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RESUMO

QUINTAES, Bianca Ramalho Quintaes. Estudo bacteriolégico em aterro experimental: avaliagdo da
codisposicdo de residuos sdlidos domiciliares e de residuos sélidos de servico de saide. Rio de
Janeiro, 2013. Tese (Doutorado em Processos Quimicos e Bioquimicos) - Escola de Quimica,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013.

Dentre os diferentes tipos de residuos gerados pelo homem, os produzidos nos servicos de
atendimento a sadde t€m merecido maior ateng¢do nos ultimos anos, principalmente, pelas discussoes
geradas pelo seu tratamento e disposicdo final. O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos da
codisposicdo de residuos solidos domiciliares e de residuos sélidos de servico de saide na microbiota
do lixiviado gerado em células de aterro experimental. Para isso, foram construidas trés unidades de
confinamento de residuos diferenciadas pelo percentual de residuos sélidos domiciliares (RSD) e
residuos sélidos de servicos de saide (RSS): Célula RSD (100% de residuos sélidos domiciliares);
Célula RSS (100% de residuos sdlidos de servigco de saide) e Célula COD (célula que simula
codisposicdo contendo 98% de residuos s6lidos domiciliares e 2% de residuos sélidos de servigo de
saude). Além das verificagdes diarias de volume de lixiviado gerado, temperatura e pH, as
modificagdes da microbiota dos lixiviados das células foram acompanhadas ao longo de 810 dias de
confinamento através de métodos dependentes de cultivo (andlises quantitativas de indicadores de
contaminacdo ambiental e pesquisa de enterobactérias e de Staphylococcus aureus) e de métodos
independentes de cultivo (eletroforese em gel com gradiente de desnaturagdo — DGGE-PCR). Foi
avaliado o padrdo de susceptibilidade aos antimicrobianos e a atividade inibitéria dos lixiviados
gerados nas células. A caracterizacdo microbioldgica dos lixiviados das células mostrou que ndo ha
diferencas estatisticamente significativas quanto aos valores de coliformes totais, Escherichia coli,
enterococos e Pseudomonas aeruginosa entre as células durante o periodo avaliado. As seguintes
enterobactérias de importancia médica foram identificadas predominantemente nos lixiviados das trés
células: E. coli, Klebsiella pneumoniaea, Enterobacter sp e Proteus mirabilis. Ap6s 810 dias de
confinamento, os lixiviados ndo apresentaram atividade antimicrobiana contra S. aureus, P.
aeruginosa e Salmonella enterica sorovar Choleraesuis. A andlise estatistica dos padrdes de
resisténcia aos antimicrobianos revelou semelhangas significativas entre as trés células. Em
contrapartida, os resultados gerados pela andlise dos agrupamentos dos perfis de DGGE demonstram
que houve baixa similaridade entre as comunidades microbianas presentes nos lixiviados das células,
sugerindo que as microbiotas destas amostras sdo diferentes e que modificaram ao longo do tempo de
confinamento dos residuos. Nas condi¢des estudadas, os resultados obtidos sugerem que ndo houve
diferencas significativas no comportamento das células dando suporte a pratica da codisposicdo de
RSS e RSD.

Palavras-chave: Residuos Sélidos Domiciliares. Residuos Sélidos de Servico de Satide. Codisposicao.

Lixiviado de Aterro. Caracterizagdo Bacterioldgica. DGGE-PCR.



ABSTRACT

QUINTAES, Bianca Ramalho Quintaes. Estudo bacteriolégico em aterro experimental: avaliagdo da
codisposicdo de residuos sdlidos domiciliares e de residuos sélidos de servico de saide. Rio de
Janeiro, 2013. Tese (Doutorado em Processos Quimicos e Bioquimicos) - Escola de Quimica,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013.

Among the different types of wastes generated by man, those produced in healthcare unites have
received increased attention in recent years, mainly because of the discussions generated by their
treatment and final disposal. The objective of this work was to study the effects of co-disposal of
household solid waste and healthcare solid waste in the microbiota of the leachate generated from
landfill experimental cells. For this, three units were built to confine waste, differentiated from each
other by the percentage of household solid waste and healthcare solid waste: RSD Cell (100% of
household solid waste); RSS Cell (100% of healthcare solid waste) and COD Cell (that simulates co-
disposal comprising 98% of household solid waste and 2% of healthcare solid waste). Besides daily
verifications of leachate volume, temperature and pH, changes in the microbiota leachates were
monitored over 810 days of confinement through methods depending on cultivation (quantitative
analysis of environmental contamination indicators microorganisms and trials for Enterobacteriaceae
and Staphylococcus aureus) and cultivation independent methods, based on DNA (denaturin gradient
gel electrophoresis - DGGE). The present work also verified the antimicrobial activity of the leachates
and the presence of antimicrobial resistant microorganisms in them. Comparing the cells, the
microbiological characterization of leachate showed no statistically significant differences for the
values of total coliforms, Escherichia coli, enterococci and P. aeruginosa during the study period. The
following enterobacteria of medical interest have been identified predominantly in the leachate of the
three cells: E. coli, Klebsiella pneumoniaea, Enterobacter sp, and Proteus mirabilis. After 810 days of
confinement, leachate showed no antimicrobial activity against Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa and Salmonella enterica serovar Choleraesuis. Statistical analysis of antibiotic resistance
patterns revealed significant similarities among the three cells. In contrast, the results generated by
analysis of the clusters from the DGGE fingerprinting showed that there was a low similarity between
the bacterial communities present in the leachate cells, suggesting that these samples belonged to
different microbiotas and that they have changed over time of waste confinement. Under the
conditions studied, the results suggest that there were no significant differences in the behavior of
cells, supporting the practice of co-disposal of household solid waste and healthcare solid waste.

Key words: Household Solid Waste. Healthcare Solid Waste. Co-disposal. Leachate.
Bacteriological Characterization. DGGE-PCR.
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1. INTRODUCAO.

Dentre os diferentes tipos de residuos gerados pelo homem, os produzidos nos
servicos de atendimento a saide t€m merecido maior atengdo nos ultimos anos,
principalmente, pelas discussdes geradas pelo seu tratamento e disposicdo final.

Alguns pesquisadores consideram os RSS potenciais agentes de disseminacdo de
microrganismos patogénicos para os seres humanos e outros animais, além de veiculo para
dissemina¢do de marcadores de resisténcia a drogas antimicrobianas (NASCIMENTO et al.,
2009; CHAGAS et al., 2011; ZHANG et al., 2012). Como apoio a essa corrente estdo os
o6rgaos CONAMA, através da RDC 358 (2005) e ANVISA, através da RDC 306 (2004).
Ambas resolucdes versam sobre o gerenciamento dos RSS em todas as suas etapas, exigindo
que os residuos recebam manejo especifico, desde a sua geragdo até a disposicao final e estdo
fundamentadas na andlise dos riscos envolvidos, com focos na prevencdo e no tratamento,
sendo este uma alternativa para dar destinagdo adequada aos residuos com potencial de
contaminacao.

Por outro lado, diversos autores afirmam que ha poucos estudos epidemiologicos
que possam ter seu nexo causal nos residuos sélidos urbanos em geral e nos residuos sélidos
de servico de saude, em particular tornando-se improcedentes as exigéncias em relagdo ao
manejo diferenciado dos RSS (ZANON, 1990; ZANON e EIGENHEER, 1991; RUTALA e
MAYHALL, 1992; FERREIRA, 1997, 2002; SOUZA, 2003; SAINI et al., 2004; CUSSIOL,
2005).

Além disso, os custos necessdrios para estabelecer e manter sistemas eficazes de
tratamento de RSS excedem os recursos disponiveis em determinadas localidades.
Tecnologias avangadas, tais como a incineragdo, a autoclave e forno de micro-ondas, podem
ser inacessiveis ou de alcance limitado por falta de suporte técnico ou de investimentos
(BLENKHARN, 2006). No Brasil, onde sao coletadas cerca de 891 toneladas de residuos
solidos de servico de saide (RSS) por dia (IBGE, 2010), e em diversos paises em
desenvolvimento, as propostas de gerenciamento apontam para a recomendacdo de
incineracdo destes residuos, ou de parte deles. Para Souza (2003), é fundamental adequar o
tratamento de RSS as condi¢des financeiras do Brasil, cabendo a avaliacdo do desperdicio de
recursos com tecnologias de descontaminacdo provavelmente desnecessdrias, baseadas em
critérios de seguranca exagerados.

Nesse contexto, a capacidade de liberar microrganismos e substincias que
comprometem o meio ambiente ndo € inerente aos residuos origindrios dos estabelecimentos

N

relacionados a assisténcia a sadde. Os residuos gerados em domicilio, no comércio e na
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industria, bem como os efluentes das estagdes de tratamento de dguas, sdo conhecidos pela
sua contribui¢do com carga de medicamentos antimicrobianos e saneantes nas aguas residuais
(ALDER et al., 2003) e de microrganismos de diferentes fontes de contaminagdo, como
fraldas, preservativos, absorventes e papéis sanitarios (THREEDEACH et al., 2012), além de
materiais perfurantes e escarificantes (CUSSIOL, 2005).

Quanto a disposicao de residuos s6lidos de servico de satide em aterros sanitarios,
por ser uma medida em desuso nos paises desenvolvidos (BLENKHARN, 2006), pouco se
sabe sobre a microbiota dos residuos sélidos ali depositados. De acordo com os estudos de
Bidone e outros (2005), a codisposi¢do dos residuos solidos urbanos e dos residuos sélidos de
servico de saide deve ser considerada em vista dos baixos valores de microrganismos
presentes neste ambiente.

Como consequéncia da disposicdo dos residuos sélidos em aterro, o lixiviado é
atualmente considerado a emissdo mais impactante sob o ponto de vista ambiental. A
exposicdo do ambiente ao lixiviado pode ocorrer de diferentes formas: através do excesso de
chuvas, do transbordamento descontrolado das lagoas de equalizacdo, de infiltragdes ou por
falhas no tratamento do lixiviado langado nos corpos d“dgua. O impacto do lixiviado de aterro
sobre a microflora e microfauna é determinado por fatores como elevadas concentragdes de
matéria orgénica, e de nitrogénio amoniacal, além de outros contaminantes transportados pela
massa de residuos (LIU et al., 2011). Nesse sentido, o aterro sanitirio se mostra como um
sistema heterogéneo complexo quanto as caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas onde
diferentes microrganismos coexistem e interagem (SZYLAK-SZYDLOWSKI E
KORNILLOWICZ-KOWALSKA, 2011).

As caracteristicas do lixiviado gerado a partir da disposicdo dos residuos sélidos
de servi¢o de satide em aterro sanitdrio podem se assemelhar as dos efluentes hospitalares
(NOVO E MANAIA, 2010). A entrada de bactérias de origem hospitalar em um ambiente
pode representar uma grande fonte de disseminacdo de resisténcia aos antimicrobianos
(PRADO et al., 2008). Os efeitos dos rejeitos hospitalares (esgoto e dguas residudrias) e
urbanos no meio ambiente estdo associados as falhas no tratamento destes efluentes e a
liberagdo de microrganismos e de substancias quimicas e moléculas orgénicas capazes de
alterar as caracteristicas dos ecossistemas (CHAGAS et al., 2011).

Particularmente, a ocorréncia de agentes antibacterianos no ambiente aumenta a
preocupacdo quanto aos riscos ambientais e a disseminagdo de resisténcia antimicrobiana
entre os microrganismos (CHAGAS et al, 2011). Se os produtos com atividade

antimicrobiana transportados para o meio ambiente a partir de fonte humana ou animal
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selecionam estirpes de bactérias resistentes aos antimicrobianos s@o assuntos nao resolvidos
(CHANG et al., 2010).

O confinamento dos residuos em aterros sanitarios pode fornecer as comunidades
microbianas as condi¢des adequadas as suas interacdes e sucessdOes que conduziriam a
inocuidade deste aterro, mas também é possivel que estas condi¢des sejam favordveis as
recombinagdes e mutacdes genéticas, tornando o lixiviado um veiculo para microrganismos
multirresistentes e produtores de mecanismos de patogenicidade.

Um dos motivos pelo qual se busca conhecer a diversidade microbiana em
lixiviado de aterro é que o estudo dessa populacdo e dos agentes patog€nicos presentes,
geralmente em conjunto com as caracteristicas fisico-quimicas, permite que sejam escolhidos
os métodos de tratamento e de disposicdo mais adequados. Permite também estimar possiveis
contaminagdes das dguas superficiais e profundas e como elas poderiam afetar a satide publica
se 0s microrganismos presentes nesses ecossistemas encontrassem um meio de retornar a
populacdo seja diretamente, pela ingestdo ou pelo contato recreacional, seja indiretamente,
pelo consumo de alimentos contaminados (SZYLAK-SZYDEOWSKI; KORNILLOWICZ-
KOWALSKA, 2012).

Considerando-se a necessidade de informacdes que respondam a essas questdes, o
estudo de um aterro sanitario experimental para o confinamento de residuos sélidos de servico
de saide e de residuos sdlidos domiciliares proporcionard o monitoramento da presenca e da
diversidade de microrganismos patogé€nicos que permitam entender se os residuos sélidos de
servico de saude e os residuos sdlidos domiciliares se diferenciam ou ndo quanto a sua

microbiota e ao seu potencial patogénico quando confinados.
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2. OBJETIVOS.
2.1 Objetivo Geral.

Estudar os efeitos da codisposicdo de Residuos S6lidos Domiciliares (RSD) e de
Residuos Sélidos de Servico de Satide (RSS) na microbiota do lixiviado gerado em células de

aterro experimental.

2.2 Objetivos Especificos.
e (aracterizar os Residuos Soélidos Domiciliares quanto a presenca de materiais
potencialmente infectantes;
e Comparar as modificagdes da microbiota dos lixiviados de células de aterro sanitério
ao longo do tempo por métodos dependentes e independentes do cultivo;
e Avaliar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das estirpes bacterianas
1soladas no lixiviado das células;

e Avaliar a atividade antimicrobiana nos lixiviados gerados nas células.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA.
3.1 PANORAMA DOS RESIDUOS SOLIDOS.

Em termos mundiais, a produgdo de residuos sélidos é uma consequéncia
inevitavel da atividade humana e o seu gerenciamento impacta diretamente a saide publica e
o meio ambiente. O avango tecnoldgico das ultimas décadas, se por um lado, possibilitou
conquistas surpreendentes no campo das ci€ncias, por outro, contribuiu para o aumento da
diversidade de produtos com componentes e materiais de dificil degradacdo e maior
toxicidade (VERGARA & TCHOBANOGLOUS, 2012). Em todo o mundo, as pessoas
descartam quantidades crescentes de residuos e a sua composic@o estd mais complexa do que
nunca, gracgas a difusdo de produtos eletronicos e plasticos. Mais de um bilhdo de toneladas de
residuos sélidos urbanos sdo atualmente descartados em todo o mundo, e especialistas
preveem que em 2025 esse niimero atingird 2,2 bilhdes de toneladas por ano (GIUSTI, 2009).

A produgdo de residuos solidos estd ligada diretamente ao desenvolvimento da
regido. Quanto mais desenvolvida, sobretudo quanto a industrializagdo, maior o volume e a
massa dos residuos e dos dejetos gerados (GOMEZ et al., 2012). Existem fatores que também
contribuem para este aumento, tais como hdbitos e costumes da populacdo, densidade
demogrifica, entre outros (COMLURB, 2013). Os paises mais pobres tendem a apresentar
maiores fracdes orgénicas em seus residuos, e os mais ricos apresentam composi¢cdes de
residuos mais complexas (FAROUHAR er al.,2012; BARR et al., 2013; OTHMAN et al.,
2013).

No Brasil sdo coletadas cerca de 260.000 toneladas de residuos sélidos urbanos
(RSU) diariamente (IBGE, 2010). Entende-se por RSU os residuos s6lidos domiciliares e os
residuos de limpeza urbana (origindrios da varricdo, limpeza de logradouros e vias publicas e
outros servigos de limpeza urbana). Segundo estudos da ABRELPE — Associacdo Brasileira
de Empresas de Limpeza Piblica (2010), o aumento da geragdo de RSU no Brasil supera a
taxa de crescimento populacional urbano, o que indica a necessidade de o pais avancar em
dire¢cdo a gestdo integrada dos residuos sélidos. A instituicdo da Politica Nacional de
Residuos Sélidos no ordenamento juridico brasileiro em 2010, e sua integracdo a Politica
Nacional de Meio Ambiente e a Politica de Saneamento Bdsico, completou a estrutura
regulatdria necessdria para propiciar o gerenciamento de residuos solidos no Brasil, que deve
estar associado a selecdo de estratégias e tecnologias desde a geracdo até o destino final.

