
esparadrapo cada uma para analise em Microscopia Eletronica de Varredura e Absorcao a fim de
demonstrar a adesdo das bactérias em tais componentes. O preparo do material foi realizado no
Laboratdrio de Microbiologia e as etapas de ponto critico, metalizagdo e as fotos foram realizadas
no Centro de Microscopia Eletronica do Centro Politécnico da Universidade Federal do Parana.
Infelizmente, quando o contato com a UFPR foi estabelecido ja tinha sido realizada a série de

Staphylococcus aureus, razao pela qual o material ndo foi fotografado.

3.8 CONTAGEM BACTERIANA

Apds 24 horas de incubacdo em estufa bacterioldgica, foram realizadas as contagens das
placas, escolhendo-se aquelas que apresentaram contagens entre 30 e 300 colOnias, isso porque,
se ha um nimero superior a 300 col6nias, havera uma sobreposicdo de células e formagao muito
densa de colbnias, impossibilitando a contagem, além da possibilidade de ndo desenvolvimento de
colonias. No caso das diluicdes realizadas em duplicata e que continham entre 30 e 300 col6nias,
foram realizadas médias entre as duas placas e considerou-se esse valor (APHA, 1992; PELCZAR et
al, 1996; CAPPUCCINO e SHERMAN, 1996). Os resultados foram expressos em UFC/mL. A FIGURA
13 demonstra as placas apos as 24 horas de incubagdo, com todas as diluigGes.

A partir do nimero de unidades formadoras de col6nias (UFC) é possivel fazer uma relacao
com o numero de colOnias existentes na placa, mas ndo do nimero de células que formam as
colénias, que podem ser constituidas tanto por células individuais como agrupamentos
caracteristicos de certos microrganismos, como pares, tétrades, cachos, cadeias etc (SILVA,
JUNQUEIRA E SILVEIRA, 1997). A UFC pode ser expressa por grama, quando se parte de um meio

sélido, ou por mL partindo-se de um meio liquido.
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FIGURA 13 — FOTOGRAFIA DAS COLONIAS OBTIDAS APOS 24 HORAS DE INCUBAGAO A 36 °C EM MEIO DE
CULTURA SELETIVO

Placas de Escherichia coliem meio seletivo Chromocult®

Placas de Pseudomonas aeruginosa em meio seletivo Cetrimide Agar®

Placas de Staphylococcus aureus em meio seletivo Baird-Parker®
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3.9 ANALISES REALIZADAS

Durante a realizacdo desta pesquisa foram realizadas seis séries seqiienciais de
experimentacdo. As trés séries com os trés microrganismos presentes tiveram uma duracado
aproximada de 30 dias, e as trés séries com as bactérias isoladas, uma duragdo aproximada de 20

dias. A TABELA 12 apresenta o periodo, a duracdo e as condigles experimentais de cada série.

TABELA 12 — PERIODO, DURACAO E AS CONDICOES EXPERIMENTAIS DE CADA SERIE

Condigoes Ensaios Experimentais

Experimentais Série I Série 11 Série III
Série Residuo Tipo

Periodo dos experimentos 22/06 a 23/07 01/08 a 03/09 06/09 a 08/10
Duragado dos experimentos 31 dias 33 dias 32 dias
Concentracdo do indculo de E.coli 1,01 X 10° 1,28 X 10° 7,90 X 108
(UFC/mL)

Concentracdo do indculo de S. aureus 1,02 X 10° 2,29 X 10° 2,27 X 10°
(UFC/mL)

Concentraggo do indculo de P. 53X 108 4,2 X 107 2,77 X 107
aeruginosa (UFC/mL)

Vazao média diaria aplicada (mL/min.) 8,58 +1,2 6,53 + 1,06 7,97 £ 1,14
Séries Isoladas

Periodo dos experimentos (Isolados) 07/11 a 27/11 11/10 a 31/10 29/11a17/12
Duragdo dos experimentos 20 dias 20 dias 18 dias
Concentracdo do indculo de E.coli 1,85 X 10°

(UFC/mL)

Concentracdo do indculo de S. aureus 1,31 X 10°

(UFC/mL)

Concentracdo do indculo de P. 2,74 X 108

aeruginosa (UFC/mL)

Vazao média diaria aplicada (mL/min.) 8,99 +1,1 9,61+0,77 10,05 + 0,98
Temperatura constante — BOD 25°C 25¢°C 25¢°C
Periodo de incubagdo das placas 24 horas 24 horas 24 horas
Temperatura de incubagao das placas 36 + 1°C 36 + 1°C 36 + 1°C

3.10 PROCEDIMENTOS ANALITICOS

A TABELA 13 sintetiza o acompanhamento analitico da parte experimental, indicando os

parametros analisados, a freqliéncia analitica e a preservacao das amostras.
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TABELA 13 — VARIAVEIS ANALISADAS E FREQUENCIA ANALITICA

Variaveis analisadas Preservacdo FreqUiéncia das analises
das amostras Série I Série I Série III  E. coli S. P. aeruginosa
aureus
[ ] E.coli Andlise apds a coleta D. D. D. D. D. D.
[ 1S.aureus Andlise apds a coleta D. D. D. D. D. D.
[ 1 P.eruginosa Analise apds a coleta D. D. D. D. D. D.
Vazao Andlise in situ D. D. D. D. D.
pH — Imediato Andlise ap0s a coleta 03 x /sem. D. D. D. D. D.
pH - Acumulado  Analise apds a coleta 03 x /sem. D. D. D. D. D.
OD- Imed. Andlise apds a coleta 03 x /sem. D. D. D. D. D.
OD- Acum. Andlise apds a coleta 03 x /sem. D. D. D. D. D.

Legenda: OD = Oxigénio Dissolvido; D = Diaria; 03 x /sem.= 03 vezes por semana;. Imed. = Imediato; Acum. =

Acumulado.

3.10.1 Oxigénio Dissolvido, pH e Carbono Orgénico Total

A leitura do pH foi realizada com um pHmetro microprocessado, marca QUIMIS e modelo
Q-400M. O oxigénio dissolvido (OD) foi analisado com o oximetro, marca SOLAR e modelo SL —

510. As analises de COT foram realizadas no aparelho TOC 8500 da Shimatzu.

3.10.2 Analises Quimicas de Nitrogénio e Fosforo.

Essas andlises foram realizadas nos laboratérios da Universidade do Extremo Sul
Catarinense e tiveram o objetivo de saber a quantidade dos nutrientes presentes em uma amostra

sem as bactérias e no final das séries.

3.10.3 Vazdo

A vazdo significa a passagem de um volume medido em um determinado tempo e espaco.
A mesma foi determinada utilizando-se uma proveta acoplada ao reator e um crondmetro digital,
marca SUPERATIC.

A vazdo diaria aplicada foi determinada pela seguinte formula:
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Em que:
Q = vazao, expressa em mL/min.
V = volume, expresso em mL
t =tempo decorrido da passagem de um volume determinado, da proveta acoplada ao

reator até a chegada no residuo.
3.10.4 Concentragao dos Microrganismos

A concentracdo de cada bactéria em estudo foi determinada utilizando-se o método
“surface ou spred plate’, que consiste no plaqueamento por distribuicao na superficie, adaptado do
Compendium of Methodss for the Microbiological Examination of Foods (APHA, op. cit.). Este método
permite melhor visualizacdo das col6nias a serem contadas, possibilitando, assim, determinar as
concentragdes bacterianas.

Uma maneira comum de expressar a concentragao de bactérias é em termos de Unidade
Formadora de Colonia por mL (UFC/mL), a qual é calculada pela seguinte formula:

)
C= % em que,

C = Concentragdo das bactérias (UFC/mL)

UFC = Unidade Formadora de Colonia

f = Fator de diluicao (0,1)

d = Diluicao do tubo de ensaio.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Na TABELA 14 sao apresentados os valores médios, desvio padrao, e os intervalos

minimos e maximos para as variaveis analisadas durante a fase de experimentacdo.