No municipio do Rio de Janeiro foram recolhidos, em 2012, cerca de 4,07 milhdes
de toneladas de residuos sdlidos urbanos, sendo que aproximadamente 1,82 milhdes de

toneladas (43,53% do total) correspondem aos residuos sélidos domiciliares (RSD) (Figuras 1
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e 2). A geracdo de RSD variou de 0,7 kg/ pessoa/dia em 2005 a 0,8 kg/pessoa/dia, in 2012,
um aumento de 22,32%. Essa tendéncia ndo acompanhou o crescimento da populagdo do Rio
de Janeiro que foi de 2,07%, durante esse periodo. Os RSD t&€m se tornado um assunto muito
discutido nos ultimos anos uma vez que pesquisas recentes indicaram que os RSD
representam 40-60% dos residuos urbanos (OGWUELEKA, 2013). Considerando uma
populacdo de 6.016.551 em 2012, a populacdo do Rio de Janeiro produz cerca de 300 kg de
RSD/pessoa/ano. Na Bélgica, por exemplo, pesquisadores afirmam que o pais deve ter como
meta reduzir e manter a quantidade de RSD em 150 kg/pessoa/ano até 2015 (GELLYNCK et
al., 2011).
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4.075.044
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3.753.809
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3.439.292
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Figura 1. Residuos Sélidos Urbanos coletados no municipio do Rio de Janeiro nos anos de 2005 a 2012. Fonte:
Companhia Municipal de Limpeza Urbana - COMLURB (2013).
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Figura 2. Residuos Sélidos Domiciliares coletados no municipio do Rio de Janeiro nos anos de 2005 a 2012.
Fonte: Companhia Municipal de Limpeza Urbana — COMLURB (2013).
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3.2 GERENCIAMENTO DOS RESIDUOS SOLIDOS DOMICILIARES (RSD).

Um dos maiores desafios da vida moderna € o gerenciamento dos residuos
solidos. A combinacdo de métodos, politicas e comportamentos com o objetivo de controlar
os impactos negativos dos residuos sélidos e encontrar solugdes para reutiliza-lo se constitui
no gerenciamento de residuos sélidos (OTHMAN et al., 2013). Esse gerenciamento envolve
as etapas de geracdo, manejo na fonte, coleta, transporte, processamento e transformacdo, e
disposi¢do final (TCHOBANOGLOUS E KEITH, 2002).

Sobre o manejo de residuos sélidos nos municipios brasileiros, a Tabela 1 mostra
os resultados da Pesquisa Nacional de Saneamento Bésico do Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica - IBGE (IBGE, 2010). Dos 5.562 municipios brasileiros que apresentam servico
de manejo de residuos sélidos, 50,5% (2.810) utilizam os vazadouros a céu aberto (lixdes)
como unidade de destino dos residuos s6lidos domiciliares e/ou publicos e 22,5 (1.254) os
aterros controlados, destacando o uso de unidades inadequadas de destinacdo de residuos.
Cerca de 27,7% (1.540) dos municipios brasileiros utilizam o aterro sanitdrio como forma de

destinagdo final dos RSU.

Tabela 1. Municipios com servico de manejo de residuos solidos por unidade de destino
Unidade de destinacdo de

Numero de Municipios

RSD
Vazadouro em area aberta 2.810
Vazadouro em areas alagadas 11
Aterro controlado 1.254
Aterro sanitario 1.540
Unidade de compostagem de residuos

. 211
organicos
Unidade de triagem de residuos reciclaveis 643
Unidade de tratamento por incineracao 34
Outras 134
Total 5.562

lljome: l;(i)rf(t)oria de Pesquisa, Coordenagdo de populagdes e indicadores sociais do IBGE. Pesquisa Nacional de Saneamento

asico. .
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O significante aumento da producdo de residuos estd relacionado a melhoria nos
padrdes socioecondmicos e a urbanizacdo. As tendéncias globais de producdo crescente e de
complexidade dos residuos descartados agravam o desafio do gerenciamento dos mesmos
(VERGARA E TCHOBANOGLOUS, 2012). No entanto, técnicas para determinar a
composicdo fisica dos residuos sdlidos geram informacdes que direcionam o gerenciamento
dos residuos sélidos de uma cidade. O entendimento da composi¢do fisica é etapa
fundamental no gerenciamento dos residuos, contribuindo para o estabelecimento de fatores
socioeconomicos (QU et al, 2009), para a identificacdo dos indices de geracao de residuos e o
potencial para reciclagem e redso (THANH et al.,, 2010; BARR et al., 2013) e para a
indicacdo da possibilidade de aproveitamento da matéria orginica para a producdo de
composto organico (TUOMELA et al, 2000; SENG et al., 2013). Esses conhecimentos
prévios também permitem especificar e dimensionar os equipamentos e materiais usados na
limpeza urbana, como: caminhdes coletores, cacambas, contéineres e sacos para coleta de
residuos; determinar dreas mais apropriadas para implantacdo de unidades de reciclagem;
acompanhar as mudangas nos habitos e tendéncias de consumo decorrentes das mudancgas do
poder aquisitivo e de padrdes de consumo da populagio e estabelecer correlagdes dos residuos
com os estratos socioecondmicos e culturais dos grupos geradores.

Outro ponto importante na gestdo de residuos € a identificacdo da melhor opgao
de tratamento e disposi¢do dos RSD. Um estudo realizado por Manfredi e outros (2011)
mostra que o desempenho ambiental estimado para a disposicdo das fracdes organicas dos
RSD em aterro, com recuperagdo de energia, ¢ compardvel ao da compostagem e ao da
incineracdo. Para as outras fragdes dos residuos, a reciclagem e a incineragdo sio favordveis,
embora emissdes especificas de uma variedade de compostos téxicos (hidrocarbonetos
aromdticos, policiclicos, nitrogénio, compostos organicos voldteis, metais pesados etc.)
podem ser danosas ao meio ambiente.

Temas sobre os RSD t€m levantado discussdes nos ultimos anos devido a sua
composicdo diversificada, que estd diretamente relacionada com a cultura e os padrdes sécio-
econdmicos de quem o gera (PARIZEAU et al. , 2006). A composi¢do dos RSD depende do
crescimento populacional, dos padrdes de consumo, dos héabitos alimentares, da crescente
quantidade de residuos e da sua diversidade, do poder aquisitivo, da presenca de programas de
reciclagem e compostagem e das condi¢des climaticas (ZHANG et al., 2010; OGWUELEKA
2013, SONG et al., 2013).

De acordo com a Politica Nacional de Residuos Sélidos (2010), os RSD sio

aqueles origindrios de atividades domésticas em residéncias urbanas. Os RSD sao constituidos
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basicamente por matéria orgénica, papel/ papeldo, plasticos, materiais metalicos ferrosos/ nao
ferrosos, vidro, folha, madeira, borracha, tecido, couro, 0sso, coco, parafina, eletroeletronicos
e materiais inertes (COMLURB, 2013). A composig¢ao fisica dos residuos solidos, ou seja, os
tipos de materiais que os constituem, sua heterogeneidade e as proporcdes de diferentes
compostos e elementos quimicos, depende basicamente das condi¢des de geragdo e do modo
de coleta. As caracteristicas dos residuos podem variar também em funcio de aspectos
sociais, econdmicos, culturais, geograficos e climdticos.

Na Tabela 2 estdo reunidos os dados sobre a composicdo fisica dos residuos
coletados nos dltimos cinco anos no municipio do Rio de Janeiro pela COMLURB, empresa
publica responsavel pela limpeza de logradouros e pela coleta, transporte e destinacdo final
dos residuos sdlidos urbanos. Os residuos organicos representam a maior parcela dos RSD
gerados (53,48%), seguido pelos materiais reciclaveis (40,84%), representados pelo papel,
plastico, vidro e metal, e outros componentes (6,35%). Os mesmos resultados foram
encontrados por Ogwueleka (2013) nos RSD gerados em Abuja, Nigéria, tendo os residuos
organicos como o componente mais abundante (62,9%, em média). A influéncia da economia
na composi¢do dos residuos também foi observada por Othman e outros (2013) ao
compararem diferentes partes da Asia. Os materiais reciclaveis, como papel, pldstico, vidro e
metal, s8o mais produzidos em paises desenvolvidos, como o Japao, a China, a Coréia do Sul
e Cingapura, por causa do valor de mercado destes produtos, enquanto que os residuos
organicos constituem a maior fragdo dos residuos em dreas menos desenvolvidas da regido,
como a India, Maldsia e Tailandia. Em contraste, um estudo realizado em Tijuana, México,
para comparar o nivel socioecondmico e os residuos produzidos, ndo demonstrou diferengas
significativas, ou seja, os residuos dos diferentes status socioecondmicos apresentaram

composicdes semelhantes (AGUILAR-VIRGEN et al., 2013).

24



Tabela 2. Percentual de componentes presentes nos RSD do municipio do Rio de Janeiro nos anos de 2009
a 2013.

Anos

Componente -

2009 2010 2011 2012 2013 Meédia Desvio

padrdo
Papel /papelao 16,08 16,46 16,84 1599 16,83 16,44 0,40
Plastico 20,31 19,11 19,29 19,14 18,99 19,37 0,54
Vidro 2,84 296 3,19 3,28 3,39 3,13 0,23
Matéria organica putrescivel 53,63 55,02 52,68 53,28 52,81 53,48 0,94
Metal 1,74 1,40 1,68 1,57 1,63 1,60 0,13
Inertes 1,09 1,03 1,39 1,81 1,11 1,29 0,32
Folhas 1,26 1,06 1,12 1,35 1,37 1,23 0,14
Madeira 034 036 037 034 050 038 0,07
Borracha 0,23 0,21 0,29 022 032 025 0,05
Tecido 1,75 1,57 2,09 1,75 1,94 1,82 0,20
Couro 0,18 0,14 0,21 0,21 0,27 0,20 0,05
Osso 0,01 0,06 0,02 0,01 0,01 0,02 0,02
Parafina 0,13 020 023 020 032 022 0,07
Coco 040 040 0,60 082 048 054 0,18
Eletroeletronico 0,13 0,20 0,23 0,20 0,32 0,22 0,07

Fonte: Companhia Municipal de Limpeza Urbana - COMLURB (2013)

3.3 GERENCIAMENTO DOS RESIDUOS SOLIDOS DE SERVICO DE SAUDE (RSS).
3.3.1 Definicoes e classificacoes.

Os orgios legais do meio ambiente e da saide, bem como a legislagcdo federal, em
vigor, definem os RSS como aqueles oriundos dos servigcos relacionados ao atendimento a
saide humana ou animal, incluindo os servigos de assisténcia domiciliar. Os RSS representam
uma pequena parcela do total de residuos sdlidos gerados em uma comunidade. No municipio
do Rio de Janeiro, esse valor corresponde a 2% (COMLURB, 2010).

A Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria (ANVISA) n° 306/04 e a Resolugio n° 358/2005 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) classificam os RSS com base em grupos distintos de risco para fins de
acondicionamento, identificagdo, armazenamento temporario e destinagéo final:

e Grupo A
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Residuos com a possivel presenca de agentes bioldgicos que, por suas
caracteristicas de maior viruléncia ou concentracio, podem apresentar risco de

infeccao.

Grupo Al

Culturas e estoques de micro-organismos; residuos de fabricacdo de produtos
bioldgicos, exceto os homoderivados; descarte de vacinas de micro-organismos
vivos ou atenuados; meios de cultura e instrumentais utilizados para transferéncia,
inoculacdo ou mistura de culturas; residuos de laboratérios de manipulacio
genética.

Residuos resultantes da atencdo a satide de individuos ou animais, com suspeita ou
certeza de contaminag@o bioldgica por agentes Classe de Risco 4 (Apéndice II),
micro-organismos com relevancia epidemioldgica e risco de disseminagdo ou
causador de doenca emergente que se torne epidemiologicamente importante ou
cujo mecanismo de transmissdo seja desconhecido. Devem ser submetidos a
tratamento antes da disposi¢ao final.

Bolsas transfusionais contendo sangue ou hemocomponentes rejeitadas por
contaminagdo ou por mi conservacdo, ou com prazo de validade vencido, e
aquelas oriundas de coleta incompleta; sobras de amostras de laboratdrio contendo
sangue ou liquidos corporeos, recipientes e materiais resultantes do processo de
assisténcia a saude, contendo sangue ou liquidos corpéreos na forma livre. Devem

ser submetidos a tratamento antes da disposi¢ao final.

Grupo A2

Carcacas, pecas anatOmicas, visceras e outros residuos provenientes de animais
submetidos a processos de experimentacdo com inoculagdo de micro-organismos,
bem como suas forragdes, e os caddveres de animais suspeitos de serem portadores
de micro-organismos de relevancia epidemioldgica e com risco de disseminagdo,
que foram submetidos ou ndao a estudo andtomo-patoldgico ou confirmagdo

diagnéstica. Devem ser submetidos a tratamento antes da disposicao final.

Grupo A3

Pecas anatomicas (membros) do ser humano; produto de fecundacdo sem sinais

vitais, com peso menor que 500 gramas ou estatura menor que 25 centimetros ou
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idade gestacional menor que 20 semanas, que ndo tenham valor cientifico ou legal

e ndo tenha havido requisi¢cdo pelo paciente ou seus familiares.

— Grupo A4

Kits de linhas arteriais, endovenosas e dialisadores; filtros de ar e gases aspirados
de area contaminada; membrana filtrante de equipamento médico-hospitalar e de
pesquisa, entre outros similares; sobras de amostras de laboratério e seus
recipientes contendo fezes, urina e secre¢des, provenientes de pacientes que ndo
contenham e nem sejam suspeitos de conter agentes Classe de Risco 4, e nem
apresentem relevancia epidemioldgica e risco de dissemina¢do, ou micro-
organismo causador de doengca emergente que se torne epidemiologicamente
importante ou cujo mecanismo de transmissdo seja desconhecido ou com suspeita
de contaminagdo com prions; tecido adiposo proveniente de lipoaspiracio,
lipoescultura ou outro procedimento de cirurgia pldstica que gere este tipo de
residuo; recipientes e materiais resultantes do processo de assisténcia a satde, que
nio contenham sangue ou liquidos corpdreos na forma livre; pegas anatdmicas
(6rgdos e tecidos) e outros residuos provenientes de procedimentos cirdrgicos ou
de estudos anatomo-patoldgicos ou de confirmagdo diagnéstica; carcacas, pecas
anatOmicas, visceras e outros residuos provenientes de animais ndo submetidos a
processos de experimentacdo com inoculacdo de micro-organismos, bem como
suas forragdes; caddveres de animais provenientes de servicos de assisténcia;

Bolsas transfusionais vazias ou com volume residual pés-transfusao.

— Grupo A5

Orgdos, tecidos, fluidos orgénicos, materiais perfurocortantes ou escarificantes e
demais materiais resultantes da atenc¢do a saide de individuos ou animais, com

suspeita ou certeza de contaminac¢do com prions.

- Grupo B

Residuos contendo substdncias quimicas que podem apresentar risco a satde
publica ou ao meio ambiente, dependendo de suas caracteristicas de

inflamabilidade, corrosividade, reatividade e toxicidade.

Produtos hormonais e produtos antimicrobianos; citostaticos; antineopldsicos;
imunossupressores; digitdlicos; imunomoduladores; anti-retrovirais, quando

descartados por servicos de saude, farmdcias, drogarias e distribuidores de
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medicamentos ou apreendidos e os residuos e insumos farmacéuticos dos

Medicamentos controlados pela Portaria MS 344/98 e suas atualizagdes.

Residuos de saneantes, desinfetantes, desinfestantes; residuos contendo metais
pesados; reagentes para laboratério, inclusive os recipientes contaminados por

estes.
Efluentes de processadores de imagem (reveladores e fixadores).

Efluentes dos equipamentos automatizados utilizados em andlises clinicas

Grupo C

Quaisquer materiais resultantes de atividades humanas que contenham
radionuclideos em quantidades superiores aos limites de isencdo especificados nas

normas do CNEN e para os quais a reutilizagdo € imprdpria ou ndo prevista.

Enquadram-se neste grupo os rejeitos radioativos ou contaminados com
radionuclideos, provenientes de laboratdrios de andlises clinicas, servicos de

medicina nuclear e radioterapia, segundo a resolugdo CNEN-6.05.

Grupo D

Residuos que ndo apresentem risco bioldgico, quimico ou radiolégico a satide ou

ao meio ambiente, podendo ser equiparados aos residuos domiciliares.

Papel de uso sanitdrio e fralda, absorventes higi€nicos, pecas descartdveis de
vestudrio, resto alimentar de paciente, material utilizado em anti-sepsia e
hemostasia de vendclises, equipo de soro e outros similares nio classificados como
Al; - sobras de alimentos e do preparo de alimentos; - resto alimentar de refeitério;
- residuos provenientes das dreas administrativas; - residuos de varricdo, flores,

podas e jardins - residuos de gesso provenientes de assisténcia a saide.

Grupo E

Materiais perfurocortantes ou escarificantes, tais como: Laminas de barbear,
agulhas, escalpes, ampolas de vidro, brocas, limas endoddnticas, pontas

diamantadas, laminas de bisturi, lancetas; tubos capilares; micropipetas; laminas e
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laminulas; espdatulas; e todos os utensilios de vidro quebrados no laboratério

(pipetas, tubos de coleta sanguinea e placas de Petri) e outros similares.

3.3.2 Manejo dos RSS no Brasil.

O padrao de gerenciamento dos RSS adotado no Brasil é resultado das
determinagdes da Resolugio CONAMA n° 358/05 e da Resolu¢gio ANVISA n° 306/04. A
Resolu¢io CONAMA n° 358/05 trata do gerenciamento considerando a preservacdo dos
recursos naturais ¢ do meio ambiente, dando competéncias aos 6rgdos ambientais estaduais e
municipais para estabelecer critérios para o licenciamento ambiental dos sistemas de
tratamento e destinag¢do final dos RSS. A Resolu¢io ANVISA (RDC) n° 306/04 aborda o
controle dos processos de segregacdo, acondicionamento, armazenamento, transporte,
tratamento e disposi¢do final.

De acordo com o Manual de Gerenciamento de RSS da ANVISA (2006), a
implantacdo de processos de segregacdo dos diferentes tipos de residuos em sua fonte e no
momento de sua geracdo conduz certamente a minimizagdo dos residuos, em especial aqueles
que requerem um tratamento prévio a disposicio final. Na India, as leis e regulamentos para
o gerenciamento de RSS indicam que estes residuos devem ser separados no ponto de origem,
coletados e transportados para o tratamento no local, através de autoclavagem e incineragio
(SAINI et al., 2004).

Dados fornecidos pela COMLURB revelam que no municipio do Rio de Janeiro,
os estabelecimentos publicos de assisténcia a saide humana e animal, bem como as unidades
de cuidados domiciliares geram cerca de 3 toneladas de RSS por dia. Esses residuos sdo
submetidos a esterilizagdo por calor imido em autoclaves fora do local de geracdo dos
residuos e transportados, apds o procedimento, para o aterro sanitdrio, sendo dispostos como
residuos s6lidos comuns, pertencentes a classe D. No entanto, residuos do grupo Al, além de
bolsas de sangue apds transfusdo incompleta sdo submetidas & autoclava¢do na unidade
geradora e deixam o local ainda como residuos pertencente ao grupo Al e sdo novamente

tratadas fora do local de gerac@o.

3.3.3 Métodos de tratamento dos RSS.

Do total de RSUs gerados, uma fragdo inferior a 2% é composta por RSS e,
destes, 10 a 25% necessitam de cuidados especiais (BENDJOUDI et al., 2009; MOHEE,
2005). O objetivo dos tratamentos de RSS € destruir os microrganismos antes de se dispor no

meio ambiente. A destruicdo pode ser conseguida através de métodos térmicos, quimicos e
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irradiativos. Ozkan (2013), em um estudo que incluiu um levantamento bibliografico sobre as
tecnologias de tratamento de RSS mais utilizadas no mundo, aponta as seguintes alternativas:
incineracdo, forno micro-ondas, esterilizagdo a vapor (autoclavagdo) no local de geracdo,
esterilizagdo a vapor (autoclavacio) fora do local de gerag@o e aterro sanitario.

A incinera¢do é um processo que emprega decomposicdo térmica em elevadas
temperaturas (900-1000°C) (DIAZ et al., 2005). E 0 método de tratamento e de disposicéo de
RSS mais adotado no mundo (HOSSAIN et al., 2011). A principal vantagem da incineragao é
a reducdo significativa do volume dos residuos e a destruicio de agentes patog€nicos e
organicos perigosos (LEE; HUFFMAN, 1995) e a desvantagem ¢é a necessidade de
monitoramento das emissdes gasosas geradas, de controle na disposicdo final das cinzas e do
lodo gerado pela lavagem dos gases (GOMES; ESTEVES, 2012).

No processo por forno micro-ondas, a desinfeccdo € obtida através do calor
produzido pela vibracdo das moléculas de dgua, devido a umidade dos residuos, o qual é
transferido ao longo da massa (DIAZ et al., 2005; TONUCI et al., 2007). A vantagem desse
processo € a ausé€ncia de emissdo de efluentes e as desvantagens sdo o custo operacional
relativamente alto e a limitacdo ao tratamento em pequena escala (HOSSAIN et al., 2011).

A autoclavacdo é um procedimento de esterilizag@o, realizado em autoclaves,
onde os microrganismos sdo destruidos pela acdo combinada da temperatura, pressdo e
umidade. Os fatores que afetam a eficiéncia do tratamento por autoclave sdo a penetragdo de
vapor na massa de residuos e a duragio do tratamento (DIAZ er al, 2005). Pode ser realizado
no local de geracdo, tendo como vantagens a comodidade e a minimizacdo de riscos a saide
ptblica e ao meio ambiente (OZKAN, 2013). A autoclavagio fora do local de geragdo é
geralmente realizada em centros para tratamento de RSS, o que favorece o funcionamento
eficiente e a conformidade com as normas ambientais. No entanto, a relagdo custo-beneficio
deve estar associada aos custos com a coleta e o transporte dos RSS (OZKAN, 2013).

A disposi¢do em aterro sanitirio ¢ o método mais comum por causa do baixo
custo e facil operacdo na gestao dos RSS. No entanto, a disposicdo em aterro desses residuos
ainda € um assunto controverso devido a ameaga potencial para a saide humana e a qualidade
do meio ambiente causada pelo seu contetido infeccioso (DIAZ et al., 2005; DIAZ et al.,
2008; DURSUN et al., 2011; OZKAN, 2013).

Os dados da Pesquisa Nacional de Saneamento Bésico de 2008 do IBGE (2010)
revelam que dos 4.469 municipios brasileiros que apresentam coleta e/ou recebimento de
RSS, 2.613 realizam o processamento destes residuos através de incineracdo, queima em

fornos simples, queima a céu aberto, autoclavag@o, micro-ondas e outros (Figura 3).
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Figura 3. Principais formas de processamento dos RSS nos municipios brasileiros. Fonte: IBGE (2010).

A mesma pesquisa revela que 2.358 t€m locais no municipio para disposi¢do no
solo desses residuos. A Figura 4 apresenta os dados referentes aos municipios brasileiros que

dispdem os RSS no solo.

Outras
15,00%

Aterro em
célula especial Lixao
24,00% 44,00%

Codisposicdo
em aterro
17,00%

Figura 4. Principais formas de disposi¢ao dos RSS no solo nos municipios brasileiros. Fonte: IBGE (2010).

Desde 2010, o tratamento dos RSS no Rio de Janeiro € realizado por autoclavacdo
e o custo para o tratamento do RSS varia de R$ 1.600,00 a R$ 2.800,00 a tonelada, dependendo
do volume total de residuo a ser tratado (ABORGAMA DO BRASIL, 2013). A Figura 5 mostra
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os equipamentos de autoclave utilizados para a esterilizacdo dos RSS coletados pela COMLURB,

Rio de Janeiro.

Figura 5. Esterilizacdo em autoclave dos RSS no municipio do Rio de Janeiro. Cada autoclave 6pera com
a capacidade maxima de 4.800 litros de residuos. Fonte: COMLURB.

3.4 RISCOS AMBIENTAIS E A SAUDE PUBLICA.

O principal risco ambiental inerente aos residuos solidos estd relacionado a
contaminacdo do solo e das dguas superficiais e subterraneas pelo seu descarte inadequado em
lixGes ou em aterros controlados.

Vérios microrganismos podem ser encontrados nos residuos sélidos e, quando ndo
sao patdégenos obrigatérios, apresentam grande potencial patogénico, considerando-se,
sobretudo, a susceptibilidade dos possiveis hospedeiros (humanos ou nao) que entrem,
eventualmente, em contato com eles (NASCIMENTO et al., 2009).

Os RSS, por exemplo, sdo considerados por muitos autores como perigosos ou
infecciosos, representando um potencial maior para poluicio ambiental e infec¢des do que
qualquer outro tipo de residuo (ALAGOZ E KOCASQY, 2008; DA SILVA et al., 2005;
SAINI et al., 2004; BLENKHARN, 1995; DIAZ et al., 2005; 2008; NASCIMENTO et al.,
2009). No entanto, diversos trabalhos de pesquisa, nacionais e internacionais, produzidos pela
drea médica e por setores ligados ao meio ambiente, afirmam que ndo ha evidéncias
cientificas que comprovem que os RSS sejam mais perigosos, ou mais contaminados do que

os RSD (ZANON; EIGENHEER, 1991; RUTALA e MAYHALL, 1992; ZANON, 1990;
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FERREIRA, 1995, 1997; SAINI et al., 2004; SOUZA, 2003; CUSSIOL, 2005; BIDONE e¢
al., 2005; SILVA et al., 2011). Para Hossain e outros (2011), evidéncias cientificamente
comprovadas sobre a densidade e a sobrevivéncia de microrganismos nos residuos clinicos e
os riscos a sadde publica e aos trabalhadores envolvidos com a assisténcia a satide sdo raros.

Além disso, como ressalta Cussiol (2005), nem todos os residuos classificados
como RSS sdo decorrentes de procedimentos aplicados em pacientes com doengas infecto-
contagiosas, mas de cirurgias pldsticas, vitimas de acidentes diversos (automobilistico,
quedas, cortes etc) e de doencas ndo infecto-contagiosas, como as cardiacas.

Sobre os riscos ocupacionais, sabe-se que o potencial dos RSS de causar infeccoes
¢ muito maior durante a geracdo e declina a partir deste ponto, apresentando, entdo, maior
risco ocupacional do que ambiental (CUSSIOL, 2005). Os riscos de contaminagdo pelo
manuseio dos RSS sdo elevados, tanto no momento da geracdo, do acondicionamento e do
descarte, quanto durante a coleta externa e a disposicdo final, particularmente, devido as
falhas no acondicionamento e segregacdo dos materiais perfurocortantes (DIAZ et al., 2005).
Gomes e Esteves (2012) ressaltam que a etapa de segregacdo deve ser bem compreendida
pelos funciondrios que trabalham no setor de limpeza dos estabelecimentos de servicos de
saude, os quais muitas vezes se acidentam pela ma segregacdo e acondicionamento dos RSS.

No entanto, objetos perfurantes e escarificantes também s3o encontrados nos
RSD, como vidro, porcelana, ceramica, latas, ldminas de barbear, alfinetes, pregos, agulhas
etc que, quando mal acondicionados e sem sinalizacdo quanto aos riscos de corte e
perfuracédo, podem causar acidentes nos trabalhadores da coleta formal e nos catadores de rua
e lixdes, abrindo portas para possiveis contamina¢des seguidas ou ndo de doencas infecciosas
(CUSSIOL, 2005).

Residuos com caracteristicas hospitalares estdo regularmente sendo gerados em
domicilios, e coletados pelo servigo de coleta domiciliar. Isso é devido, em parte, as
mudangas politicas na drea da saide e a criagdo de servigos de assisténcia médica e de saide
em casa, tornando-se um requisito bdsico para a populacio (BLENKHARN, 2006). Os
dispositivos médicos e instrumentos s@o utilizados durante o tratamento de pacientes em casa,
assim produzindo uma grande variedade de materiais: auto-injecdo de diabéticos e
substitui¢do de bolsas de colostomia em casa também podem gerar significativa quantidades

de residuos com caracteristicas hospitalares (DEBERE et al., 2013).
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3.5ATERRO SANITARIO COMO METODO DE DESTINACAO FINAL DE
RESIDUOS SOLIDOS

Apesar do elevado percentual de municipios que possui vazadouros a céu aberto,
no Brasil e no mundo inteiro, com algumas poucas excecdes, 0s aterros representam a
principal destinacdo dos residuos sélidos urbanos, sendo o meio mais importante para se
dispor residuos solidos de maneira adequada (MONTEIRO et al., 2006; ZHANG et al., 2011;
SANG et al., 2012, ZHAO et al., 2012; OTHMAN et al., 2013). Em 2010, cerca de 135,5
milhdes de toneladas de RSU do mundo todo, 54% do total gerado nos EUA, foram dispostos
em aterros (ZHAO et al., 2013).

O aterro sanitdrio € a estratégia de disposicao final mais empregada nos paises em
desenvolvimento devido aos seus aspectos construtivos simples, a possibilidade de
acomodacdo de grandes quantidades e tipos diferentes de residuos e os baixos custos
comparados as demais técnicas (SENG et al., 2013). As alternativas propostas em substitui¢do
ao aterro sanitdrio ja, ha muitos anos, vém sendo estudadas e discutidas, mas até hoje ndo se
encontrou op¢do que apresentasse melhor relagdo custo/beneficio (MANFREDI et al., 2010,
2011; SAWAMURA et al., 2010; SANG et al., 2012), sendo considerado por Othman e
outros(2013), uma opcdo vital quando se modelam solugdes ecoldgicas para o gerenciamento
dos residuos sélidos.

A Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), através da NBR 8419 de
abril de 1992, conceitua aterro sanitirio como uma técnica de disposi¢do de residuos sélidos
urbanos no solo, sem causar danos ou riscos a saude publica e a seguranga, minimizando os
impactos ambientais, fazendo uso dos principios de engenharia para confinar os residuos
solidos a menor area possivel e reduzi-los ao menor volume permissivel, cobrindo-os com
uma camada de terra na conclusio de cada jornada de trabalho ou a intervalos menores, se for
necessario.

Em 14 de julho de 2010, foi publicada a norma técnica ABNT (Associacdo
Brasileira de Normas Técnicas) NBR (Norma Brasileira) 15849:2010 — Residuos sélidos
urbanos — Aterros sanitdrios de pequeno porte — Diretrizes para localizacdo, projeto,
implantacdo, operacdo e encerramento, que especifica os requisitos minimos para localizagdo,
projeto, implantagdo e operacdo de aterros sanitdrios de pequeno porte, para a disposicao final
de residuos sdlidos urbanos, apresentando a seguinte redagio:

“Aterros sanitarios urbanos sdo dreas especialmente preparadas para confinar os
residuos sdlidos provenientes de domicilios, dos servigos de limpeza urbana, de pequenos

estabelecimentos comerciais, industriais e de prestagdo de servigos, minimizando, assim, 0s
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impactos ambientais causados pela destinacdo incorreta do residuo e, também, promovendo a

saude publica”.

Essa norma permite a adog¢do de solucdes adequadas a realidade geografica de

cada municipio, facilitando a construg¢do dos aterros e impedindo a proliferacdo dos lixdes.

Antes de sua aprovacdo, a norma exigida para a constru¢do de um aterro era a mesma para

uma cidade de grande porte e para municipios menores.

Os aterros sanitdrios implantados no Brasil devem apresentar medidas de

engenharia para prevenir as emissdes de gases e de lixiviado para o meio ambiente. Essas

medidas incluem (OBLADEN; OBLADEN; BARROS, 2009):

Sistema de impermeabilizac@o de base e laterais, que visam garantir a segura separagio
da disposicao de residuos do subsolo, impedindo a contaminag@o do lencol fredtico e
do meio natural através de infiltragdes de lixiviados e/ou substdncias toxicas. Para
desempenhar essa funcdo de maneira eficiente, a camada de impermeabilizacdo de
materiais deve compor-se de solo argiloso de baixa permeabilidade ou geomembrana
sintética com espessuras adequadas.

Sistema de recobrimento didrio e cobertura final, evitando o arraste de poluentes pelo
vento, além da proliferacio de vetores;

Sistema de coleta, drenagem e tratamento de liquidos lixiviados através de lagoas de
estabilizacdo, ou outro equipamento para o tratamento de lixiviado, como forma de
evitar maiores danos ao meio ambiente;

Sistema de coleta e tratamentos dos gases. O biogds gerado deverd ser queimado para
mitigacdo dos efeitos causados pelo seu lancamento na atmosfera. A queima
transforma o metano em didxido de carbono e vapor d’agua. Estudos indicam que 1g
de metano contribui 21 vezes mais para o efeito estufa do que 1g de diéxido de
carbono. Além da sua simples queima, o biogas pode ser utilizado também em sistemas
de calefacdo ou como combustivel veicular;

Sistema de drenagem superficial no intuito de afastar 4guas pluviais e eventuais cursos
d’4gua que contribuiriam para a formagdo de lixiviado para o transporte de poluentes
para o exterior do aterro;

Sistema de monitoramento.