4.1 pH E OXIGENIO DISSOLVIDO

Os parametros monitorados foram pH, Oxigénio Dissolvido, Carbono Organico Total e
temperatura. A temperatura permaneceu constante, 25° C, e os valores de pH e oxigénio
dissolvido tiveram uma variacdo, entretanto, que ndo foi suficiente para interferir no
crescimento. No caso do pH, o valor médio ficou entre os valores 6timo e maximo para as
bactérias utilizadas. O pH sé superou o limite maximo para Pseudomonas aeruginosa no
percolado acumulado do residuo tipo, € mesmo nos experimentos das bactérias isoladas, ele
ficou bem proximo ao valor maximo para esta bactéria, que é de 8.0.

Esse resultado pode ser uma explicagdo ao fato de ter sido observado um menor
tamanho das col6nias no experimento isolado, quando comparada com as outras séries. Dessa
maneira percebe-se que os valores de pH ndo tiveram grande interferéncia sobre os
microrganismos, corroborando com as informacdes retiradas da literatura, que afirmam que o
microrganismo é capaz de manter um pH intracelular ao redor de 7,5, ndo importando o valor
do pH externo, s6 sendo afetado quando as mudangas no pH externo sdo muito drasticas
(PELCZAR, 1996b).

Quanto ao oxigénio dissolvido, a taxa nunca foi nula porque o experimento ndo foi
realizado em condicGes anaerdbias, e aparentemente, ndo influenciou os microrganismos, que
sao anaerobios facultativos (£. coli e S. aureus) e aerdbio (P. aeruginosa). Uma das maneiras
para comprovar isso € a constancia no comportamento de Pseudomonas aeruginosa, que, por
ser uma bactéria aerdbia nesse caso pode ser empregada como indicador de oxigénio, pois
qualquer diminuicao na concentracao de oxigénio que pudesse afeta-la com certeza refletiria
em uma diminuicdo na sua concentracdo. Isso ndo ocorreu nem no experimento das bactérias
nas séries com presenca das trés bactérias nem na série com ela isolada.

As FIGURAS 14 a 21 mostram os valores de pH e oxigénio dissolvido (OD) dos

percolados imediato e acumulado de residuo hospitalar infeccioso padrao.
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FIGURA 14 — GRAFICO COM VALORES DE pH DO PERCOLADO IMEDIATO DAS SERIES ISOLADAS

pH - Séries Isoladas - Imediato

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Dias
—— S. gureus —B— E, coli —&— Pseudomonas

FIGURA 15- GRAFICO COM VALORES DE pH DO PERCOLADO IMEDIATO DAS SERIES I A III

pH - Residuo Tipo - Imediato

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
Dias

—&— Série |ll —— Série | —&— Série |l
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TABELA 14 — VALORES MINIMO E MAXIMO, MEDIA + DESVIO PADRAO DAS VARIAVEIS ANALISADAS

Variaveis
Séries Isoladas

pH — Imediato

pH — Acumulado

OD — Imediato (mg/L)

OD - Acumulado (mg/l)

Vazao (mL/min.)

Imediato

[ 1S. aureus (UFC/mL)

[ 1 E.coli (UFC/mL)

[ 1 P.aeruginosa (UFC/mL)

Acumulado

[ 1 S.aureus (UFC/mL)

[ 1 E.coli (UFC/mL)

[ 1 P. aeruginosa (UFC/mL)
Séries - Residuo Tipo

pH — Imediato

pH - Acumulado

OD - Imediato (mg/L)

OD — Acumulado (mg/L)

Vazao (mL/min.)

Imediato

[ 1 P. aeruginosa (UFC/mL)

[ 1 E.coli (UFC/mL)

[ 1S. aureus (UFC/mL)

Acumulado

[ 1 P. aeruginosa (UFC/mL)

[ 1 E.coli (UFC/mL)

[ 1 S.aureus (UFC/mL)

Minimo Média + Desvio Padrdo Maximo
Série 1 Série II Série 111 Série 1 Série II Série 111 Série I Série 11 Série 111
S. aureus E. coli P. aeruginosa S. aureus E. coli P. aeruginosa S. aureus E. coli P.
aeruginosa
6,15 6,36 6,68 6,97+0,55 6,82+0,27 6,94+0,18 7,84 7,34 7,33
7,03 7,21 7,2 7,64+0,46 7,65+0,23 7,41+0,18 8,26 8,1 7,78
2,7 2,3 1,9 5,33+1,10 3,76+0,97 2,88+0,71 6,8 5,8 4,3
4,5 2,2 2,24 5,54+0,64 2,99+0,65 2,24+0,64 6,5 4,2 3,4
8,17 7,20 8,05 9,61+0,77 8,99+1,10 10,05+0,99 10,97 11,00 11,66
3,0E+01 7,57E+06+1,96E+7 7,7E+07
1,55E+06 2,05E+08+3,31E+08 1,2E+09
1,33E+07 5,6E+08+5,58E+08 1,85E+09
2,41E+3 2,47E+5+4,69E+5 1,5E+06
1,56E+7 1,88E+8+1,71E+8 5E+08
1,31E+8 2,03E+9+1,47E+9 4,6E+09
Série I Série II Série III Série I Série 11 Série III Série I Série II Série III
6,59 6,33 6,71 6,92 + 0,26 7,10 £ 0,27 7,13+0,23 7,4 7,66 7,88
7,53 7,19 6,32 7,81 +0,22 7,79 +0,33 7,68 + 0,32 8,12 8,58 8,10
3,4 4,7 2,9 4,38 + 0,83 5,9 £ 0,64 591+1,12 6,0 7,0 7,2
1,1 4,0 2,8 3,57 +1,31 5,85+ 0,92 542 +1,19 5,4 7,3 6,8
5,15 4,79 5,52 8,58 + 1,24 6,53 + 1,06 7,97 £ 1,14 10,44 9,26 11,66
1,05E+06 2,45E+05 1,02E+05 8,83E+6+1,57E+7  1,74E+06+3,83E+06  7,67E+06+2,55E+07 5,7E+07 2,20E+07 1,34E+08
1,80E+04 5,60E+02 1,29E+03 1,45E+7+4,91E+7  3,53E+06+1,25E+07 7,69E+06+1,01E+08 2,66E+08 6,70E+07 5,40E+08
4,00E+01 4,00E+01 1,58E+03 5,12E+5+1,45E+6  6,40E+04+1,28E+05  2,69E+05+3,29E+05 7,96E+06 5,70E+05 1,19E+06
1,09E+05 2,01E+05 2,85E+05 2,67E+6+3,75E+6  2,56E+06+4,09E+06 7,39E+06+4,09E+06 1,44E+07 1,48E+07 1,49E+07
2,10E+02 1,00E+01 6,00E+01 3,52E+5+7,33E+5  7,44E+04+2,12E+05 1,76E+06+4,07E+06 1,86E+06 9.90E+05 1,53E+07
6,00E+01 4,00E+01 5,60E+03 1,60E+6+1,76E+6 1,64E+05+2,86E+05 9,53E+05+9,78E+05 6,40E+06 1,14E4+06 3,42E+06
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FIGURA 16 - GRAFICO COM VALORES DE pH DO PERCOLADO ACUMULADO NAS SERIES ISOLADAS

pH - Séries Isoladas - Acumulado

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Dias

—— S, gureus —B— F. coli —&— Pseudomonas

FIGURA 17 — GRAFICO COM VALORES DE pH DO PERCOLADO ACUMULADO NAS SERIES I A III

pH - Séries Residuo Tipo - Acumulado

0 ‘2 ;1 f; é 16 1‘2 1;1 1‘6 lé 20 22 24 26 28 3;0 3;2 34
Dias
—&— Série III —A&— Série II —o— Série I
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FIGURA 18 - GRAFICO COM VALORES DE OXIGENIO DISSOLVIDO (OD) DO PERCOLADO IMEDIATO NAS
SERIES ISOLADAS

OD - Imediato - Séries Isoladas

OD (mg/L)
= N W D U

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

o

Dias

—— S. aureus —B— F, coli —&— Pseudomonas

FIGURA 19 - GRA,FICO COM VALORES DE OXIGENIO DISSOLVIDO (OD) DO PERCOLADO IMEDIATO NAS
SERIES I A III

OD - Imediato - Séries Residuo Tipo

OD (mg/L)
= N W DA U1 NN

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34

o

Dias

—&— Série III —A— Série II —e— Série I
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FIGURA 20 - GRAFICQ COM VALORES DE OXIGENIO DISSOLVIDO (OD) DO PERCOLADO ACUMULADOS
NAS SERIES ISOLADAS