Algumas dessas exigéncias técnicas estruturais e construtivas estdo ilustradas na

Figura 6. Além disso, devem ser avaliadas também as probabilidades de impacto local e sobre

a area de influéncia do empreendimento e as medidas para mitigd-los. Embora consistindo
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numa técnica simples, os aterros sanitdrios exigem cuidados especiais, e procedimentos
especificos devem ser seguidos desde a escolha da area até a sua operacdo e monitoramento
(LANZA E CARVALHO, 2006). De fato, uma vez encerradas as operacdes em um aterro, o
mesmo deverd ser monitorado por um periodo de 30 anos, presumindo-se que apds esse

tempo o aterro estara estabilizado (KJIELDSEN et al., 2002; GOMEZ et al., 2012).

Cobertura
vegetal

Administracdo do
aterro

Balanca

Cinturio verde

Abertura e montagem
das células

"

Lagoas de equalizagdo do
lixiviado

Camadas de residuos

Tambor coletor de
gases

Calha de escoamento
do lixiviado e camadas
de impermeabiliza¢do

de fundo

Dreno do lixiviado

Figura 6 — Estrutura de um aterro sanitario de RSU. Fonte: Adaptado de SANTOS
(2010).

3.6 ASPECTOS MICROBIOLOGICOS DA DEGRADACAO DOS RESIDUOS
SOLIDOS NOS ATERROS.

As caracteristicas construtivas dos aterros permitem minimizar os efeitos das duas
principais fontes de poluicdo oriundas dos residuos sélidos: o gias e o lixiviado (SOUTO,
2009).

O gés gerado no aterro € a mistura entre o biogds obtido com a decomposicio
anaerdbia dos residuos so6lidos e compostos volateis liberados pelos mesmos. A grande
diversidade microbiana que participa da cadeia alimentar nos residuos gradualmente degrada
as moléculas complexas a uma mistura de CHy e CO, sob condi¢des ambientais e internas

favordveis (WIRTH et al., 2012). Esse gis pode ser drenado através de tubulagdes adequadas
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e encaminhado para queima ou eventual aproveitamento energético de gas (SOUTO, 2009). A
recuperacdo de energia a partir da fracdo orginica dos residuos sélidos tem um grande
potencial de reducdo das emissdes de gases do efeito estufa (KIM et al., 2013).

O lixiviado é o resultado da mistura da dgua da chuva que infiltra e percola
através dos residuos com os produtos da degradagdo biolégica da massa organica do residuo
(KJELDSEN et al., 2002; BOUMECHHOUR et al., 2013). A formacdo de lixiviado
representa risco ambiental e tem sido identificado na literatura como fonte de poluicao das
dguas superficiais e subterrdneas (ZHAO et al., 2013), apresentando elevadas concentragdes
de matéria organica, metais pesados, dcidos, sais e microrganismos (VILAR et al., 2013) e
com um potencial de contaminacdo bem maior do que o de muitos despejos industriais
(SILVA et al., 2007).

A fragdo orginica dos residuos é um substrato complexo e requer uma via
metabdlica que transforme estes compostos em subprodutos menos complexos antes da
conversdo final em metano (MONTEIRO et al., 2006). Senior (1995) ressalta que quando os
residuos solidos municipais entram num aterro eles tém um contetido grande de sélidos
suspensos e matéria orginica solivel suspensa. Dentre os principais componentes da matéria
organica biodegradavel estdo os carboidratos, as proteinas e os lipidios. Apds o residuo ser
enterrado, uma série de eventos quimicos e bioldgicos da inicio ao processo de transferéncia
de massa do residuo para a 4gua percolante, de onde o lixiviado se origina. A quantidade e a
composicdo do lixiviado gerado variam ao longo das fases e refletem qual processo
microbioldgico estd acontecendo no aterro (MATA-ALVAREZ, 2002). Esses dados sdo
importantes, pois indicam a quantidade de matéria orgénica disponivel para a biodegradacio
(SANTOS, 2010).

Kjeldsen e outros (2002) dividem os processos de biodegradacdo em duas fases:
aerdbia e anaerdbia. Assim que o residuo € enterrado, um periodo de aclimatacio é observado,
e corresponde a fase em que ocorre um acimulo suficiente de umidade e oxigénio que
suportam a atividade microbiana. Durante esse primeiro estdgio de decomposi¢@o, o oxigénio
presente nos espacos entre os residuos recém-enterrados € rapidamente consumido por
microrganismos aerdbios, resultando na producio de diéxido de carbono, dgua e no aumento
da temperatura. O lixiviado produzido nessa fase € caracterizado pela dissolu¢do dos sais
inorginicos altamente soliveis inicialmente presentes no aterro e pequenas quantidades de
matéria organica oriunda da degradacdo aerébia (SENIOR, 1995). Uma fase de transicdo se
instala quando o oxigénio se esgota e o residuo torna-se anéxico com mudanga de aceptores

de elétrons, do oxigénio para os nitratos e sulfatos (MATA-ALVAREZ, 2002).

37



A fase anaerébia é subdividida em quatro estigios: hidrdlise, acidogénese,
acetogénese e metanogénese (POHLAND e HARPER, 1985). Rich e outros (2008)
acrescentam uma quinta etapa, a estabilizagdo bioldgica, que corresponde ao término da
atividade microbiana anaerdbia. Durante a vida de um aterro, essas fases ndao sio tio bem
distintas, 2 medida que sempre hé o aterramento de residuos sélidos novos, causando grande
variabilidade na idade do material disposto. Nesse sentido, € possivel encontrar as quatro
fases ocorrendo simultaneamente em um tnico aterro (KJELDSEN; CHRISTENSEN, 2001).

A fase de hidrélise € o inicio do processo de decomposicdo anaerdbia. Com a
diminui¢do da quantidade de oxigé€nio, comecam a predominar microrganismos anaerdbios
facultativos, ou seja, aqueles que ndo usam oxigénio preferencialmente na decomposi¢do da
matéria orginica. Essas bactérias convertem o material organico particulado, como a celulose
e outros, em compostos dissolvidos. A dgua, presente nos residuos pela umidade inicial e
pelas dguas que infiltram ou sdo recirculadas (CUSSIOL, 2005), é importante para o primeiro
passo da degradacdo anaerébia (hidrdlise), promovendo a dilui¢do de agentes inibidores e
facilitando a distribui¢do de microrganismos e nutrientes na massa de RSU (KJELDSEN et
al., 2002).

A hidrdlise leva a produgdo de acidos orgénicos volateis, amdnia, hidrogénio e
diéxido de carbono. A decomposicio ocorre através da hidrdlise dos polimeros e fermentagio
dos monossacarideos resultantes a acidos carboxilicos e alcodis, caracterizando assim o inicio
da fase acidogénica (MATA-ALVAREZ, 2002). Durante essa fase, que pode durar alguns
anos, sdo produzidas quantidades considerdveis de compostos orginicos simples e de alta
solubilidade, principalmente dcidos graxos volateis (MONTEIRO et al., 2006).

A conversdo desses dcidos e alcodis a acetato, hidrogé€nio e diéxido de carbono
marca o inicio da fase acetogé€nica. Essa fase € executada por uma populagdo microbiana
anaerdbia, sendo algumas anaerdbias facultativas responsédveis por reduzir o potencial redox
do ambiente permitindo assim o crescimento das metanogénicas (MATA-ALVAREZ, 2002).
Frequentemente uma alteracido do pH é observada, sendo acompanhada pela mobilizagdo dos
metais, tornando o lixiviado, nessa fase, quimicamente agressivo (TCHOBANOGLOUS,
2002). Os subprodutos da etapa anterior agora sdo consumidos por um consorcio de arquéas
metanogénicas e convertidos a gas metano e dioxido de carbono (MATA-ALVAREZ, 2002).
As condicdes redutoras dessa fase irdo influenciar na solubilidade dos sais inorgénicos,
resultando na precipitacio ou dissolucdo desses compostos. Por exemplo, sulfato e nitrato sdo

reduzidos a sulfetos e amonia, respectivamente.
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Observa-se um declinio da DBO e DQO, e uma fragdo do residuo permanece
inalterada, visto que € composta de polimeros aromaticos, por exemplo, alguns tipos de
ligninas (AMARAL, 2007), resultante da biodegradacdo de componentes vegetais, e acidos
hdmicos e fllvicos, de coloragdo marrom escuro a preto (SANG et al., 2012). Algumas
bactérias do gé€nero Pseudomonas e actinomicetos termofilicos do gé€nero Streptomyces e
Nocardia sdo as mais importantes na degradacdo da lignina (TUOMELA et al., 2000). Sulfeto
é formado a partir da decomposi¢do anaerébia de aminodcidos sulfurados. Apesar de os
sulfetos parcialmente escaparem sob a forma de biogds (H»S), a maior parte permanece
dissolvido como S (SANG et al., 2012).

A degradacdo anaerdbia da fracdo organica requer a a¢do de uma populacio
microbiana variada, consistindo de muitos grupos de estirpes facultativas e estritas (MATA-
ALVAREZ, 2002).

A diversidade microbiana é um importante fator no processo de decomposicio de
residuos e a avaliacdo dessa diversidade € um dos principais passos em direcdo ao
entendimento das propriedades metabdlicas espécie-especifica responsdveis pela

decomposic¢io dos residuos.

3.6.1 Microbiota do lixiviado de aterro.

O grau de conhecimento sobre a composicdo de microrganismos em lixiviado de
aterro é limitado (GRISEY et al., 2010) em comparagdo as caracteristicas fisicas e quimicas
deste poluente (BOUMECHHOUR et al., 2013). A quantificacdo de microrganismos aerébios
e a identificacdo dos grupos de microrganismos celuloliticos, proteoliticos e amiloliticos
através de meios de cultura foi estabelecida por Monteiro e outros (2006) com o objetivo de
correlacionar as diferentes fases de degradagdo dos residuos solidos urbanos. Alguns
trabalhos t€ém focado na detec¢do de grupos de bactérias patogé€nicas isolados em amostras de
lixiviado de aterro, como € caso dos estudos de Efuntoye e outros (2011) demonstrando a
capacidade de proliferacdo e os fatores de viruléncia de Staphylococcus aureus e de
Clostridium perfringens isolados de amostras de lixiviado. Grisey e outros (2010) utilizaram
andlises bacterianas para identificar a origem de bactérias patogénicas no lixiviado de aterro e
em aguas subterrdneas e fazer correlacdes com a variabilidade sazonal. Umar e outros (2011)
estabeleceram uma metodologia de inativagdo bacteriana do lixiviado de aterro através da
cloragdo utilizando a quantificagdo de bactérias patogénicas indicadoras, como os coliformes

totais e a E. coli.
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As andlises microbianas do lixiviado de aterro revelam um grande ndmero de
bactérias patogénicas e oportunistas. Muitas espécies pertencentes aos géneros Enterobacter,
Escherichia, Klebsiella, Salmonella, Serratia, Proteus, Pseudomonas e Staphylococcus tem
sido reportadas por diversos autores (ADEYEMI et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2009;
EFUNTOYE et al., 2011; ZHANG et al., 2011). Coliformes totais, Escherichia coli,
Enterococos, Salmonella, Pseudomonas aeruginosa, e Staphylococcus aureus sdo capazes de
se desenvolver em lixiviado de aterro e, desta forma, a presenca destas populagdes pode ser
discutida no que tange a satide publica (GRISEY et al., 2010).

No monitoramento do lixiviado dos RSD do municipio do Rio de Janeiro através
de parametros bacterioldgicos, realizado pela Geréncia de Pesquisas Aplicadas da
COMLURB, sio determinadas as populacdes de coliformes totais, de Escherichia coli e de
Enterococos, e a identificagdo de microrganismos potencialmente patogénicos, como
Salmonella e outras enterobactérias e Staphylococcus aureus. Os resultados desse estudo
revelam similaridade nos valores obtidos para o grupo dos coliformes ao longo dos anos de
2004 a 2013. A mesma similaridade foi observada na identificacdo das enterobactérias,
havendo a prevaléncia de 3 espécies de importincia sanitdria: Escherichia coli, Proteus
mirabilis ¢ Klebsiella pneumoniae (COMLURB, 2013).

Uchida e outros (2009), na investigacdo de fontes de poluicdo ambiental por
emissdo de sulfeto de hidrogénio em um aterro no Japao, monitoraram as estruturas das
comunidades microbianas em amostras de lixiviado durante 8 meses usando a técnica
molecular da DGGE (Eletroforese em Gel de Gradiente de Desnaturacio), com o objetivo de
determinar o impacto da degradac@o da matéria orginica nos aterros sobre estas comunidades.
Além disso, compostos quimicos decorrentes da degradacdo dos materiais quimicos
artificiais, como borracha, pldsticos, metais, vidros e materiais de constru¢do (entulhos)
enterrados no aterro sanitdrio também foram qualitativamente analisados. Nesse estudo, as
andlises dos padrdes de bandeamento gerados indicaram que as comunidades microbianas
habitantes do local eram muito estdveis e que os principais microrganismos apresentavam
relacdo com a familia Comamonadaceae, que inclui os géneros Acidovorax e Commamonas
que sdo conhecidos por desempenharem importantes papéis na biodegrada¢do de compostos
aromaticos, na desnitrificacdo, e na biorremediacdo de ambientes contaminados. Os autores
concluiram que a geracdo de sulfeto de hidrogénio também pode ser considerada o resultado
da adaptag@o da atividade microbiana ao ambiente alterado.

Através de técnicas moleculares, a natureza da composi¢do bacteriana foi

determinada em lixiviados oriundos de diferentes aterros sanitdrios no Brasil e foi possivel
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verificar a diversificacdo do dominio Bactéria, com destaque para o filo Proteobacteria, como
o mais abundante (SANTOS, 2010). As Proteobacterias compreendem uma das maiores
divisdes dentro do dominio Bactéria e representam a grande maioria das bactérias gram-
negativas conhecidas. O outro grupo igualmente abundante foi Firmicutes, particularmente, as
classes Clostridia e Bacilli. O estudo das comunidades bacterianas, oriundas de lixiviado de
um aterro estabilizado, analisadas por pirosequenciamento, ja revelaram a predominancia das
bactérias sobre os demais microrganismos, destacando Pseudomonas, Lysobacter, Bacillus e

d-Proteobactérias como as responsaveis pela remocao de poluentes (XIE et al., 2012).

3.7 MICRORGANISMOS PATOGENICOS EM RESIDUOS.

Microrganismos patogénicos sdo aqueles que causam ou sdo capazes de causar
doenca. Os residuos sdlidos apresentam composicdo microbiana variada, sendo possivel a
ocorréncia microrganismos patogéncios como virus, bactérias, fungos, protozoarios e
helmintos (vermes), entre outros (UMAR et al., 2011).

Os microrganismos patogé€nicos presentes nos residuos solidos se originam de
seres humanos, dos animais, vegetais e solo (AVERY et al., 2012). Também sdo vias de
entrada na massa de residuos os papéis higi€nicos, lencos de papel, fraldas descartdveis,
absorventes, preservativos, carcacas e visceras de animais, alimento deteriorado e outros
materiais em decomposi¢do, curativos e residuos de saide provenientes de doentes em
residéncias e de fezes in natura, humanas e de animais (especialmente cdes e gatos), entre
outras fontes (SILVA et al., 2011).

A relagd@o entre os microrganismos e os residuos pode ser interpretada como o
ambiente oferecendo as condi¢Ges propicias para a transferéncia de genes entre os grupos
microbianos que podem lhes conferir caracteristicas de patogenicidade ou de resisténcia aos
antimicrobianos. Os antimicrobianos sdo uma classe de farmacos que previnem a proliferacao
de agentes infecciosos ou microrganismos ou que mata agentes infecciosos para prevenir a
disseminagdo da infeccdo (CLSI, 2013).

Uma das caracteristicas mais importantes dos microrganismos de origem
hospitalar € a resisténcia aos antimicrobianos. Esses genes de resisténcia aos antimicrobianos
podem ser transferidos por conjugacdo, transformacio e transdugéo para bactérias ambientais
ou patogénicas adaptadas ao ambiente através do mecanismo de transferéncia de genes

(ZHANG et al., 2012).
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Uma vez no meio ambiente, as bactérias podem adquirir genes de resisténcia a
partir de outras bactérias, particularmente, sob a exposicdo cronica a baixos niveis de
antimicrobianos (BROWN et al, 2006; HU et al, 2008; ZHANG et al., 2009;
THREEDEACH et al., 2012), o que contribui significativamente para a disseminagio de
genes de resisténcia nos ecossistemas. A exposi¢cdo aos antimicrobianos aumenta o nivel de
resisténcia observado até mesmo na microbiota normal de animais e humanos, tendo o
sistema gastrointestinal como reservatdrio potencial de genes de resisténcia que podem ser
transferidos para bactérias patogénicas dentro do préprio hospedeiro (SASAKI et al., 2010).
Agentes antimicrobianos utilizados na terapia em seres humanos, bem como os seus residuos
podem chegar ao sistema de esgoto através da urina e das fezes. Suas concentragdes nas dguas
residudrias, embora menores do que as dosagens terapéuticas, sdo suspeitas de afetar as
bactérias sensiveis e selecionar estirpes resistentes (KIM et al., 2013).