OD Séries Isoladas - Acumulado

e TN

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

0D (mg/L)
= N WA U1 N @

Dias

—e— S, aureus —B— E. coli —&— Pseudomonas ‘

FIGURA 21 - GRAFICQ COM VALORES DE OXIGENIO DISSOLVIDO (OD) DO PERCOLADO ACUMULADO
DAS SERIES I A III

OD- Séries Residuo Tipo - Acumulado

0D (mg/L)
OC=_2NWAUOION®

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
Dias
—o— Série I —A— Série II —e— Série III

4.2 CARBONO ORGANICO TOTAL

As analises de Carbono Organico Total foram realizadas no aparelho TOC 8500 da
marca SHIMATZU. Infelizmente a concentracao de Carbono esteve acima de 1000mg/L na
maior parte das amostras das séries I a III e em todas as séries isoladas, que fica além do
espectro de medida do aparelho. Ele indicou os valores, mas a sensibilidade do aparelho nao foi
a mesma. Foi um erro ndo ter optado por diluir a amostra. Sobre esse parametro, pode-se
apenas indicar que a tendéncia foi a queda no valor do carbono organico com o tempo, em
ambos os percolados. Entretanto, ndo é possivel fazer uma andlise do que vem a ser o carbono
proveniente do residuo e aquele proveniente da massa de microrganismos presentes. Assim, o
método empregado para analise de Carbono Orgénico nao se mostrou eficiente quanto aos

objetivos.
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4.3 ANALISES DE NITROGENIO E FOSFORO.

A partir da segunda série foram realizadas analises de Nitrogénio e, quando possivel,
fosforo. Infelizmente, devido ao pequeno volume de amostra disponivel, ndo foram realizadas
outras andlises. Para comparacdo, foi realizada uma analise da amostra sem os indculos, ou
seja, o experimento foi montado, mas as bactérias ndo foram inoculadas. Nesse residuo foi
passado um fluxo de agua a fim de formar um percolado para analise de Nitrogénio nas formas
NTK, Amoniacal, Nitrato, além do Fésforo. Dessa maneira foi possivel verificar a quantidade dos
elementos que sdo utilizados como nutrientes pelas bactérias.

Os resultados permitiram concluir que no inicio do experimento, ha uma maior
guantidade desses elementos do que apos 20 e 30 dias, demonstrando que hd um consumo
dos mesmos pelas bactérias, tendendo a diminuir com o passar do tempo, pois os valores das
séries isoladas (percolado analisado apos 20 dias, em média, do inicio) sdo superiores aos das
séries com as trés bactérias juntas (percolado analisado apds 30 dias, em média, do inicio). Na

Tabela 15 sdo mostrados os valores obtidos pelas analises.

TABELA 15 — RESULTADOS DAS ANALISES QUf[VIICAS REALIZADAS NO PERCOLADO NA AUSENCIA DE
BACTERIAS E AO FIM DE CASA SERIE

Nitrogénio NTK (mg/  Nitrogénio Amoniacal Nitrato Fdsforo Total (mg/

() (mg/ ™) (mg/ L™ o)
Percolado sem 635,00 111,2 2578,0 40,65
Bactérias
Série 1 - - - -
Série 11 94,00 - - -
Série I1I 151,1 51,5 369,6 0,26
Série E. coli 237,6 17,5 708,4 -
Série P. aeruginosa 263,0 74,5 269,0 -
Série S. aureus 195,8 - - -
4.4 VAZAO APLICADA

Diariamente, foi aplicado um volume constante de agua destilada estéril, para
possibilitar a formacao do percolado. No inicio das séries passava-se um maior volume de agua
através do residuo, de 50 mL, até a formacdo do percolado, e entao o volume aplicado passou
a ser de 37 mL até o final da série. A FIGURA 22 mostra as variages nas vazoes das séries do
residuo tipo e a FIGURA 23 mostra as variacdes nas vazoes das séries isoladas.

A vazdo média obtida em cada série ndo foi a mesma, devido as oscilagdes da bomba
peristaltica que alimentava o sistema. Os valores médios obtidos das vazbes, como pode ser
observado na TABELA 14 foram: 8,58 mL/min. (série I), 6,53 mL/min. (série II) e 7,97 mL/min.
(série III), 9,61 mL/min (S, aureus), 8,99 mL/min (£. coli) e 10,05 (P. aeruginosa).
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FIGURA 22 — GRAFICO DA VAZAO DIARIA APLICADA DURANTE AS SERIES I A I1I DO RESIDUO

TIPO.
Vazao - Séries Residuo Tipo
11
10,5
~ 10
£ 95
13 9
o %
57,5
o 7
M 6,5
8 6
> 55
5
- . EE T I I EEEEEEEETRN
Dias
—o— Série I —m— Série II —&— Série III

Durante a série I aplicou-se o volume de 50 mL por 2 dias, até a formacdo do
percolado imediato, e entdao o volume aplicado diariamente dos dois primeiros dias, na série I,

quando se aplicou 50 mL ao invés dos usuais 37 mL Durante a série II foi necessario manter

por 4 dias o volume de 50 mL e na série III por 3 dias.

FIGURA 23 - GRAFICOS DAS VAZOES DIARIAS APLICADAS DURANTE AS SERIES ISOLADAS

Vazao - Séries Isoladas

Vazdo (mL/min)

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Dias

—o— E£. colf —8— P. aeruginosa —k— S. aureus

A vazdo média obtida nas séries isoladas também variou, sendo 9,61 mL/min na série
com Staphylococcus aureus, 8,99 ml/min na série com Escherichia coli e 10,05 mL/min na série
com Pseudomonas aeruginosa. Do mesmo modo nas séries I a III, também aplicou-se um
volume de 50 mL, até a formagao do percolado, que foi de 4 dias em Staphylococcus aureus e

trés dias para Escherichia colie Pseudomonas aeruginosa.
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4.5 AVALIAGAO DO CRESCIMENTO DE MICRORGANISMOS PATOGENICOS NOS PERCOLADOS

A contagem de col6nias de microrganismos parte do pressuposto de que cada célula
microbiana, em uma amostra, ira formar colOnias visiveis e separadas, quando misturadas com
agar ou outro meio sélido (SILVA, JUNQUEIRA E SILVEIRA, op. cit.)). Entretanto, a contagem
microbiolégica em meios de cultura deve sempre ser encarada como uma estimativa e nao
como contagem absoluta. Os meios e condicOes ideais para o crescimento podem variar de um
material para outro.

Em todas as figuras referentes ao percolado imediato, o tempo 0 representa a
concentracdo de cada bactéria inoculada no residuo padrao, e a primeira amostra coletada
representa a “concentracao inicial”.

Na série I, a primeira amostra foi coletada 24 horas (1 dia) apos a inoculacdo e nas
séries II e III, 72 horas (3 dias) apds. Esse intervalo entre a inoculacao e a andlise da
concentracao inicial consiste no tempo necessario para inicio da producdo do percolado, uma
vez que o residuo ndo foi pré-saturado. Essa escolha foi baseada no fato de que a saturacdo
poderia carrear demasiadamente as bactérias no inicio do experimento.

Os resultados obtidos com o reator de fluxo continuo sao apresentados por série, tanto
para o percolado imediato como para o acumulado, e as concentragbes dos trés
microrganismos foram apresentadas para cada seqiiéncia de experimento. O percolado
imediato ¢ coletado logo apds a passagem da agua pelo residuo, refletindo a concentragdo e o
comportamento dos microrganismos no chorume, ao passo que o percolado acumulado
representa o comportamento dos mesmos em tanque de acumulagdo ou uma lagoa de
estabilizacdo, por exemplo. Também foi analisada a concentragdo dos microrganismos no

residuo sdlido ao final de cada série.
4.5.1 Série I

Nesta série, as concentracoes de F£. coli e P. aeruginosa ndo tiveram uma variagao
significativa no percolado imediato, ao passo que S. aureus s6 teve sua concentracao
estabilizada a partir do décimo dia de experimento tendo uma leve queda até o final (FIGURA
26). Em nenhum momento a concentragao aproximou-se de zero. Por outro lado, S. aureus
teve um aumento real de concentracdo, ou seja, momento em que a concentracao ultrapassa a
concentracao inicial. E interessante notar que S. aureus com uma concentracao inicial inferior
as outras bactérias, teve um grande aumento em sua concentracdo, estabilizando-se em
valores proximos as outras duas.

A P. aeruginosa foi a bactéria que apresentou a maior concentracdo, seguida por E. coli
e S. aureus e o crescimento mais constante durante todo o experimento. E interessante
observar que, apesar de ser citado em literatura que o crescimento de E£. colie S. aureus em

cultura mista demonstrar uma diminuicdo da concentracdo da segunda devido a maior
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velocidade de crescimento da primeira, observa-se que, no caso desse experimento isso nao
ocorreu, em nenhuma das trés séries. A explicacdo para isso € que a E. coli estava em
"desvantagem” com relacdo as outras bactérias por ser uma bactéria entérica e, no residuo,

nao haver matéria organica.

FIGURA 24- GRAFICO COM CRESCIMENTO BACTERIANO NO PERCOLADO IMEDIATO DURANTE A SERIE I

Crescimento bacteriano no percolado imediato - Série I
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A coleta do percolado acumulado teve inicio no sexto dia de experimento.

A exemplo do que ja foi comentado para o percolado imediato, A. aeruginosa também
apresentou um crescimento superior aos demais microrganismos no percolado acumulado, com
excecdo de alguns momentos quando S. agureus também teve um crescimento elevado,
chegando a superar P. aeruginosa em alguns dias, como pode ser visualizado na FIGURA 25.

A concentracdo de P. aeruginosa teve um valor abaixo do percolado imediato,
entretanto, sua concentracao também se manteve constante, enquanto que £. coli teve um
comportamento um pouco diferenciado, onde sua concentracdo teve um declinio mais
acentuado do que no percolado imediato. Ja S. aureus do mesmo modo do que no imediato,
teve um grande crescimento a partir do nono dia, estabilizando-se em valores préximos, e
algumas vezes superiores, ao de P. aeruginosa.

Ao confrontar os dados do comportamento microbiolégico com os valores de pH e
Oxigénio Dissolvido, nao €& possivel notar nenhuma relacao entre as oscilagbes nas
concentracoes das bactérias com as dos valores de pH e OD, tanto no percolado imediato

guanto acumulado.



Capitulo 4 — Resultados e Discussoes 76

FIGURA 25 - GRAFICO COM CRESCIMENTO BACTERIANO NO PERCOLADO ACUMULADO DURANTE A
SERIE I

Crescimento bacteriano no percolado acumulado - Série I
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Ao se fazer uma comparacao entre as concentragdes inicial e final (no percolado
imediato) e no residuo, substrato sdlido, (FIGURA 26), nas trés bactérias a concentracdo de
microrganismos presentes no residuo apds 31 dias foi superior ao da coletada no ultimo dia do
experimento e maior até que a concentracdo inicial (primeiro percolado). Isto demonstra que as
bactérias ficam aderidas ao residuo, tendo condicdes de se reproduzir. Finalmente, pode-se
concluir que o volume de agua nao foi suficiente para "lavar" o residuo. Especial atengdo pode
ser dada a S. aureus, pois a concentracao no residuo ficou superior as concentracoes inicial e
final do percolado, o que é um indicador da alta capacidade de adesdo desta espécie ao
residuo. Entretanto, nenhuma das bactérias teve uma concentracdo final, no residuo, superior a

inoculada, que foi da ordem de 10° para as trés espécies.

FIGURA 26 - GRAEICO DE COMPARAGAO DAS CONCENTRACOES DO PERCOLADO IMEDIATO COM O
RESIDUO
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4.5.2 - Série II

A FIGURA 27 apresenta a concentragao dos microrganismos no percolado imediato da
série II, tendo uma duracdo de 33 dias. E possivel observar que, apesar da concentragao inicial
de A. aeruginosa ter sido inferior ao de E. coli ela manteve-se superior aos demais
microrganismos, mantendo-se constante, mas nunca tendo crescimento real, ao passo que a
tendéncia de E£. colifoi de declinio de concentragao.

O S. aureus teve um comportamento diferenciado das outras bactérias, tendo um
crescimento real e oscilando durante toda a série, nunca se estabilizando, e, na Ultima coleta, a

sua concentracdo estava proxima ao valor da concentragdo inicial.

FIGURA 27 - GRAFICO COM CRESCIMENTO BACTERIANO NO PERCOLADO IMEDIATO DURANTE A SERIE
II

Crescimento bacteriano no percolado imediato - Série II
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A coleta do percolado acumulado teve inicio no quinto dia de experimento;
Pseudomonas aeruginosa € a Escherichia colj, tiveram um comportamento semelhante ao do
percolado imediato apenas com os valores das concentracdes um pouco menores, como pode
ser visto na FIGURA 28. E possivel notar que o valor da concentragdo de £. coli chegou a 2,0 x
10' UFC/mL no final do experimento, demonstrando que sua sobrevivéncia no percolado
acumulado ¢ limitada. Esse comportamento ndo ocorreu com S, gureus, pois o valor dele, em
geral, manteve-se superior em comparacao ao percolado imediato e, da mesma maneira que no
percolado imediato, ele ndo se estabilizou em nem um momento.

Da mesma maneira que na série I, na série II ndo foi possivel fazer uma relagao entre
oscilacdes na concentracdo de microrganismos com as oscilacoes de pH e OD, tanto no
percolado imediato quanto no acumulado. Em alguns momentos, como no dia 6, ocorreu

diminuicdo no pH do percolado imediato e na concentracdo de S. aureus, entretanto esses fatos
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nao devem ter relagao pois no 15° dia, houve uma diminuicao ainda maior no pH e nao teve

efeito sobre a concentragao da bactéria. O mesmo pode ser dito sobre as oscilagoes de OD.

FIGURA 28 - GRAFICO COM CRESCIMENTO BACTERIANO NO PERCOLADO ACUMULADO DURANTE A
SERIE II

Crescimento bacteriano no percolado acumulado - Série II
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FIGURA 29 - GRAF,ICO DE COMPARACAO DAS CONCENTRACOES DO PERCOLADO IMEDIATO COM O
RESIDUO

Comparacao entre concentragoes - Série 11
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Ao se fazer uma comparacdao entre as concentracOes inicial e final do percolado
imediato e a concentragdo de microrganismos presentes no residuo, FIGURA 29, tem-se que a
concentracdo de P. aeruginosa e S. aureus presentes no residuo apds 33 dias estava superior
ao da coletada no ultimo dia do experimento e maior até que a concentracdo inicial (primeiro
percolado), como ocorrido na série I.

Ja a E. coliteve sua concentragdo no residuo bastante superior a concentracado final do
percolado, mas inferior a sua concentragao inicial, isso demonstra de maneira mais clara que a
E. coli consegue sobreviver num residuo com auséncia de alimentos e fezes, porém, isso ndo
ocorre no percolado, o que fica mais claro ao se comparar o grafico acima (FIGURA 29) com a

concentracao final do percolado acumulado demonstrado na FIGURA 28; ou seja, o percolado
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possuia uma menor quantidade de nutrientes necessarios a sua sobrevivéncia, além da

possibilidade de adesdo ao material sélido por meio do glicocalice.

4.5.3 - Série III

A terceira série do experimento teve duracao de 32 dias, com o inicio de coleta do
percolado imediato no terceiro dia de experimento e, a coleta do percolado acumulado, iniciou-
se no nono dia de experimento.

Analisando-se a FIGURA 30, observa-se que P. aeruginosa e E. coli nao tiveram
crescimento real, mas o S. aureus teve. A P. aeruginosa apresentou um leve decaimento da
concentracdo frente a inicial, mais de maneira geral estabilizou-se até o final do experimento. A
E. coli apresentou durante o experimento um decaimento continuo. Da mesma maneira que nas
outras séries 0 S. agureus ndo se estabilizou, mas apresentou um comportamento um pouco
mais estavel comparado as outras séries, apresentando sua concentracdo final superior a

concentracao inicial.