Nesse sentido, durante longos periodos de incubagdo dentro do aterro, é possivel
que microrganismos possam trocar propriedades de resisténcia aos antimicrobianos
(THREEDEACH et al., 2012). A detecgdo de estirpes multirresistentes em esgoto doméstico e
em lixiviado de aterro pode demonstrar que estes ambientes sdo altamente favordveis a
proliferacdo e a transferéncia de genes, consistindo de uma mistura de microrganismos,
nutrientes e substancias quimicas (PRADO er al., 2008). Quando os residuos oriundos de
unidades hospitalares sdo descartados juntamente com os residuos comuns em aterros,
bactérias entéricas comensais, como Escherichia coli, originada de residuos contaminados por
fezes, podem estar expostas a diferentes tipos de medicamentos, incluindo antimicrobianos
(CHAGAS et al., 2011).

Bactérias de importincia hospitalar, como as enterobactérias e Staphylococcus
aureus, ja foram detectadas no lixiviado produzido a partir de RSS dispostos em aterro
sanitdrio reforcando o papel destes residuos como reservatérios de patégenos microbianos,
bem como, de linhagens resistentes aos antimicrobianos (NASCIMENTO et al., 2009).

Alguns géneros bacterianos, como enterococos, foram detectados em lixiviado de
residuos sélidos e apresentam capacidade de adquirir a resisténcia a medicamentos
antimicrobianos através de elementos genéticos moveis, tais como plasmidios, transposons,
ou através de mutacdes (WERNERA ef al., 2013). Outros microrganismos de importancia
médica, tais como P.aeruginosa, podem permanecer por longos periodos num ambiente
liquido, criando rotas de disseminacdo e se tornando reservatdrios ambientais de genes que

conferem caracteristicas de patogenicidade (FUENTEFRIA et al., 2010).
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3.7.1 Resisténcia aos antimicrobianos.

A propriedade de resisténcia das bactérias aos antimicrobianos € a habilidade de
contornar a atividade inibidora ou letal de um agente antimicrobiano (CLARKE, 2009). O
desenvolvimento da resisténcia aos antimicrobianos € uma consequéncia da exposi¢cdo do
microrganismo aos agentes antimicrobianos e de sua capacidade de se adaptar a mudancgas no
meio ambiente (KIMBERLY, 2001). A resisténcia bacteriana frequentemente resulta em falha
no tratamento, o que pode ter consequéncias graves, especialmente em pacientes
imunodeficientes.

Patégenos resistentes podem se disseminar e se tornar um problema no controle
de infec¢do, ndo s6 dentro das instituigcdes de assisténcia a satde, mas também em
comunidades. Bactérias clinicamente importantes, como por exemplo, Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA) e Escherichia coli produtoras de beta-lactamases de espectro
estendido (ESBL) sdo cada vez mais observadas em pessoas que ndo tiveram contato com o
ambiente hospitalar (CHEN et al., 2009).

E importante distinguir as muitas formas pelas quais um organismo pode
demonstrar resisténcia. Algumas espécies de bactérias sdo naturalmente resistentes a uma ou
mais classes de agentes antimicrobianos. Nesses casos, todas as estirpes da mesma espécie
bacteriana sdo igualmente resistentes a todos os membros dessa classe de antimicrobianos
(HU et al, 2008). De maior preocupacao, sdo os casos de resisténcia adquirida, nos quais as
populacdes naturalmente sensiveis de bactérias podem tornar-se resistentes aos agentes
antimicrobianos através de mutacdo, quando ocorre mudanca hereditdria no genoma do
microrganismo, ou através de recombina¢do, quando a informagdo genética que codifica a
resisténcia € adquirida de outras bactérias por transformagfo, conjugacdo ou transducdo

(TENOVER, 2006).

3.7.2 Mecanismos de acao dos antimicrobianos sobre as bactérias.

Os agentes antimicrobianos sdo frequentemente classificados de acordo com seu
principal mecanismo de a¢@o na bactéria. Os mecanismos incluem a inibi¢do da sintese da
parede celular (por exemplo, beta-lactamicos e agentes glicopeptidicos), a inibicdo da sintese
de proteinas (macrolidios e tetraciclinas), a interferéncia com a sintese do acido nucléico
(fluoroquinolonas e rifampicina), a inibi¢do do metabolismo (sulfamaetoxazol-trimetoprim), e

a alteracdo da permeabilidade da membrana bacteriana (polimixinas e daptomicina)
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(ANVISA, 2007). A Figura 7 ilustra os principais mecanismos de a¢do dos antimicrobianos

sobre a célula bacteriana.

SINTESE DAS PURINAS
SINTESE DO ACIDO FOLICO

FUNGAD E ESTRUTURA

Fonte: BRASIL (2007). Antimicrobianos — Bases tedricas e uso clinico

Figura 7. Mecanismos de acdo doas principais agentes antimicrobianos sobre a célula bacteriana.

3.7.3 Mecanismos de resisténcia das bactérias aos antimicrobianos.

Com base nas informagdes apresentadas pela ANVISA (2007), as bactérias
manifestam a resisténcia a agentes antimicrobianos através de mecanismos diversos: a
resisténcia antimicrobiana pode ocorrer pela alteracio da permeabilidade da membrana
plasmatica; os microrganismos podem adquirir genes que codificam enzimas, como as beta-
lactamases, que destroem o antimicrobiano antes que ele produza o efeito; outro mecanismo é
a bomba de efluxo, no qual o microrganismo € capaz de eliminar o antimicrobiano antes que
ele possa chegar ao seu local de destino e exercer o seu efeito; ou ainda, pode haver alteracido
do sitio de acdo do antimicrobiano na célula.

O principal mecanismo de resisténcia das bactérias Gram-negativas aos
antimicrobianos beta-lactimicos € decorrente da produgcdo de enzimas chamadas beta-
lactamases, que impossibilitam a atividade antimicrobiana das penicilinas (ampicilina e
cefalosporinas de primeira geracdo) (TENOVER, 2006). Geralmente, essas enzimas sao

codificadas por genes localizados em plasmidios capazes de se replicar entre bactérias de
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diferentes espécies, assim como entre gé€neros distintos (ZEMELMAN et al., 2002). A
descricdo dessas beta-lactamases entre bactérias antes sensiveis a penicilina representou um
marco no cendrio da resisténcia bacteriana e a partir dai, outros agentes antimicrobianos
passaram a ser utilizados, inclusive outras geracdes de cefalosporinas (PICAO; GALES,
2007). Como resultado, ocorreu a selegdo de estirpes de bactérias produtoras de enzimas beta-
lactamases de espectro ampliado, conhecidas como ESBLs cuja a¢@o ndo se restringe apenas
as penicilinas e cefalosporinas de primeira e segunda geracdo, mas também, sobre as
oxiamino-cefalosporinas (Cefotaxima, Ceftazidima, Ceftriaxona) e monobactans (Aztreonam)
(STURENBURG e MACK, 2003). Os microrganismos produtores de ESBLs sdo usualmente
encontrados no ambiente hospitalar, principalmente nas unidades de tratamento intensivo,
mas tém sido também isolados em ambientes cirurgicos, pedidtricos, neonatais, casas de
repouso e clinicas de reabilitacio (DALMARCO et al., 2006).

A ocorréncia de bactérias produtoras de ESBL no efluente e no lodo de estagdes
de tratamento de esgoto hospitalar do Rio de Janeiro, Brasil, foi descrita por Prado e outros
(2008) e por Chagas e outros (2011), sendo detectada a presenga de K. pneumoniae produtora
de ESBL. ESBLs foram encontradas em 30-60% de estirpes de Klebsiella isoladas em
unidades de terapia intensiva no Brasil, Colombia e Venezuela (CHAGAS et al., 2011). Yang
e outros, (2012) observaram a ocorréncia, a predominancia e a diversidade de genes de
resisténcia aos beta-lactdmicos em lodo de estagdes de tratamento de esgoto de 15 cidades da
China.

Outro grupo de antimicrobianos beta-lactimicos, os carbepenens sdo agentes
potentes no tratamento de infec¢Oes graves causadas por bactérias Gram-negativas,
particularmente, as enterobactérias, mas a sua eficicia tem sido prejudicada pelo surgimento
de beta-lactamases capazes de hidrolisar as carbapenemas (carbapenemases) (ZIMMERMAN
et al., 2013). Virios tipos de carbapenemases, como a KPC, produzida pela Klebsiella
pneumoniae, t€m sido detectadas em uma variedade de espécies de enterobactérias, em muitos
paises (ZHANG et al., 2012). K. pneumoniae é o hospedeiro mais comum da KPC, mas esta
enzima também foi encontrada em vérias outras espécies e géneros da familia
Enterobacteriaceae, incluindo a Citrobacter freiindii, Escherichia coli, Enterobacter cloacae,
Klebsiella oxytoca, Salmonella enterica sorovar Cubana, e Serratia marcescens (GUPTA et
al.,2001).

A detecg@o de estirpes com alto nivel de resisténcia aos aminoglicosideos (HLAR)
€ importante, pois ela indica a perda do sinergismo entre os beta-lactimicos e os

aminoglicosideos no tratamento das infeccdes graves por enterococos (CINQUEPALMI et
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al., 2013). O HLAR ¢é mediado pela aquisicdo de novos genes que codificam enzimas que
promovem modificagdes na molécula dos aminoglicosideos, ou resultante de mutacdes no
sitio ribosomal que impecam a ligacdo desses agentes ao seu sitio de acdo (CATTOIR;
LECLERCQ, 2013).

Apds mais de 35 anos de uso clinico da vancomicina, sem qualquer aparecimento
de resisténcia, enterococos desenvolveram resisténcia a este antimicrobiano (MOELLERING,
1998). O mecanismo bioquimico de resisténcia a vancomicina se deve a producdo de
precursores do peptideoglicano da parede celular da bactéria alterados nos quais os
glicoeptideos se ligam com baixa afinidade (DEPARDIEU et al., 2007).

A Figura 8 ilustra os principais mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos

conferidos pelas bactérias.

ALTERAGAO DE [ MECANISMO ENZIMATICO |
PERMEABILIDADE

. L 3
aATM
A BOMEA DE EFLUXO]
parede _
bacteriana ATM s e

ATM
\'\\ - o

L plasmideo

membrana
bacteriana
—— genes de
resisténcia
ATM = antimicrobiano DONA bacterians | ALTERAGAO DO SITIO DE AGAO|

Fonte: ANVISA. Mecanismos de resisténcia antimicrobiana.

Figura 8. Mecanismos de resisténcia das bactérias sobre os antimicrobianos

3.7.4 Meétodos de deteccao da resisténcia aos antimicrobianos.

Desde o trabalho de purificagio da penicilina desenvolvido por Alexander
Fleming em 1929 (ZANKARI et al., 2013), os métodos fenotipicos, como a disco difusio ou
a concentragdo minima inibitéria (CMI), t€m sido a referéncia na deteccdo da resisténcia aos
antimicrobianos (BOULOS, 2013). O Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos (TSA) é
uma técnica destinada a determinacdo da sensibilidade bacteriana in vitro frente a agentes

antimicrobianos. A realizacdo do TSA ou antibiograma e sua interpretacdo nio é uma tarefa
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facil, por suas limitagdes e principalmente pela crescente descoberta de novos mecanismos de
resisténcia (ZANKARI et al., 2013).

A metodologia de difusdo em disco € a mais difundida e utilizada até hoje na
rotina de andlises clinicas, devido a sua praticidade de execugdo, baixo custo e confiabilidade
de seus resultados (GISKE; CORNAGLIA, 2010). O TSA ¢ qtil para compor a prescri¢do do
tratamento clinico e para monitorar as caracteristicas de isolados bacterianos, principalmente,
os envolvidos em infeccdes relacionadas a assisténcia a satide (ZANKARI et al., 2013),
podendo ser qualificado como método de rastreamento rdpido, embora de valor limitado,
tendo-se em vista a possivel associacdo da resisténcia com elementos genéticos méveis, como
transposons e plasmidios (TENOVER, 2006).

A padronizagdo das metodologias para a realizacdo dos testes de susceptibilidade
aos antimicrobianos, bem como, a selecio de drogas, a interpretacdo de resultados e o
controle de qualidade sdo desenvolvidas pelo CLSI - Clinical and Laboratory Standards
Institute, uma organizagéo internacional que promove o uso de normas/padrdes e diretrizes de
carater voluntario, voltadas para a patologia clinica e a assisténcia a saide publica (CLSI-

Clinical and Laboratory Standards Institute, 2013).

3.7.5 Principais microrganismos de importancia hospitalar.

Infeccdes relacionadas a assisténcia a saide (IRAS) sdo causadas por
microrganismos presentes na prépria microbiota bacteriana humana ou no ambiente
hospitalar, ganhando acesso a corrente circulatdria e a outros sitios por motivos inerentes ao
hospedeiro (LYYTINAINEN et al., 2002). Dados do International Nosocomial Infection
Control Consortium (INICC) de 2010 mostram que Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e
espécies de Enterobacter sdo as principais espécies comensais envolvidas nas infeccoes de
origem hospitalar na América Latina, Asia, Africa e Europa. Recentemente, essas
superbactérias tém sido denominadas de microrganismos ESKAPE, enfatizando a sua
capacidade para "escapar" dos tratamentos antibacterianos (BASSETTI et al., 2013). Esses
microrganismos devem o seu status de superbactérias ndo a patogenicidade ou a viruléncia,
mas a resisténcia a multiplos agentes antimicrobianos (MOELLERING, 1998). Juntas, sdo a
causa de 70-80% das IRAS, e o uso aumentado de antimicrobianos tem forte relacdo com a
emergéncia desses patdgenos multirresistentes no ambiente hospitalar (ROSENTHAL et al.,

2010).
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3.7.5.1 Enterobactérias produtoras de beta-lactamases de espectro estendido (ESBLs).

A produgdo de beta-lactamases de espectro estendido (ESBLs) é um dos
mecanismos mais importantes de resisténcia as cefalosporinas de terceira geracdo conferido
pelas enterobactérias, especialmente, pela Klebsiella pneumoniae e pela Escherichia coli
(VESPERO et al.,, 2007). K. pneumoniae é uma bactéria Gram-negativa que pode causar
infec¢des nosocomiais, incluindo pneumonia e bacteremia, ou infec¢des de sitio cirtrgico, e
meningite, com destaque para o desenvolvimento de resisténcia aos carbapenens, a classe de
antimicrobianos  beta-lactimicos de maior espectro de atividade antibacteriana
(RASMUSSEN; BUSH, 1997; BOUCHER et al, 2009; DEBBY er al, 2011). As
enterobactérias fazem parte da microbiota do intestino humano e sdo disseminadas no
ambiente através das fezes. Nos servicos de sadde, pacientes submetidos a aparelhos
invasivos como ventiladores (maquinas de respiracdo) ou cateteres intravenosos (veia), e 0s
pacientes que estdo em antibioticoterapia de longa duracdo apresentam maior risco de

infecgdes por Klebsiella e outras enterobactérias (www.cdc.gov/ncidod/dhgp/index.html).

3.7.5.2 Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA).

A espécie Staphylococcus aureus é considerada a espécie patogé€nica de maior
importancia em infecgdes humanas, tanto de origem comunitdria, quanto hospitalar
(MADIGAN et al., 2010). S. aureus é um patégeno versitil, capaz de sobreviver em
condicdes ambientais hostis, colonizando membranas mucosas e pele (STENEHJEM;
RIMLAND, 2013). E o patégeno mais isolado em infec¢des relacionadas 2 assisténcia 2 satide
no Brasil e no mundo, representando 15 a 20% dessas infec¢des, e o constante aumento nas
taxas de resisténcia a antimicrobianos indica que sua prevaléncia deve continuar aumentando
(CHAMBERS, 2001). A linhagem resistente a meticilina - MRSA (“methicillin resistant S.
aureus) € um grande problema para o controle das complicagdes infecciosas, frequentemente
adquiridas em hospitais, expressando grande resisténcia aos antimicrobianos beta-lactimicos,
como a meticilina, a oxacilina, a penicilina, e a amoxicilina, mas também apresentam
resisténcia a antissépticos e desinfetantes, tais como o quaterndrio de amonio, empregados em
ambientes hospitalares (RAMPLING, 2001). Estudos recentes apontam uma estabilizagdo ou
declinio na incidéncia de MRSA nos paises europeus, particularmente, na Franca, sendo o
fato atribuido a ado¢fo de medidas de controle de infeccdo, como a higiene e a assepsia com

dlcool das maos dos profissionais da saide (GBAGUIDI-HAORE et al., 2013).