FIGURA 30- GRAFICO COM CRESCIMENTO BACTERIANO NO PERCOLADO IMEDIATO DURANTE A SERIE
III
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Analisando a FIGURA 31 em que s3o apresentadas as concentracoes dos
microrganismos do percolado acumulado, observa-se que apenas S. agureus teve um
crescimento real, entretanto apresentou pouca oscilacgdo quando comparada com as séries I e
II. A concentracdo de P. aeruginosa manteve-se estavel durante toda a série, apresentando um
leve crescimento. £. coli ndo teve sua concentracdo estabilizada, mas apresentou um constante

declinio.
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FIGURA 31 - GRAFICO COM CRESCIMENTO BACTERIANO NO PERCOLADO ACUMULADO DURANTE A
SERIE III

Crescimento bacteriano no percolado acumulado - Série III
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Seguindo o que foi observado nas séries I e II, as oscilagdes que ocorreram nas
concentragdes dos microrganismos novamente parecem nao ter relagdo com as oscilagdes de
pH e OD, tanto para o percolado imediato quanto acumulado. Por exemplo, no percolado
acumulado, a concentracdo de S. aureus aumentou no inicio da coleta, da mesma maneira que
verifica-se um aumento na concentracao de OD, entretanto, entre os dias 29 e 31, onde a
concentracdo apresentou uma queda, a concentracdo de oxigénio dissolvido manteve-se
constante.

Na FIGURA 32 é possivel observar que apenas o S. aureus apresentou uma
concentracdo no residuo superior a inicial € ao percolado coletado no Udltimo dia do
experimento. Ja a £ coli e P. aeruginosa tiveram sua concentragdo no residuo superior a
concentracdo final do percolado, mas inferior a sua concentracdo inicial, ou seja, também nesta
série a concentragdo de microrganismos presentes no residuo, apos 32 dias de experimento foi

superior aquela obtida no percolado coletado no ultimo dia.

FIGURA 32 - GRAF,ICO DE COMPARACAO DAS CONCENTRACOES DO PERCOLADO IMEDIATO COM O
RESIDUO

Comparacao entre concentragoes - Série III
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Dos microrganismos em estudo, Pseudomonas aeruginosa apresentou a maior
concentracdo de todos os microrganismos pesquisados. Esse crescimento diferenciado de A
aeruginosa pode estar relacionado a sua grande versatilidade metabdlica, ndo sendo
necessarios fatores organicos especificos de crescimento, podendo usar mais de 30 compostos
organicos para o seu desenvolvimento. Uma evidéncia de sua baixa necessidade nutricional é
que este microrganismo freqiientemente cresce em agua destilada (TODAR, 2000). Outra razdo
¢ a facilidade que essa espécie tem em se aderir ao biofilmes, ou seja, fica aderida ao biofilme
na superficie do percolado acumulado. Embora Pseudomonas aeruginosa tenha apresentado
uma concentragdo mais elevada, ndo foi constatado crescimento real nas séries II e III do
percolado imediato e na série II do percolado acumulado.

Além das razOes citadas anteriormente, pode ter ocorrido uma competicao
interespecifica devido a producdo dos pigmentos piocianina e pioverdina, produzidos por grande
parte das variedades de P. aeruginosa. Esses pigmentos retardam o crescimento de algumas
bactérias, podendo, desta maneira, facilitar a colonizacdo de P. aeruginosa. (GILLIGAN, 1995;
KONEMAN et. al, 1997; TODAR, 1997c; TOLEDO e TRABULSI, 1999). Este comportamento
diferenciado de P. aeruginosa reflete sua condicdo de organismo de vida livre, resistente a
agressdes do meio e com necessidades nutricionais minimas, inclusive alimentando-se de
produtos oriundos do metabolismo das demais espécies. Estes fatores podem justificar o
crescimento menor de S, gureus e principalmente E. coli que ndo sao encontrados no meio
ambiente, mas sim sdo habitantes da flora bacteriana de seres vivos. A E. coli necessita de um
habitat mais especifico, por ser encontrada na flora intestinal de animais de sangue quente,
podendo justificar o constante declinio em ambos os percolados, mais notadamente no
percolado acumulado. Os trabalhos apresentados por GERBA (1996), apresentaram uma alta
concentracdo de coliformes mesmo apds anos de acompanhamento por ser realizado em aterro
doméstico, com alta concentracdo de fraldas e, conseglientemente, matéria fecal, que fornece
condigGes para sobrevivéncia e reproducado dessa espécie.

Os trabalhos anteriores publicados por SOARES et al/ (2001) confirmam o
desenvolvimento mais acentuado de P. aeruginosa em relacao aos demais microrganismos,
para os ensaios com o percolado acumulado. Entretanto, os resultados divergem para as
concentracoes de S. aureus, quando os autores registraram indices bem inferiores aos
apresentados neste trabalho.

Ao comparar os resultados obtidos para os percolados imediato e acumulado, constata-
se semelhangas no comportamento das bactérias em todas as séries, sendo as mais acentuadas
aquelas observadas entre as séries I para S. aureus e entre as séries II e III para £. colie P.
aeruginosa. E importante salientar que independente do modelo de crescimento apresentado
pelas espécies bacterianas nos experimentos realizados, todas as trés espécies permaneceram
vidveis durante o periodo de experimentacdo, para as condicOes testadas, ou seja, temperatura
de 25°C e pH na faixa de 6,3 a 8,5.
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Analisando o grafico da FIGURA 31 fica visivel que Escherichia coli teve uma evolugdo
similar ao longo do tempo em todas as séries, 0 que se evidencia ainda mais nas séries II e III
do percolado imediato. Verifica-se, ainda, um crescimento discreto no inicio da série I, porém
ao final das séries a concentracdo de £. coli sempre decai. Ao comparar este comportamento
com a série isolada, tem-se que elas foram semelhantes variando apenas o valor da
concentracdo. A mesma tendéncia de comportamento pode ser observada no percolado
acumulado, FIGURA 30, apesar de nao tdo similar quanto no imediato.

Nos resultados apresentados por SOARES et a/. (2001), também, pode-se constatar um
decaimento na concentracao de £, coli ao longo do tempo. Uma possivel explicagdo para a
baixa concentracao de £. coli ao final dos experimentos esta ligada ao fato deste microrganismo
pertencer a microbiota enddgena de animais de sangue quente, o que em condigdes

ambientais, quando o meio ndo é o mais favoravel, acaba interferindo no seu desenvolvimento.
4.5.4 Comparagdo do Comportamento de Cada Espécie nas Séries.

A seguir é realizada uma analise do comportamento de cada microrganismo em todas
as séries. Dessa maneira, as FIGURAS 33 e 34 mostram o comportamento de Escherichia coli
nas séries I, II, III e na série isolada, do percolado imediato e acumulado, respectivamente; as
FIGURAS 37 e 38 referem-se a Pseudomonas aeruginosa e as FIGURAS 39 e 40 referem-se a
Staphylococcus aureus.

As FIGURAS 33 e 34 mostram claramente que Escherichia coli seguiu um padrdo em
todas as séries, apesar da variacdo na concentracao de unidades formadoras de col6nias e, em
ambos os percolados, ha uma queda mais lenta na concentracdo quando a bactéria estd
sozinha, demonstrando que as outras bactérias afetam seu comportamento, ou seja, ela leva
desvantagem na competicdo. Na FIGURA 33, que se refere ao percolado imediato, fica clara a
tendéncia de diminuicdo constante até o final do experimento. A diferenga na concentragdo da
bactéria na série isolada com as outras séries € visivel, principalmente em relagdo a série I g,
considerando-se que foram realizadas sob as mesmas condigGes, é possivel que essa diferenca
seja devido a competicdo com as outras espécies, entretanto, também é claro que, a
diminuicdo na concentracdo ao longo do tempo ¢é devido as caracteristicas da bactéria, pois foi
a tendéncia em todas as séries.

Na FIGURA 34 observa-se que a queda na concentracdo na série isolada estava
ocorrendo mais lentamente do que nas séries I a III e ela se manteve numa concentragao
superior, da ordem de 107, enquanto, no vigésimo dia de experimento, nas outras séries, a
concentracdo estava bem mais baixa, da ordem de 10° a 10* UFC/mL. Isto demonstra que
quando o percolado é armazenado, como em uma lagoa de estabilizacdo, £. coli nao tem o
mesmo desempenho, seja pela competicao, seja pela facilidade que as outras bactérias tém em

absorver os nutriente necessarios ao desenvolvimento.
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Pelo fato dessa bactéria viver normalmente em um pH entre 4.4 e 9.0, com um pH
otimo entre 6,0 e 7,0 ndo é provavel que os valores de pH, que ficaram entre 6,0 e 8,0 tenham
afetado o seu comportamento, bem como a temperatura que estd dentro de sua faixa ideal, e
mesmo O oxigénio, posto que sdo anaerdbios facultativos. Dessa maneira, foi possivel
excluirmos os parametros fisicos como tendo influéncia sobre seu comportamento.

Assim, o ambiente tem como desvantagem a baixa oferta de matéria-organica, o fato
dela estar no meio ambiente e a presenga de outras bactérias que estdo acostumadas a viver
externamente ao corpo humano, no caso de Pseudomonas aeruginosa, que nao tem
necessidade de uma grande variedade de nutrientes para sua manutencao e reproducao.
Entretanto, é importante frisar que, apesar da queda na concentracdo, apds os cerca de 31 dias

de experimento das séries I a III, ela ndo caiu a zero.

FIGURA 33 - GRAFICO COM CONCENTRACOES DE Escherichia coliDO PERCOLADO IMEDIATO

Escherichia coli - Imediato
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FIGURA 34 — GRAFICO COM CONCENTRAGOES DE Escherichia coli DO PERCOLADO ACUMULADO

Escherichia coli - Acumulado
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O comportamento nas trés séries de P. aeruginosa no percolado imediato (FIGURA 35)
foi idéntico, mantendo-se estavel durante todo o experimento. Ao comparar a série isolada com
as demais se tem um comportamento semelhante, entretanto, o crescimento foi superior,
indicando a possibilidade de uma interferéncia no seu crescimento pelas outras bactérias.

A mesma tendéncia pode ser observada no percolado acumulado (FIGURA 36), onde a
concentragdo manteve-se estavel durante todo o experimento. O comportamento da série
isolada foi semelhante ao da série I, diferindo apenas o valor das concentracdes, superior na
série isolada. Uma das justificativas para a alta concentracao da bactéria, principalmente na
série isolada, € a sua baixa necessidade nutricional além de poderem sobreviver em ambiente
Umido e aquatico.

Da mesma maneira que nas séries isoladas, ndo € provavel que os valores de pH, que
ficaram entre 6,7 e 7,28 no percolado imediato e 7,2 e 7,78 no percolado acumulado tenham
afetado o seu comportamento, bem como a temperatura que esta dentro de sua faixa ideal, e
mesmo o0 oxigénio, posto que sdo anaerdbios facultativos. Dessa maneira, foi possivel

excluirmos os parametros fisicos como tendo influéncia sobre seu comportamento.
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FIGURA 35 - GRAFICO COM CONCENTRAGOES DA Pseudomonas aeruginosa DO PERCOLADO IMEDIATO

Pseudomonas aeruginosa - Imediato
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FIGURA 36 — GRAFICO COM CONCENTRACOES DA Pseudomonas aeruginosa DO PERCOLADO
ACUMULADO

Pseudomonas aeruginosa - Acumulado
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Ao fazer uma analise do resultado obtido na FIGURA 37, verifica-se que a concentracdo
final de Staphylococcus aureus foi sempre superior a inicial para todas as séries do percolado
imediato, com excecdo da série isolada, que apresentou um declinio acentuado durante os 20
dias de experimento. Constata-se, ainda, que a concentracdao desse microrganismo manteve-se

superior a inicial durante toda a série III e, em praticamente quase toda a série II.
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Os resultados obtidos no percolado acumulado, FIGURA 38, foram semelhantes apesar
do valor das concentracdes estarem superiores aos do percolado imediato, e verificou-se
também que a série isolada apresentou a mesma linha de tendéncia da série II, durante os 20
dias em que foi realizado o experimento.

A oscilacao no comportamento de S. aureus nas séries I a III é explicada devido a
estrutura das colbnias. Isso porque a bactéria, em formato de coco, tende a formar
agrupamentos, principalmente no formato de cachos de uva. Assim, ao espalhar o percolado
sobre o meio de cultura, possivelmente essas col6nias foram quebradas das mais diferentes
maneiras. Uma maneira de evitar essa oscilagao seria padronizar os segundos em que o tubo
de ensaio é agitado no vértex e o tempo que o percolado é distribuido na placa.

Comparando-se esses resultados aos obtidos por SILVA (2000), verifica-se similaridade
em apenas uma série de experimentacdo, quando a concentragao final de S. aureus também
superou a inicial. Entretanto, isso ndo ocorreu nos outros experimentos realizados pelo autor.
SILVA (2000) analisou o crescimento bacteriano no residuo hospitalar infeccioso padrao e nao
no percolado.

Os resultados obtidos para S. aureus também divergem dos encontrados por SOARES
et al (2001) nas séries I, II e III, que constataram um decréscimo na concentracao de S.
aureus do inicio ao fim dos experimentos. Esses autores, também, analisaram o percolado de
residuo hospitalar infeccioso padrao, porém os seus ensaios tiveram uma duragao menor e eles
optaram pela saturagao do residuo, o que certamente ocasionou essa diferenga nos resultados.
Um resultado semelhante sé foi obtido com a série em que a S. aureus esteve isolado. A série
isolada causou surpresa pois este ndo era o resultado imaginado, mas, infelizmente ndo houve
tempo suficiente para realizacdo de outra série isolada de S, aureus para sabermos se esse

comportamento se repetiria.
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FIGURA 37 - GRAFICO COM CONCENTRAGOES DE Staphylococcus aureus DO PERCOLADO IMEDIATO
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FIGURA 38 - GRAFICO COM CONCENTRACOES DE Staphylococcus aureus DO PERCOLADO ACUMULADO
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FIGURA 39 - GRAFICO DE COMPARACAO DAS CONCENTRACOES DO PERCOLADO IMEDIATO DAS SERIES
ISOLADAS COM O RESIDUO
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Da mesma maneira que nas outras séries, as oscilagbes de pH e OD ndao podem ser
relacionadas as concentracdes de S. aureus durante a fase isolada.

Ao se fazer uma comparagdo entre as concentragoes inicial e final e no residuo das
séries isoladas, as concentracbes de AP. aeruginosa e E. coli no residuo foram praticamente
idénticas a concentracdo inicial e superior a concentracdo final do percolado (FIGURA 39).

Na série com S, aureus observa-se que a concentragao inicial foi superior a
concentracdo do residuo, e esta foi superior a concentracdo final. Isso demonstra que a
capacidade de ades3ao das bactérias ao residuo é bastante alta. Em todas as séries a
concentracdo desta bactéria no residuo foi superior a encontrada no percolado na Ultima coleta,

demonstrando a sua capacidade de adesédo ao residuo.

4.5.5 Ades3ao dos Microrganismos ao Residuo Infeccioso Padronizado

Com o emprego da Microscopia Eletronica de Varredura foi possivel conferir a adesdo
de E. coli e P. aeruginosa as fragbes do residuo. Infelizmente, quando foi realizado o contato
com a Universidade Federal do Parana, em Curitiba, a série com S. aureus ja tinha sido
realizada e ndo foi possivel conferir.

As fotos a seguir demonstram a adesdo das bactérias aos componentes do residuo, no
caso esparadrapo, gaze e plastico ndo filme.

As FIGURAS 40 e 41 apresentam E£. coli e as FIGURAS 42 e 43 apresentam P.
aeruginosa, respectivamente, quando fotografadas em Microscopia Eletrénica de Transmissao.

A primeira vista pode-se pensar que as fotos de £ coli ndo estdo bem definidas,
entretanto, essa “falta de nitidez” ocorre pela presenca do glicocdlice, ja descrito no

levantamento bibliografico (item 2.4.1), que pode ser notado em ambas fotografias, 40 e 41.
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FIGURA 40- FOTOGRAFIA DE MICROSCOPIA,ELETRC)NICA DE TRANSMISSAO MOSTRANDO A BACTERIA
E. coli, PROVENIENTE DE RESIDUO HOSPITALAR INFECCIOSO PADRONIZADO

E 3 Pt
: Biias g atl R Sl bian —
Foto realizada no Centro de Microscopia Eletronica (CME), UFPR. Técnica de Parlédio.

FIGURA 41 — FOTOGRAFIA DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO COM DUAS BACTERIAS £,
coli PROVENIENTES DE RESIDUO HOSPITALAR INFECCIOSO PADRONIZADO

L
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Foto realizada no Centro de Microscopia Eletronica (CME), UFPR. Técnica de Parlodio.