48



3.7.5.3 Pseudomonas aeruginosa.

Em seres humanos, P. aeruginosa causa infeccdes em individuos
imunocomprometidos, como pacientes portadores do virus da AIDS e cancer, vitimas de
queimaduras, e portadores de fibrose cistica. P. aeruginosa também é comumente encontrada
em infec¢Oes hospitalares, sendo capaz de se aderir a diversos materiais, contaminando
tubulacdes, catéteres, ventiladores, proteses e lentes de contato (CASTRO NETO, 2003).
Uma caracteristica marcante das infeccdes por P. aeruginosa adquiridas em hospitais € a
multirresisténcia (NOUER, 2006). Os percentuais de resisténcia sdo mais elevados nas
amostras isoladas nas UTIs, refletindo maior intensidade de uso de antimicrobianos nesse
ambiente, e, possivelmente, transmissdo de estirpes multirresistentes entre os pacientes
(FRIDKIN E GAYNES, 1999). Resisténcia a ciprofloxacina, imipenem, ceftazidima e
piperacilina em amostras de pacientes internados em UTIs chega a ser de 1,5 a 3 vezes maior
do que nas amostras de pacientes internados em enfermarias e ambulatdrios

(www.cdc.gov/ncidod/dhgp/index.html).

3.7.5.4 Enterococos resistentes a Vancomicina (VRE).

Como patdégenos nosocomiais, 0s enterococos podem causar endocardites,
bacteremias, infecgdes no trato urindrio, sistema nervoso central, intra-abdominal e pélvica,
além do microrganismo portar resisténcia multipla aos antimicrobianos, especialmente a
vancomicina e a altos niveis de aminoglicosideos (HAN et al, 2011). Dos Enterococos
reconhecidos atualmente, Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium, sio as causas mais
importantes de infec¢cdes em seres humanos (JACKSON et al., 2012). Recentemente, os
enterococos foram classificados como o terceiro agente patogénico nosocomial mais comum,
precedido pelos estafilococos coagulase negativa e pelo Staphylococcus aureus, e o segundo
mais comum responsdvel por bacteremias em Unidades de Tratamento Intensivo (KUCH et
al., 2012). A maioria dos enterococos resistentes a vancomicina pertence a espécie E. faecium

(CATTOIR E LECLAIRCQ, 2013).

3.7.5.5 Acinetobacter baumannii.

Acinetobacter € um grupo de bactérias encontrado no solo e na dgua. Surtos de
infecgdes por Acinetobacter ocorrem tipicamente em unidades de terapia intensiva e em
pacientes imunossupressivos. A espécie A. baumannii é responsavel por cerca de 80% das
infec¢des relatadas, sendo considerado um patégeno nosocomial emergente, em todo o mundo

(www.cdc.gov/ncidod/dhgp/index.html). Infeccdes por Acinetobacter raramente ocorrem fora
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do ambiente hospitalar (MARTINS et al., 2013). O aumento do uso de antibiéticos de amplo
espectro, tais como carbapenens foi seguido por um aumento dramético na resisténcia a estes
antimicrobianos durante a ultima década, deixando limitadas as op¢des para o tratamento de

infecgdes graves causadas por A. baumannii (POVILONIS et al., 2013).

3.8 PRINCIPAIS MICRORGANISMOS INDICADORES DE CONTAMINACAO
AMBIENTAL.

A detec¢do de microrganismos patogénicos ndo € utilizada para fins de
monitoramento em amostras ambientais. Por esse motivo, uma das estratégias mais vidveis
para o controle de qualidade microbiolégica nestes tipos de amostras € a avaliacdo da
presenca dos microrganismos indicadores de contaminagdo fecal. Esses microrganismos
devem possuir uma série de caracteristicas, dentre elas, estar presentes em grandes
quantidades em fezes humanas e de animais de sangue quente, ndo se multiplicar em 4guas
naturais e ser detectaveis por métodos laboratoriais simples e rapidos (CETESB, 2007). As
bactérias indicadoras de contaminacdo ambiental ndo necessariamente representam risco para
a saude em si, mas a sua deteccdo implica a potencial presenca de bactérias patogénicas

(HALLER et al., 2009; UMAR et al., 2011).

3.8.1 O grupo dos coliformes.

Bactérias do grupo coliforme sio definidas como bacilos aerébios e anaerdbios
facultativos, Gram-negativos, ndo formadores de esporos, capazes de crescer na presenca de
concentragdes relativamente elevadas de sais biliares e fermentar a lactose na temperatura de
35°C - 37°C, com formagdo de 4cido, gés e aldeido, em 24 a 48 horas (CETESB, 2007). A
deteccdo de coliformes totais € til para indicar a presencga de indicadores de poluicdo fecal.
No entanto, o emprego da quantificacdo da Escherichia coli, em complemento aos coliformes
totais, melhora de maneira significativa a detec¢do da contaminacdo de origem fecal

(GRISEY et al., 2010).

3.8.2 Escherichia coli.

Escherichia coli sdo bastonetes Gram negativos, pertencentes a familia
Enterobacteriaceae. Sao amplamente utilizados como indicadores de contaminacéo fecal nos
cursos d’agua (IBEKWE et al., 2011). Esses microrganismos s@o comumente presentes no
trato gastrointestinal de animais de sangue quente, incluindo humanos e sdo liberados para o

meio ambiente através da deposicdo de material fecal (KAPER, 2004). Como € eliminada em
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grande quantidade nas fezes, sua presenca no ambiente sinaliza a possibilidade de
coexisténcia de diversos organismos patogénicos de origem humana e fecal e tem sido usada
como um indicador de contaminacdo em rios para monitoramento da contaminagdo por
lixiviado de aterros sanitirios (GRISEY et al, 2010) e em d4guas de abastecimento

(ECONOMIDES et al., 2012).

3.8.3 Salmonella spp.

Salmonelas sdo bactérias intestinais (enterobactérias) e vém sendo empregadas
como bioindicadores em microbiologia ambiental. Podem sobreviver durante vérias semanas
em condi¢Oes secas e até varios meses na dgua (GRISEY er al., 2010). Sdo patégenos que
estdo entre as bactérias mais comumente responsabilizadas pelo elevado nimero de infec¢des
gastrointestinais. A maioria dos casos em humanos estd associada aos sorovares Enteritidis e

Typhimurium (ECONOMIDES et al., 2012).

3.8.4 O grupo dos enterococos.

Enterococos s@o habitantes normais do trato intestinal de seres humanos e animais
(SANTOS, 2007) e sao encontrados em uma variedade de condi¢des ambientais, tais como
esgotos, solo, dgua e alimentos (DA COSTA et al, 2006; JACKSON et al., 2012). Sua
sobrevida no ambiente € maior do que a dos coliformes, o que os torna, além de indicadores
de contaminacio fecal, excelentes indicadores da presenca de virus (GRISEY et al., 2010). A
sua capacidade de sobreviver em uma ampla gama de condi¢des fisico-quimicas, tais como
temperaturas extremas, osmolaridade elevada e a presenca de desinfetantes, permite que os
enterococos sobrevivam em vdrias superficies em hospitais e nas maos de trabalhadores

ligados a assisténcia a sadde.

3.8.5 Pseudomonas aeruginosa.

P. aeruginosa é a espécie bacteriana com a mais ampla gama de habitats, que vive
e se prolifera como saprdfitas em dgua e em solos imidos (BREATHNACH et al., 2012). A
sua presenca é geralmente abundante em dguas residudrias, mas nio € um indicador especifico

de contaminacdo fecal recente (GRISEY et al., 2010).
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3.9 DIVERSIDADE MICROBIANA.

Atualmente, entende-se que o microrganismo € um membro de um complexo de
interagdes em um nicho ecoldgico, o que € crucial para o entendimento tanto da ecologia
quanto da evolugio do organismo (GOMEZ et al., 2010).

A ecologia microbiana € uma ciéncia que tem como objetivo compreender como
as comunidades microbianas interagem entre si € com o ambiente (SANTOS, 2010).
Atualmente, os estudos em ecologia microbiana permitem responder a questionamentos, tais
como, quais fatores influenciam a diversidade microbiana, quao estdveis as comunidades
microbianas se apresentam na natureza e com o que a filogenética microbiana contribui para o
funcionamento das comunidades microbianas (RITTMANN, 2006).

Afirmam Rosado e Duarte (2002): A diversidade microbiana € tdo vasta quanto
desconhecida. Os microrganismos sdo o grupo mais diversificado e abundante de organismos
na Terra (JACKSON, 2012) e com a mais longa histéria evoluciondria (cerca de 3,5 bilhdes
de anos) (COUTINHO et al., 1999). Sabe-se que um pequeno percentual das espécies
bacterianas do planeta foi identificado, deixando vasta por¢do dessa biota desconhecida e ndo
estudada (AMANN et al., 1995). Segundo Coutinho (1999) somente 1% dos microrganismos
presentes no meio ambiente podem ser cultivados por meio de técnicas convencionais de
cultivo e de plaqueamento. A utilizacdo de metodologias de cultivo impde as populacdes
microbianas uma pressdo seletiva, impedindo a detec¢do de muitos microrganismos ‘“nao
cultivaveis” (ZAK et al., 1994; SANTOS et al., 2009). Torna-se, entdo, limitante o estudo da
diversidade associada a determinado ambiente com a utilizagdo de meios de cultivo seletivos
a grupos particulares.

A andlise da diversidade em comunidades microbianas complexas pode ser
examinada em vdrios niveis. As andlises mais simples usam perfis de DNA para identificar
diferencas na composi¢do das comunidades. Abordagens mais refinadas descrevem as
diferencas ndo s6 na composi¢do da comunidade, mas também na sua organizacio através da
medida do nimero (riqueza) e abundancia relativa de espécies ou filotipos (DUNBAR et al.,
2000). As novas tecnologias desenvolvidas tém conferido a diversidade microbiana uma

posicao prioritdria para o avanco da biotecnologia (BASSIN et al., 2011).

3.10 FERRAMENTAS MOLECULARES EM ESTUDOS DE COMUNIDADES
MICROBIANAS EM RESIDUOS.
A evolucdo da biologia molecular nas dltimas décadas propiciou avangos nos

estudos da microbiologia ambiental e da ecologia microbiana. A ecologia microbiana
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molecular é baseada na compreensdo das relacdes entre microrganismos e suas interagdes
com o ambiente, através da andlise de moléculas representativas de organismos (proteinas,
enzimas ou dcidos nucleicos) ou de processos por eles desencadeados (SANTOS, 2010).

Os métodos moleculares, independentes de cultivo, em geral utilizam como etapa
inicial a amplificacdo por PCR (Polymarese Chain Reaction) de genes marcadores. Apds a
extracdo do DNA total de uma dada amostra, o material extraido serve como molde para a
reacdo de PCR. A regido a ser amplificada deverd conter sequéncias conservadas que irdo
permitir o pareamento dos iniciadores, e regides varidveis que serdo utilizadas pela filogenia
(YE et al., 2012). A extragdo de DNA de amostras ambientais, com posterior amplificagdo e
andlise do material genético, tem sido uma alternativa ou complemento ao cldssico método de
cultivo e andlises fisiologicas de microrganismos (ZILLI et al., 2003; ERCOLINI, 2004).

As principais razdes para o uso de técnicas independentes do cultivo sdo a
auséncia de conhecimento das condi¢des reais sob as quais a maioria das bactérias estd
crescendo no seu habitat natural e a dificuldade para se desenvolverem meios de cultura
adequados que simulem estas condigdes (ERCOLINI, 2004). Esse é o caso do lixiviado de
aterro, podendo ser considerado um meio de cultivo microbiano de composicio e condigdes
indeterminadas e varidveis. Diferentes técnicas moleculares vém recentemente sendo
aplicadas ao lixiviado de aterro, destacando-se: a Andlise do Polimorfismo de Comprimento
do Fragmento de Restricio (T-RFLP ou TRF — “Terminal Restriction Fragment Length
Polymorphism”) (SAWAMURA et al., 2010); biblioteca de clones do gene RNAr 16S
(HUANG et al., 2005; LIU et al., 2011), Hibridizagcao fluorescente in situ - FISH (SANZ e
KOCHLING, 2007), Andlise da Restrigdio do DNA Ribossomal Amplificado (Amplified
Ribossomal DNA Restriction Analysis — ARDRA) (WALSH et al., 2002); a Eletroforese do
Gel de Gradiente Desnaturante — DGGE (ROLING et al., 2001; BRAT et al., 2008;
MEHMOQD et al., 2009) e pirosequenciamento (SANTOS, 2010).

3.10.1 Eletroforese em gel com gradiente desnaturante — DGGE.

Uma das técnicas mais empregadas nos estudos da diversidade estrutural de
comunidades microbianas em amostras ambientais é o padrao de bandeamento por DGGE,
associado ao sequenciamento das bandas e andlise filogenética (MUYZER et al, 1993;
SANTOS;PEIXOTO;ROSADO, 2009).

O principio da técnica de DGGE-PCR ¢ a separacdo de fragmentos de DNA por
mobilidade, previamente amplificados pela PCR, por eletroforese em gel de poliacrilamida

com gradiente linear de desnaturagdo (ERCOLINI, 2004). Isto é, os fragmentos sdo
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submetidos a um ambiente com niveis crescentes de agentes quimicos desnaturantes (ureia e
formamida) e a sequéncia de nucleotideos definird o0 momento em que o mesmo passard de
uma conformagdo helicoidal para uma parcialmente desnaturada, parando a migragédo. Logo,
aqueles que possuem o mesmo tamanho e sequéncias nucleotidicas diferentes podem ser
separados pela diferenca na mobilidade das moléculas, assumindo perfis eletroforéticos
distintos. O resultado € um perfil eletroforético caracteristico de cada amostra analisada, ou
seja, verdadeiras impressdes digitais de comunidades microbianas (BASSIN; ROSADO,

2011).

3.10.2 O gene que codifica 0 16S RNAr e sua utilizacdo na identificacio de espécies
bacterianas.

O RNA ribossomal (RNAr) € bastante conservado tanto funcionalmente como em
sua sequéncia e estd associado a regides de moderada variacio (WARD E BATESON, 1990).
Assim, a comparacido de sequéncias de RNAr se tornou uma poderosa ferramenta para
deduzir relacdes filogenéticas e evolutivas de organismos, assim como, sua propria
identificacdo (PATEL et al., 2000). Como marcador molecular, o gene que codifica o RNAr,
o DNAr, tem sido extensivamente aplicado na deteccdo, identificacdo e na avaliacdo da
diversidade microbiana em amostras ambientais pelo seu tamanho e por ser melhor manejavel
experimentalmente (PEIXOTO et al., 2002).

Para a andlise de comunidades, tanto 0 DNA como o RNA podem ser extraidos.
Nao ha nenhum consenso acerca de uma determinada metodologia, mas uma vez que seja
selecionada para um projeto, deve ser mantida para garantir a reprodutibilidade dos resultados
(MUYZER E SMALLA, 1998). O principal fator que influencia a metodologia de escolha é
obter o miximo de lise celular e o minimo de contaminagdo quimica a partir da amostra
ambiental. Outros fatores que devem ser considerados sdo a quantidade de amostra, o tempo
para realizar a extracdo, a habilidade na execug¢@o da técnica e os custos (PINHATI, 2008).

Quando se pretende amplificar o DNAr 16S completo, as sequéncias conservadas
do gene sdo utilizadas para o desenho dos oligonucleotidios iniciadores. De fato, embora
existam posicdes filogeneticamente informativas ao longo de todo o gene, a maior
variabilidade se concentra nas primeiras 500 bases nucleotidicas (PATEL et al., 2002). O
DNAr 16S tem sido sequenciado para um grande nimero de linhagens. GenBank, o maior
banco de dados de sequéncias, tem aproximadamente 20 milhdes de sequéncias depositadas,
das quais 90.000 sdo referentes ao gene que codifica o RNAr 16S, o que permite a

comparag¢do da sequéncia das linhagens desconhecidas com as sequéncias disponiveis.
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3.10.3 Sequenciamento de fragmentos de DNAr 16S.