As FIGURAS 42 e 43 mostram individuos de P. aeruginosa. Notar que a FIGURA 42
mostra o momento final da divisao celular.
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FIGURA 42 - FOTOGRAFIA DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO MOSTRANDO
Pseudomonas aeruginosa PROVENIENTE DE RESIDUO HOSPITALAR INFECCIOSO

PADRONIZADO
4 MAIE A e 'i
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Foto realizada no Centro de Microscopia Eletrénica (CME), UFPR. Técnica de Parlédio.

FIGURA 43 — FOTOGRAFIA DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO 'MOSTRANDO TRES
BACTERIAS Pseudomonas aeruginosa PROVENIENTES DE RESIDUO HOSPITALAR
INFECCIOSO PADRONIZADO

Foto realizada no Centro de Microscopia Eletronica (CME), UFPR. Técnica de Parlodio.

A adesdo dos microrganismos ao residuo pode ser verificada pelas figuras a seguir:

tanto £ coli quanto P. aeruginosa estavam presentes em pequenos fragmentos do residuo
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retirados, e P. aeruginosa estava em concentragao superior que a de £ colj, tanto no material
analisado em microscopia, quanto no residuo, como foi demonstrado na FIGURA 39. A
aderéncia de P. aeruginosa ao residuo deve-se, possivelmente, as estruturas extracelulares
como o pili, além da capacidade que a espécie tem de se manter sobre biofilmes, mesmo apos
as varias lavagens com substancias sofridas que os materiais sofreram para serem analisados.
No caso de E. coli, pelas fotos fica claro o formato de bacilo. A FIGURA 44 mostra as
bactérias sobre o esparadrapo; as FIGURAS 45 e 46 mostram diversos individuos sobre uma
fibra de gaze, vistos em microscopia eletrénica de varredura (M.E.V.). E interessante observar
que elas tendem a se concentrar em uma dada area, ou seja, formando colbnias; a
concentracdo muda conforme o local, ndo havendo uma alta concentracdo, como vista na
FIGURA 45 em todo o material. Em muitos locais a concentragdo estava como na primeira fibra,
de baixo para cima, da FIGURA 46. Dos materiais analisados, a menor concentracao sobre o
material foi a encontrada no plastico, que é um material mais liso, o que pode dificultar a
adesdo das bactérias ao material. As FIGURAS 47 e 48 mostram bem essa realidade. Notar que
na FIGURA 48 a concentracdo das bactérias ndo é tdo alta quanto nos outros materiais

analisados

FIGURA 44 — FOTOGRAFIA DE Escherichia colf SOBRE UM FRAGMENTO DE ESPARADRAPO PROVENIENTE
DE RESIDUO SOLIDO HOSPITALAR INFECCIOSO PADRONIZADO VISTAS EM M.E.V..
AUMENTO DE 1853X

Foto realizada no Centro de Microscopia Eletronica (CME), UFPR.
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FIGURA 45 — FOTOGRAFIA COM BACT ERIAS Escherichia coli SOBRE UM FRAGMENTO DE GAZE
PROVENIENTE DE RESIDUO HOSPITALAR INFECCIOSO PADRONIZADO, VISTAS EM
M.E.V. AUMENTO DE 1010X

Foto realizada no Centro de Microscopia Eletronica (CME), UFPR.

FIGURA 46 — FOTOGRAFIA COM BACT ERIAS Escherichia coli SOBRE UM FRAGMENTO DE GAZE
PROVENIENTE DE RESIDUO HOSPITALAR INFECCIOSO PADRONIZADO, VISTAS EM
M.E.V.. AUMENTO DE 1262X.

Foto realizada no Centro de Microscopia Eletronica (CME), UFPR.
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FIGURA 47 - FOTOGRAFIA COM BACT ERIAS Escherichia coli SOBRE UM FRAGMENTO DE PLASTICO
PROVENIENTE DE RESIDUO HOSPITALAR INFECCIOSO PADRONIZADO, VISTAS EM
M.E.V.. AUMENTO DE 1853X.

entro de Microscopia Eletronica (CME), UFPR.

Foto realizada no C

FIGURA 48 — FOTOGRAFIA COM BACT ERIAS Escherichia coli SOBRE UM FRAGMENTO DE PLASTICO,
PROVENIENTE DE RESIDUO HOSPITALAR INFECCIOSO PADRONIZADO, VISTA EM M.E.V..
AUMENTO DE 1853X.

Foto realizada no Centro de Microscopia Eletronica (CME), UFPR.

As FIGURAS 49 a 54 mostram a disposicao de Pseudomonas aeruginosa sobre o residuo
analisado. Primeiramente, nessas fotos fica claro o formato de bastonetes da bactéria e, é
interessante observar que, em tais materiais, sua adesao é superior a de Escherichia coli, Dos
materiais analisados, a menor concentracdo das bactérias foi sobre a gaze, FIGURA 51;

entretanto o material estava bastante fragilizado antes da analise e sé foi revelada uma das
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fotos tiradas, e, quando o feixe de luz passava através do material, as fibras se rompiam, nao
sendo possivel fotografar outras areas do material, e, para evitar o rompimento das fibras,
optou-se por observar usando aumento menor (1704x). As FIGURAS 49, 50 e 51 s3o das
bactérias sobre o esparadrapo; apesar da baixa concentracdo na FIGURA 49, nas outras duas
fotos a concentracdo estava bastante alta e, principalmente na 51 fica claro como elas estao
concentradas em um determinado local, formando as col6nias. Essa diferenca entre as 3 fotos,
guanto a concentragcdo é para demonstrar que a disposicdo delas sobre o material difere
conforme a area. A FIGURA 52 mostra bactérias sobre um fragmento de gaze, e é possivel que
esse material estava bastante fragilizado, pois se rompeu facilmente quando ocorreu a
passagem do feixe de elétrons sobre ele. As FIGURAS 53 e 54 mostram a existéncia de colonias
inclusive no plastico, o que nao foi detectado em tao alta concentracdo no material com E£. col.

Notar, na FIGURA 56, a concentracao maior de bactérias em uma area do material.

FIGURA 49 — FOTOGRAFIA COM BACTERIAS Pseudomonas aeruginosa SOBRE UM FRAGMENTO DE
ESPARADRAPO, PROVENIENTE DE RESIDUO HOSPITALAR INFECCIOSO PADRONIZADO,
VISTA EM M.E.V.. AUMENTO DE 1568X

Foto realizada no Centro de Microscopia Eletronica (CME), UFPR.
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FIGURA 50 - FOTOGRAFIA COM P. aeruginosa SOBRE UM FRAGMENTO DE ESPARADRAPO,
PROVENIENTE DE RESIDUO HOSPITALAR INFECCIOSO PADRONIZADO, VISTAS EM
M.E.V., AUMENTO DE 1853 VEZES

Foto realizada no Centro de Microscopia Eletronica (CME), UFPR.

FIGURA 51 — FOTOGRAFIA MOSTRANDO P. aeruginosa SOBRE UM FRAGMENTO DE ESPARADRAPO,
PROVENIENTE DE RESIDUO HOSPITALAR INFECCIOSO PADRONIZADO, VISTAS EM
M.E.V.. AUMENTO DE 1853X

Foto realizada n
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FIGURA 52 — FOTOGRAFIA MOSTRANDO PA. aeruginosa SOBRE UM FRAGMENTO DE GAZE, PROVENIENTE
DE RESIDUO HOSPITALAR INFECCIOSO PADRONIZADO, VISTAS EM M.E.V.. AUMENTO DE
1704X. NOTAR QUE MATERIAL ESTA BASTANTE FRAGILIZADO

Foto realizada no Centro de Microscopia Eletronica (CME), UFPR.

FIGURA 53 - FOTOGRAFIA MOSTRANDO P. aeruginosa SOBRE UM FRAGMENTO DE PLASTICO,
PROVENIENTE DE RESIDUO HOSPITALAR INFECCIOSO PADRONIZADO, VISTA EM M.E.V..
AUMENTO DE 1782X

Foto realizada no Centro de Microscopia Eletronica (CME), UFPR.
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FIGURA 54 — FOTOGRAFIA DE P. aeruginosa SOBRE UM FRAGMENTO DE PLASTICO, PROVENIENTE DE
RESIDUO HOSPITALAR INFECCIOSO PADRONIZADO, VISTAS EM M.E.V.. AUMENTO DE
1853X.