A técnica de sequenciamento faz parte da mais recente geracdo de tecnologias
para o estudo de comunidades microbianas em amostras ambientais. As etapas a seguir foram
descritas por Shendure; Ji (2008) para a técnica pioneira de sequenciamento de Sanger (1975).
Cada ciclo dessa técnica inclui as mesmas etapas da PCR, isto é, desnaturacio, pareamento do
iniciador e polimerizacdo. Cada etapa de polimerizacdo é aleatoriamente terminada com a
incorporacdo de dideoxinucleotideos (ddNTPs) marcados com fluorescéncia. Os
dideoxinucleotideos sdo andlogos aos dNTPs normais e diferem apenas pelo fato de ndo
possuirem um grupamento hidroxila no carbono 3’ impedindo assim que qualquer ddNTP ou
dNTP incorporado a cadeia de DNA crescente participe da ligagdo fosfodiéster com o
nucleotideo previamente incorporado. A terminacdo da cadeia ocorre de forma aleatéria em
qualquer base e em qualquer fita de DNA crescente, resultando em uma mixtura de
fragmentos de diferentes tamanhos marcados pela fluorescéncia do ddNTPs incorporado. A
sequéncia é determinada apds a separagdo desses fragmentos em uma eletroforese de alta
resolucdo executada em gel contido em um capilar. Na saida do capilar os fragmentos
marcados sdo excitados por um laser e o espectro emitido, correspondente ao ddNTP
incorporado, é detectado.

Recentemente, a tecnologia de pirosequenciamento vem se destacando por ser um
sistema capaz de sequenciar 25 milhdes de bases em um periodo de quatro horas, ou seja,
cerca de 100 vezes mais rapido do que o tempo gasto no sequenciamento convencional
(ROGERS; VENTER, 2005). Quando utilizada na avaliacdo das comunidades microbianas
em lixiviado de aterro sanitdrio, a tecnologia de pirosequenciamento revela uma maior
diversidade microbiana quando comparada ao sequenciamento tradicional (SANTOS, 2010;
XIE et al., 2013).

Conhecer as comunidades microbianas e a prevaléncia de patdgenos e
microrganismos resistentes a antimicrobianos nos residuos sélidos ¢ uma nova drea de
investigacdo, particularmente, quando se coloca a questdo sobre a periculosidade dos RSS
dispostos em aterro, sem tratamento prévio. As informagdes geradas por esses estudos podem
fornecer subsidios para balizar ou se contrapor as legislacdes ambientais para descarte de RSS
e, assim, minimizar os elevados custos de implantacdo e de manutengdo de tratamento e de

disposi¢do final diferenciados.
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4 MATERIAL E METODOS.
4.1 IMPLANTACAO DAS CELULAS EXPERIMENTALIS.

A érea destinada a construgdo das células experimentais situa-se na Usina de
Reciclagem e de Compostagem de Jacarepagud pertencente a COMLURB, no bairro de

Vargem Pequena, zona Oeste do Municipio do Rio de Janeiro (Figura 9).

Figura 9. Usina de Reciclagem e Compostagem de Jacarepagua da Companhia Municipal

de Limpeza Urbana. A elipse amarela indica a area destinada a construcio das células
experimentais. Fonte: Companhia Municipal de Limpeza Urbana - COMLURB

A construgdo das células obedeceu aos critérios bdsicos de construcdo de aterros
sanitdrios (ABNT- NBR 15849:2010): impermeabilizacido do solo, compactacio dos residuos,
drenagem de lixiviado, drenagem de gases, drenagem de 4guas pluviais, controle de entrada
dos residuos (pesagem do veiculo), a descarga dos residuos sdlidos, espalhamento, a
compactacdo dos residuos sé6lidos, o cobrimento com uma camada de solo e monitoramento
ambiental.

Para a execug@o do projeto, foram necessdrios levantamentos em nivel de campo e
o estabelecimento de premissas basicas a serem observadas durante a implantacdo das células,
como o controle dos riscos ambientais, da biosseguranca ocupacional e da presenca de
vetores.

Como controles do experimento foram consideradas as etapas de seguranga
ambiental, que consistiram na montagem da base das células (bermas) e dos taludes com
residuos de material de construcdo e terra compactados a uma altura de aproximadamente 1
metro em relacdo ao solo; impermeabilizacdo da base receptora dos residuos com polietileno

de alta densidade; instalacdo de sistemas de drenagem de lixiviado e de gases com
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queimadores; transporte dos liquidos lixiviados a estacdo de tratamento de esgoto local e
monitoramento mensal das dguas do rio proximo ao experimento (Rio Calembd)

Com relacdo a biosseguranca ocupacional, todos os colaboradores envolvidos no
projeto utilizaram equipamentos de protecdo individual adequados para cada fase do
experimento.

Durante todas as fases de implantacdo do projeto, foram realizadas inspecdes para
verificagdo de focos de moscas (Musca domestica e Chrisomia megacephala) e vestigios de
roedores (Rattus rattus, Rattus norvegicus € Mus musculus). Diversos pontos de iscagem para
controle de roedores foram instalados no entorno das células, e nos ralos e bueiros préximos.
O controle de moscas foi realizado através da aplicacdo de mosquicida granulado, disposto no
entorno das células e pela colocagdo de painéis de atratividade para estes vetores.

O controle de urubus e garcas foi realizado através da manutencdo da poda de
galhos das arvores proximas ao experimento e instalacdo de trama de nylon sobre toda a drea
experimental.

Foram montadas 3 células, dispostas lado a lado, separadas por uma distancia de
2,0m de base (talude), numa area plana total de 129m2, conforme modelo apresentado na
Figura 10. Cada célula apresenta as seguintes dimensdes: 4,5 m de base menor, 6,0m de base
maior, 5,0m de altura e 6,0 m de profundidade, totalizando uma capacidade de volume de
157,5m’. Para formacdo dos taludes e das bermas foram utilizados residuos de construgdo

civil.

100% RSD ENTULHO 100% RSS 98% RSD +2% RSS

l E/ DRENAGEM DE GASES

50m

ENTULHO MANTA DRENAGERM DE LIXIVIADO

21,5m de comprimento

3
Volume total de cada célula: 157,55 m

Figura 10. Modelo de aterro experimental. Fonte: Sérgio de Oliveira Cordeiro
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Sobre os taludes e as bermas, foi colocada inicialmente uma camada de solo
argiloso (cerca de 15 cm de espessura), compactado, para evitar possiveis danos e perfuragdes

na manta impermeabilizadora. As Figuras 11 a 15 ilustram a sequéncia de atividades.
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Flgura 13. Face interna das células. Fonte. elabora(;ao proprla.

Figura 14. Acomodagao dos residuos de construgao c1.v1l sob a forma de plramldes. Fonte.
elaboracio propria.
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Figura 15. Vista panoramica das células. Preparacao para recebimento da manta. Fonte:
elaboracio propria.
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A base e as laterais das células foram impermeabilizadas com uma manta de
polietileno de alta densidade (PEAD), com 1,0 mm de espessura. A manta foi estendida sobre

a area, acompanhando a topografia das células (Figura 16).

o !
-t 3 A X =S
Figura 16. Colocacao da manta de PEAD sobre as células. Fonte: elaboracao propria.
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Ap6s a conclusdo dessa etapa, as células receberam uma camada de 20 cm de solo
argiloso, comprimido sobre a manta com o auxilio de um compactador manual. Com essa
medida, os liquidos que percolam verticalmente através da massa de residuos nao conseguem
prosseguir devido a camada impermeavel de argila (Figura 17) e escoam, horizontalmente,

paras as valetas de coleta do lixiviado.

Figura 17. Cobertura de argila sobre a manta PEAD. Fonte: elaboracio prépria.

As valetas de drenagem foram escavadas manualmente, no centro da célula, com
profundidade de 30 cm de largura e 4,0 m de comprimento. Apds a impermeabilizagdo com
manta PEAD (polietileno de alta densidade), as valetas de drenagem foram preenchidas por
uma camada de manta geotéxtil (BIDIM 400, 5 m x 2,5 m). Em sequéncia, foi instalado o
sistema de drenagem, composto por um tubo do tipo canaflex (Figura 18), conectado a um
receptor de tubo PVC 50 mm acoplado a uma unido-registro de PVC 50 mm e a uma torneira
com saida curva de 90° (Figura 19), para coleta das amostras. As valetas contendo os tubos
foram preenchidas com brita ne3 (Figura 20), iniciando com uma altura de 10 cm (parte
posterior da célula), e se aprofundando até 30cm (parte anterior da célula). O BIDIM foi,
entdo, dobrado sobre a cama de brita, envolvendo-a completamente. Esse dispositivo além de

filtrar o efluente, facilita seu escoamento, evitando a colmatacao.
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Figura 18. Valeta para drenagem com tubo ‘“canaflex” revestida por manta geotéxtil. Fonte:
elaboracio propria.
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Figura 20. Finalizacdo do sistema de drenagem: preparacio do leito de brita. Fonte: elaboraciao
propria.

Foram construidos drenos verticais, de secao circular, com tubulagdo de PVC DN
100 mm perfurada (furos de 3/8 mm), com 2,3 m de comprimento e uma tela de arame de 1 m
de largura e 2 m de comprimento. O sistema se estendia desde a base da massa de residuos a
até 20 cm acima da camada superficial de argila. O tubo foi disposto no centro da célula,
sobre a valeta de drenagem de lixiviado. Em seguida, a tela de arame foi arrumada em torno
do tubo, com uma distidncia de 10 cm, e suas laterais costuradas com arame de forma a
envolver todo o tubo (Figura 21). O espago entre o tubo e a tela foi preenchido com brita ne3.
Esse trabalho foi realizado na medida em que os residuos iam sendo depositados, dando
suporte ao sistema. Apds o enchimento das células e a impermeabilizacdo superficial, foram
colocados queimadores de ferro galvanizado acoplados ao tubo de PVC, uma vez que nfo estd

prevista a coleta dos gases gerados.
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Fiura 21. Implantacio do sista de drenagem de gases. Fonte: elaboracao prépria.

4.2 DISPOSICAO DOS RESIDUOS NAS CELULAS.
4.2.1 Contetido das Células.

As células foram identificadas como RSD, para o confinamento exclusivo de
Residuos Sélidos Domiciliares; RSS, para o confinamento exclusivo de Residuos Sdlidos de
Servico de Satide e COD, como sendo a célula de codisposicao destes residuos. As diferentes
concentragdes de RSD e RSS em cada célula estdo demonstradas na Tabela 3, com destaque
para a célula de codisposic¢ao, que apresenta a relacdo percentual real de RSD e RSS coletadas

diariamente pela Companhia Municipal de Limpeza Urbana.

Tabela 3. Massa dos residuos sélidos (ton) destinados ao preenchimento das Células RSD, RSS e COD.

Célula Massa (ton) RSD (%) RSS (%)
RSD 43,350 100 0
RSS 13,680 0 100
COD

(RSD+RSS) 42,360 + 0,847 98 2

4.2.2 Obtencao das amostras de RSD.

Em dias tipicos de coleta, os RSD chegavam a Usina de Reciclagem e
Compostagem de Jacarepagud em caminhdes apds cumprir o roteiro em drea residencial. Os
roteiros eram desenhados com o objetivo de concluir a coleta nos diferentes bairros de cada
area de planejamento (APs) do municipio do Rio de Janeiro, conforme mostra Anexo A
(PREFEITURA DA CIDADE DO RIO DE JANEIRO). Essa carga de residuos era despejada

na Estacdo de Transferéncia, de onde os residuos eram retirados e depositados em uma carreta
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para serem transportados ao Aterro Metropolitano de Gramacho, municipio de Duque de
Caxias.

Para o experimento, os caminhdes de coleta de RSD foram selecionados ao acaso,
ou seja, ndo havia escolha de itinerario. Da balanca, os caminhdes se dirigiam a area do
experimento e todo o seu contetido era esvaziado no solo (Figura 22). Com o auxilio de um
gadanho, um tipo de ferramenta rural , os sacos para residuos foram rompidos com o objetivo
de expor o seu conteido. Isso porque, na pratica de manejo dos residuos acondicionados em
sacos plasticos, a exposicdo do conteido se inicia com a compactacdo realizada pelos
compartimentos dos caminhdes coletores e termina com a compactagdo nas células dos

aterros.

RO
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Figura 22. Caminhao com RSD eliminando os residuos no

o

solo. Fonte: elaboracio propria.

O transporte dos residuos do solo para o interior das células foi realizado com o
auxilio de uma pa mecénica e uma retro-escavadeira.

A Célula RSD recebeu 43,35 toneladas de residuos, correspondendo a cerca de 4
caminhdes de coleta com capacidade de aproximadamente 12 toneladas, conforme mostra a

Tabela 4.
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Tabela 4. Identificacio do roteiro dos caminhdes e massa de residuos
destinada a Célula RSD

Roteiro (Bairro de coleta) Massa de RSD (ton)
Barra da Tijuca 11,97
Recreio 11,24
Recreio 11,36
Recreio 8,78
Total 43,35

A Célula COD foi inicialmente preenchida com 42,360 toneladas de RSD. Os
RSS foram depositados por udltimo, sobre a massa de RSD, num total de 0,847 toneladas,
correspondendo ao percentual de 2% em relagdo aos RSD, que € coletado diariamente no

municipio do Rio de Janeiro (Tabela 5).

Tabela 5. Identificacio do roteiro dos caminhges e massa de residuos destinada a Célula COD.

Roteiro (Bairro de coleta) Massa de RSD (ton) Massa de RSS (ton)

Recreio 10,55 -
Freguesia 10,22 -
Recreio 9,93 -
Barra da Tijuca 9,66 -
Recreio 2,00 -
Nao determinado - 0,847
Total 43,35

4.2.3 Obtencao das amostras de RSS

A época do experimento, o destino dos RSS coletados pela COMLURB era a
célula especial do aterro de Gramacho, situado no municipio de Duque de Caxias. Dessa
forma, houve uma alteracdo no roteiro das viaturas que transportam os RSS, que passaram a ir
diretamente para a drea do experimento apds cumprir o roteiro de coleta hospitalar. Os RSS
coletados pela COMLURB sao oriundos de hospitais e maternidades do municipio do Rio de
Janeiro, de clinicas médicas, de residéncias onde existam usudrios de ‘“home care” e
portadores de doengas infecto-contagiosas ou portadores de diabetes. Os residuos foram
expostos através do rompimento dos sacos hospitalares e a pd mecanica realizava a

transferéncia para a base das células.
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Os RSS foram depositados na célula conforme coletados nas unidades geradoras e
pertenciam aos grupos A, D e E. De acordo com a legislacdo, os residuos do grupo Al ndo
podem deixar a unidade geradora sem tratamento prévio. Essses residuos sdo autoclavados,
mas deixam as unidades ainda como pertencentes ao grupo Al. Os demais grupos, os quais
ndo se havia exigéncia de tratamento prévio, foram depositados conforme coletados na
unidade geradora. Os RSS do grupo E sdo descartados em caixas de papeldo na unidade
geradora e ndo recebem tratamento prévio a disposi¢ao final.

Na Célula RSS foram depositadas 13,680 toneladas de RSS, atingindo a sua
capacidade maxima. Para tanto, foram utilizados 48 veiculos de capacidade média de 285 kg.
Diariamente, eram depositadas cerca de 1,71 toneladas. O sistema foi preenchido com os RSS

em 8 dias. A Figura 23 mostra os RSS sendo depositados na célula.

iéua 23. iosu;odos residuos soli ;rvi de na Célula RSS. Fonte: brgﬁ
prépria.

4.2.4 Composicao fisica dos RSD e de RSS.
A composicio fisica consistiu na determinacdo das fragdes percentuais de
diferentes tipos de residuos obtidos por meio de amostragens das coletas realizadas nos

seguintes bairros do municipio do Rio de Janeiro: Barra da Tijuca e Recreio dos Bandeirantes.
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Do conteudo de cada caminhdo, foi retirado 1 contéiner de 240L de RSD. Os
residuos foram homogeneizados com o apoio de uma pa mecanica.
As coletas dos RSS foram realizadas em 2 dias consecutivos a partir do roteiro de
diversos estabelecimentos relacionados a assisténcia a saude.
As amostras foram coletadas segundo o método de quarteamento (ASTM, 2003).
Apds a homogenizagao, os residuos foram divididos em quatro partes iguais. De cada parte
desta, retiraram-se duas amostras de posi¢cdes diametralmente opostas. Cada amostra
equivaleu a um contéiner de 200L. O total amostrado nesta etapa foi de aproximadamente
1600L. O procedimento de quarteamento foi repetido por mais trés vezes nas amostras
fracionadas, com diminui¢@o do total amostrado para 800L, 400L e 200L (amostra final). Da
amostra de 200L, realiza-se a separacdo dos materiais (Figuras 24 e 25) e a diferenciacdo em
11 componentes:
e Papel
e Papeldo
e Plastico (polietileno, polipropileno, poliestireno)
® Vidro (incolor/colorido)
e Metal (ferroso/nao ferroso)
e Téxtil
e Matéria orgnica putrescivel
® Madeira
e FEletroeletronico
® Materiais inertes

e  Qutros.
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Figura 24. Processo de determinacio da composicio fisica através do método de
quarteamento. Fonte: elaboracio propria.