Foto realizada no Centro de Microscopia Eletronica (CME), UFPR.

Apesar do experimento ter sido realizado em laboratério, com as séries utilizando a
mesma composicdo de residuo e a mesma metodologia, cada série teve seu proprio
comportamento, tanto devido aos valores de concentracdo inicial como também o fato das
bactérias ndo serem as mesmas, apesar de serem originadas da mesma cepa padronizada. A
diferenca quanto ao dias necessarios para formacado do percolado possivelmente ocorreu por
uma distribuicdo um pouco diferenciada da agua no residuo, além de uma diferenca na maneira
como o residuo foi colocado no reator, por vezes, podendo ser um pouco mais compactado que
outras. Assim, é possivel tracar as linhas gerais de comportamento das espécies durante o
trabalho.

Nas condigdes ja descritas, com parametros monitorados diariamente é possivel
perceber que um residuo, mesmo na auséncia de alimentos e fezes tem sua populacao
microbiana mantida, tanto no residuo quanto no percolado formado. Isto pode servir de alerta
para que se atente a disposicdo deste tipo de residuo a céu aberto, em conjunto com outros
residuos, pois apesar de nao ter sido verificado uma explosao populacional, a concentracdo se
manteve constante, mesmo quando n3ao ha matéria organica presente no residuo. As fotos em
microscopia eletrénica de varredura mostraram que 0s microrganismos E£. coli e P. aeruginosa
possuem alta capacidade de adesdo ao residuo, inclusive a materiais como o plastico nao filme
utilizado, que, macroscopicamente, tem uma aparéncia lisa e a adesao de tantas bactérias nele
causou surpresa a todos. Nos outros materiais ja se esperava uma adesdo, mesmo assim,
surpreendeu, tendo em vista que se tratam de cepas provenientes de laboratorio e ndo cepas
de estabelecimentos de salide, que possuem uma maior capacidade de sobrevivéncia no meio.
Trabalhos como este ndo podem ser extrapolados como reproducao fiel do que ocorre no meio

ambiente, por ser um sistema muito bem delimitado, mas pode servir de base para outros
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estudos realizados no meio ambiente, que sdao bastante escassos, principalmente no Brasil,
onde, como ja dito diversas vezes durante o trabalho, 89% de todo residuo produzido é
disposto a céu aberto. A afirmacdo de que, em aterro, a temperatura média alcancada de 60°C
destréi os microrganismos € valida para aterros sanitarios, que sao locais adequados para
disposicdo de residuo, com sistema de coleta de chorume, saida para gases formados,
cobertura da massa de residuo que evita proliferagdo de vetores de doengas, mas que,

infelizmente, corresponde a poucos casos no Brasil.
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5 CONCLUSOES

Os dados levantados em literatura demonstram que o assunto Residuos Sdlidos de
Servicos de Salde engloba varias questoes e necessita do empenho de profissionais de diversas
areas do conhecimento, sendo poucos trabalhos realizados sobre o comportamento dos
microrganismos, tanto na massa do residuo quanto no chorume. A dificuldade ocorre inclusive
em encontrar a definicdo de uma metodologia a ser empregada, razdo pela qual foi necessario
o desenvolvimento de uma metodologia, em etapa anterior a este trabalho, realizada pela
equipe LARESO/LACEN, que se mostrou bastante satisfatoria.

Considerando os objetivos propostos e os resultados obtidos, & possivel concluir que os
mesmos foram atingidos, apenas ndo sendo possivel verificar o tempo de viabilidade dos
microrganismos no residuo, entretanto, € possivel afirmar que é superior a 30 dias.

O acompanhamento do comportamento das bactérias por um periodo superior a 30
dias, além do acompanhamento das bactérias nas séries isoladas permite concluir que:

Das espécies estudadas, a E£scherichia coli foi a que apresentou um decaimento em
relagdo a concentracao inicial do percolado, provavelmente pelo fato de ser uma bactéria
enddgena, o residuo infeccioso padronizado ndo oferece condicdes adequadas a reproducao e
aumento de sua populagdo, pois, mesmo quando observada isoladamente, ela apresenta uma
gueda em sua concentracdo, apenas um pouco mais lenta, demonstrando que ha competicdo
entre as espécies, entretanto, a competicdo ndo € a Unica razao pelo seu comportamento.

A Pseudomonas aeruginosa teve um crescimento superior as demais bactérias em todas
as séries, tanto no percolado imediato quanto acumulado, devido a sua grande versatilidade
metabolica e exigéncia nutricional minima, além da possibilidade de ter inibido o crescimento
das outras espécies gracas a producdo de pigmentos, como a piocianina.

O Staphylococcus aureus apresentou um crescimento real em 2 das 3 séries, entretanto
a baixa concentracdo, quando comparada a encontrada no residuo pode ser devido a alta
capacidade de adesdo do microrganismo ao residuo, além da possibilidade de ser prejudicada
pela competicdo com os outros. Infelizmente, n3ao foi possivel verificar a adesao dessas
bactérias ao residuo em microscopia eletronica de varredura.

Em todas as séries, a concentragdo de S, aureus no residuo foi superior as
concentragoes inicial e final do percolado imediato. A opgdo pela ndo saturacdo do residuo,
como realizado no trabalho anterior, proporcionou um comportamento diferenciado de S.
aureus, que sempre esteve em constante queda, mas neste trabalho nao foi observado isso, a
nao ser na série isolada, que teve um comportamento diferenciado.

A andlise final do residuo, outro objetivo plenamente atingido, apresentou
concentracoes elevadas para todas as bactérias pesquisadas, inclusive P. aeruginosa e S.
aureus apresentaram uma concentracdo no residuo superior a concentracgdo inicial do percolado
imediato. Apenas £. coli ficou com a concentragado no residuo inferior a do percolado inicial em

duas das trés séries. Com relacdo a concentracdo no residuo das bactérias cultivadas
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isoladamente, apenas S. aureus teve uma concentracao no residuo inferior a inicial, entretanto,
o comportamento, repetindo mais uma vez, foi totalmente adverso neste série. As analises
realizadas em microscopia eletronica de varredura no residuo das séries isoladas de £. colie P.
aeruginosa ilustraram muito bem a adesao delas ao residuo.

Com relacdo aos parametros monitorados, o objetivo era verificar se as mudancas nas
concentracdes de pH e de Oxigénio Dissolvido eram seguidas por oscilagdes na concentragdes
das bactérias, e, durante o trabalho foi possivel verificar que as variagbes destes parametros
monitorados parecem nao ter relagdo com as oscilagdes das concentracdes das bactérias.

Independente do modelo de crescimento apresentado, todas as trés espécies de
bactérias provenientes de cepas de laboratdrio permaneceram viaveis durante todo o periodo
de experimentagdo, para as condicOes testadas, ou seja, temperatura de 25°C e pH na faixa de
6,3 a 8,5.

Portanto, tanto o residuo como os percolados apresentam condicoes de sobrevivéncia e
reproducdo aos microrganismos estudados, sendo necessarios cuidados na manipulacdo do
RSSS, desde a coleta interna até a destinacgdo final do residuo, com os devidos cuidados para
nao entrar agua nos sacos branco leitosos para evitar a formagdo de percolado, além da coleta
do chorume produzido no local de destinacao final, pois, mesmo sem matéria organica, as
bactérias podem se manter vidveis e podem vir a causar problemas a salde caso entrem em
contato com seres vivos ou mesmo se atingirem corpos d'agua, sendo necessario estudos
epidemioldgicos nessa area.

Como recomendacdes para trabalhos futuros, ha algumas possibilidades bastante

interessantes:

a) Utilizacdo de cepas provenientes de hospitais, que pode resultar em
comportamento diferenciado por possuirem resisténcia;

b) Utilizacdo da mesma metodologia, mas com bactérias diferentes, que estdo
presentes no residuo de servico de saude, que aos poucos formaria um
banco de dados para depois, realizar um trabalho com o residuo /n natura e
comparar as diferencas;

C) Utilizacdo de residuo in natura, monitorando-o por um periodo superior e

verificar 0 comportamento de uma maior gama de microrganismos, com 0s

devidos cuidados de biosseguranca.
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