- . | -
k¢ e 4

Figura 25. Plataforma de separacio dos residuos. Fonte: elaboracao prépria.
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Apds a separacdo, os materiais segregados foram pesados individualmente em

balanca analitica (Toledo® 25 kg), obtendo-se as fragdes dos itens identificados nas amostras.

Em seguida, os residuos utilizados na caracterizacdo foram devolvidos a pilha de residuos

destinada a cada célula.

4.2.5 Caracterizacao dos materiais potencialmente infectantes ou quimicos presentes

nos RSD.

Os componentes separados pela metodologia proposta neste projeto para a

determinagdo da composigdo fisica dos RSD foram avaliados quanto & presenca de materiais

potencialmente infectantes ou quimicos, sendo caracterizados pela presenca de elementos

previamente determinados, como mostra o Quadro 1:

Quadro 1. Caracterizacio dos componentes fisicos dos RSD quanto a presenca de materiais

otencialmente infeciosos ou quimicos.
Componente | Caracterizacao por material potencialmente infeccioso ou quimico
Papel Papel higiénico;Toalha de papel
Seringa descartavel;Aparelho de barbear; Hastes flexiveis; Frascos de soro;
Plastico Absorvente; Fralda descartdvel; Luvas de tintura de cabelo; Aplicador vaginal;
Curativos;Frascos de produto quimico
Vidro Cacos; Ampola; Lampada; Frascos de medicamentos
Matéria
organica Fezes de animais; Carcacas; Partes de animais
putrescivel
) Agulha; Alfinete; Lata aberta; Prego, parafuso, tacha; grampo; Talher; Laminas
Metais de barbear; Vergalhdo; Frascos de produtos quimicos; Cartela de comprimidos.
Borracha Luvas de procedimento
Material téxtil | Atadura; gaze; algoddo; esparadrapo; estopa
Outros Areia de gato; cacos de ceramica, farpas de madeira,

4.2.6 Compactacio e cobertura final.

A medida que os residuos foram depositados, o sistema de drenagem de gases foi

erguido e as laterais do talude, impermeabilizadas com PEAD, receberam a camada de argila,

compactada manualmente (Figura 26).
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Figura 26. Acomodacio de argila nas laterais da célula. Fonte: elaboracao propria.

O nivel de compactagdo da massa de residuos e da cobertura superficial, previsto
para o dimensionamento das células, foi obtido com a operacdo de uma pa mecanica e de uma
retro-escavadeira (Figura 27). A cada colocagdo dos residuos, as pds pressionavam o contetido
sobre a base das células até a dltima camada de residuo e de selagem com argila. O fim da

etapa de selagem foi tido como a data de inicio de operacionalizacido de cada célula (Figura
28).

. - el g
Figura 27. Operacio com a retro-escavadeira. Cobertura dos residuos com argila. Fonte:
elaboracio propria.
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Figura 28. Vista panoramica das células apos finalizacao com argila. Fonte: elaboracio prépria.

Foram realizadas inspecdes visuais didrias com o objetivo de detectar possiveis
focos de emissdo de lixiviado e de exposicdo dos residuos devido ao processo de recalque da

massa e/ou pontos de remog¢ao da cobertura argilosa.

4.3 DETERMINACAO DO VOLUME DE LIXIVIADO GERADO NAS CELULAS.

Os liquidos lixiviados foram drenados da valeta de coleta através da torneira até o
seu completo esvaziamento. Decorridas 24 horas, o procedimento era repetido com a retencéo
do volume escoado para afericdo.

Para entender a correspondéncia entre a precipitacdo de chuvas no més e o volume
de lixiviado gerado, foi consultado 0 site
<http/www.2.rio.rj.gov.br/georio/site/alerta/alerta.htm>. A Estacdo Recreio foi selecionada

pela proximidade com a drea experimental, cerca de 5,1 Km de distancia (Figura 29).
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Estagdo Grota Funda : =y
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Data S10, NOAA, U.S. Navy, NGA, GEBCO
2010 DigitalGlobe L:\]( )Ulc

2010 TerraMetrics

Data das imagens: 1de Setde 2009 22°59'50.21"8 43 8.08"0C elev 4m Altitude do ponto de visde 22.00 km

Figura 29. Principais estacoes pluviométricas localizadas no entorno da area experimental.

Fonte:<http://maps.google.com.br/>.

Para a determinacdo da temperatura do lixiviado na valeta de drenagem foi
utilizado um termOmetro de mercurio em vidro, com escala de -10 a 100°C introduzido no
volume de liquido tomado para a afericio da vazdo. A temperatura no ambiente externo
também foi aferida.

Os procedimentos de medicio do volume do lixiviado e de afericdo da

temperatura foram realizados cinco vezes por semana.

4.3.1 Analise estatistica dos dados. Calculo de coeficiente de correlacio de Pearson.

Os dados obtidos com a determinacdo do volume de lixiviado e a precipitacio de
chuvas no local foram analisados através do coeficiente de correlacdo de Pearson, que é uma
medida de associagdo entre duas varidveis. Os valores variam de -1 a 1, sendo -1 interpretado
como uma associacdo inversa € 1, como uma correlacdo perfeita entre as varidveis
comparadas. De acordo com Bussab (1987), valores iguais ou maiores do que 0,8 indicam
uma tendéncia a uma associagdo perfeita, na qual a medida que os valores de uma varidvel
aumentam, aumentam também os valores da segunda varidvel comparada. O célculo foi

realizado pelo programa Microsoft Excel Windows 7.0.
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4.4 COLETA DAS AMOSTRAS PARA ANALISES.
4.4.1 Amostras de lixiviado do caminhao de coleta de RSD e de RSS.

As andlises foram realizadas com o lixiviado gerado a partir dos residuos
destinados ao preenchimento das células, como se segue:

v Foram coletadas 8 amostras do liquido gerado a partir da compacta¢do dos RSD nas
bacias dos caminhdes coletores que forneceram os residuos para a deposicdo nas
Células RSD e COD. A coleta da amostra estd ilustrada na Figura 30.

v Foram coletadas 8 amostras do lixiviado obtido com os RSS de preenchimento das
células, selecionados de forma aleatéria nas viaturas de transporte de residuos
especiais. Os lixiviados foram obtidos com base na metodologia AFNOR X-31-210/92
- Essai de lixiviation (CAUDURO; ROBERTO, 2002), como se segue: A amostra (100
g) foi misturada com o fluido de extrag¢do (dgua desmineralizada) na proporcao de 1:10.
A agitacdo permitiu um movimento rotacional, com frequéncia de agitacdo de 60 ciclos

por minuto. A duragéo do contato da agitacdo foi de 24 h.

.'-‘.\“ } t
Figura 30. Coleta de lixiviado de RSD na bacia do Caminhao. Fonte: elaboracao prépria.

4.4.2 Amostras de lixiviado das células

A primeira amostra correspondeu ao liquido gerado 15 dias apds a cobertura das
células com a camada de argila, conforme esta ilustrado na Figura 31. Todas as amostras
seguintes foram compostas pelo liquido gerado nas células em 24 horas. As amostras foram
coletadas em frascos de polietileno esterilizados contendo tiossulfato de sdédio para

neutralizacdo de substincias cloradas. Em seguida, as amostras foram encaminhadas ao
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processamento.

Ay >
Figura 31. Coleta do lixiviado gerado apos 15 dias de confinamento dos residuos na Célula RSD.
Fonte: elaboracao propria.

4.5 CARACTERIZACAO DA MICROBIOTA DO LIXIVIADO - METODOS
DEPENDENTES DE CULTIVO.

As andlises foram realizadas segundo o Standard Methods for the Examination of

Water & Wasterwater (2012). As populacdes de coliformes totais, Escherichia coli e

enterococos foram expressas em Numeros Mais Provdveis por 100 mililitros de amostra

(NMP100mL-1) e determinadas pela Técnica dos Tubos Multiplos.

4.5.1 Determinacio de coliformes totais e Escherichia coli.

O ensaio presuntivo para determinacdo dos Coliformes totais e Escherichia coli
consistiu na inoculagdo de ImL do lixiviado bruto uma série de 5 tubos de caldo lauril-
triptose com tubos de Durhan, seguido da inocula¢do de ImL das dilui¢des, variando de 10" a
10'7, em séries de 5 tubos do mesmo meio de cultivo. Os tubos foram incubados a 35+ 0,5°C,
durante 24-48 horas. A acidificagcdo com producdo de gds a partir da fermentacdo da lactose
em caldo lauril triptose apds 24 ou 48 horas (mudanca da cor do meio de roxo para amarelo) é
prova presuntiva positiva da presenca de bactérias do grupo coliforme. Como controle
positivo foi utilizada a Escherichia coli (ATCC-American Type Culture Collection 25922) e
como controle negativo foi empregada a estirpe de Salmonella enterica subsp enterica

sorovar Choleraesuis (ATCC 10408).
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As culturas dos tubos que apresentaram resultado presuntivo positivo foram
transferidas para tubos, através de alca calibrada para 10pL, contendo caldo de cultura cromo-
fluorogénico (Fluorocult LMX, da Merck). Os tubos foram incubados a 35 + 0,5°C durante 48
horas. A producdo de coloragdo verde azulada nesse meio € prova confirmativa positiva da
presenga de bactérias do grupo coliforme e a fluorescéncia, observada através de luz
ultravioleta, e o teste do Indol confirmam a presenca de E. coli. Como controle positivo foi
utilizada Escherichia coli (ATCC 25922) e como controle negativo foi empregada a estirpe de
Salmonella enterica subsp enterica sorovar Choleraesuis (ATCC 10408). Os resultados foram

expressos em Numeros Mais Provéveis por 100 mililitros de amostra (NMP100mL™).

4.5.2 Determinacio de enterococos

Enterococos foram determinados pela técnica dos tubos multiplos, conforme
descrito para os coliformes e consistiu na inoculagdo direta do lixiviado e da diluicdo seriada,
em caldo azida dextrose (5 tubos por diluicdo) acompanhado de incubacio a 35 +0,5°C por
24-48 horas. A turvagdo do meio de cultivo é prova presuntiva positiva da presenca de
enterococos.

A confirmagdo da presenca de bactérias pertencentes ao género Enterococcus foi
realizada com o emprego do caldo Chromocult Enterococci (MERCK, 2000) seguido de
incubacdo a 35 £ 0,5°C por 24 horas. A coloragdo azul esverdeado indica a presenca de
Enterococcus sp. Como controle positivo foi utilizada a estirpe de Enterococcus faecalis
(ATCC 11700) e a Escherichia coli (ATCC 25922), como controle negativo. Os resultados

foram expressos em Nimeros Mais Provéveis por 100 mililitros de amostra (NMP100mL™).

4.5.3 Determinacao de Pseudomonas aeruginosa

Foi determinada pela técnica de tubos midltiplos de acordo com a ISO -
International Organization for Standardization - ISO 16266:2006 (CASANOVAS-
MASSANA et al., 2010) e consistiu na inoculagdo da diluicdo seriada, em caldo asparagina (5
tubos por diluicdo) acompanhado de incubacdo a 36°C x 0,5/24-48h. Os tubos positivos
(produgdo de pigmento fluorescente esverdeado evidenciado sob luz ultravioleta 365nm)
foram semeados em Agar Cetrimide (MERCK, 2000) e incubados a 36 °C + 0,5/24-48h. A

confirmagdo foi dada pela presenga de coldnias fluorescentes sob luz ultravioleta. Os
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resultados foram expressos em Numeros Mais Provaveis por 100 mililitros de amostra
(NMP100mL™). Como controle positivo, foi utilizada a estirpe de Pseudomonas aeruginosa

(ATCC 15442) e a estirpe de Escherichia coli (ATCC 25922), como controle negativo.

4.5.4 Determinacao de bactérias heterotroficas aerobias mesofilas totais

Foi empregada a técnica do plaqueamento em profundidade com 4gar triptona
glicose extrato de levedura ("Plate Count Agar") a partir das dilui¢Ges 107, 107, 107 e 10,
As amostras foram analisadas em duplicata para cada diluicdo e incubadas 36 °C + 0,5/24-
48h. As populagdes de bactérias heterotréficas foram expressas em Unidades Formadoras de

Colonias por mililitro de amostra (UFECmL™).

4.5.5 Pesquisa de enterobactérias

Para o isolamento de enterobactérias, um indculo retirado da amostra de lixiviado
foi transferido para 4gar eosina azul de metileno (dgar EMB) e semeado pela técnica de
esgotamento, em duplicata, seguido de incubacdo a 35-37°C por 24 horas.

As colonias suspeitas foram selecionadas e a identificacdo das espécies
bacterianas foi obtida a partir das caracteristicas fenotipicas fornecidas por provas
bioquimicas convencionais de acordo com o Manual da ANVISA (2013) para detecgdo e
identificacio de bactérias de importincia médica, que indica os seguintes testes como
principais na identifica¢do de enterobactérias: oxidase, fermentacdo da lactose, fermentacao
da glicose, descarboxilacdo da L-lisina, producdo de gds, utilizacdo do citrato como Unica
fonte de carbono, produgio de indol, producdo de gas sulfeto de hidrogénio (H,S), produgéo
de urease, produgdo de fenilalanina desaminase e motilidade. Como provas complementares,
foram empregados os testes da beta galactosidase (ONPG), descarboxilacdo da ornitina,
fermentacdo da arabinose e desaminagéo do triptofano.

A confirmagdo da identifica¢do foi realizada com o auxilio do programa para
detecgdo das similaridades entre as espécies, oferecido pelo Sistema APIL

A pesquisa de Salmonella teve por base a ISO 6579:2002. Consistiu no
enriquecimento seletivo de ImL da amostra bruta em 10mL de caldo tetrationato de
Kauffmann, adicionado de solu¢do aquosa de iodo e solugdo de verde brilhante a 0,1% e
incubados a 35°C = 0,5 por 18 a 24 horas. Apds incubac¢do, um indéculo do caldo foi

transferido para placas com os meios seletivos-indicadores agar Salmonella-Shigella (dgar
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SS) e 4gar xilose lisina desoxicolato (XLD), seguido de incubagdo a 35-37°C por 24 horas.
Coldnias indicativas de Salmonella foram confirmadas através de testes de aglutinacdo em
lamina empregando-se soro polivalente “O” (Probac do Brasil Produtos Bacterioldgicos

Ltda.).

4.5.6 Pesquisa de Staphylococcus aureus

A ocorréncia de Staphylococcus aureus (S. aureus) foi registrada como presenga
ou auséncia.Como método de enriquecimento seletivo, 10mL do lixiviado bruto foram
transferidos para caldo manitol salgado, seguido de incubacdo a 36°C £+ 0,5 / 24 h. Apoés esse
periodo, a cultura foi semeada em dgar manitol salgado com gema de ovo (20gL'1), em
triplicata, acompanhado de incubacio a 36°C + 0,5 por um periodo de 24h (MC FADDIN,
1977). As coldnias que se apresentavam amarelas translicidas circundadas por halo de
precipitacdo foram submetidas ao teste da catalase e da coagulase (NASCIMENTO et al.,
2009). Como controle positivo foram utilizadas estirpes de Staphylococcus aureus (ATCC
6538) e como controle negativo foi empregado Enterococcus faecalis (ATCC 11700).

A Tabela 6 apresenta o resumo dos métodos dependentes de cultivo empregados
em 54 amostras de lixiviado de cada célula. As amostras eram processadas imediatamente

apods a coleta. A proximidade dos laboratérios com o experimento favoreceu a conservacio

das amostras.

Tabela 6. Métodos dependentes de cultivo aplicados ao lixiviado das células.

Grupo Método Meios de cultivo Referéncia
Coliformes Totais e  Tubos multiplos Caldo lactosado Standard
E. coli (quantitativo) Meio cromo-fluorogénico Methods (2012)
Enterococos Tubos multiplos  Caldo azida; Standard
(quantitativo) Meio cromo-fluorogénico Methods (2012)
P. aeruginosa Tubos multiplos  Caldo asparagina - dgar Standard
) (quantitativo) cetrimide Methods (2012)
. . Adaptado de
Staphylococcus Enriquecimento Caldp mamt(.)l—sa! (agar M CIIJ) ADDIN
aureus manitol-sal-lipovitelino) (1977)
Pesquisa diretae Tetrationato de CETESB (2007)
Enterobactérias enriquecimento  KauffmanAgar EMB, XLD ANVISA
para Salmonella e SS;Provas bioquimicas (2013)
Bactérias Plaqueamento Agar triptona glicose" Standard
heterotroéficas em extrato de levedura (*Plate Methods (2012)
profundidade Count Agar")
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4.5.7 Analise estatistica dos dados
Os dados obtidos com a determinacdo dos parametros microbioldgicos foram
aplicados em graficos do tipo Box Plot e submetidos a andlise estatistica utilizando testes nao-

paramétricos.

4.5.7.1 Teste de analise da variancia de Kruskall-Wallis

O teste estatistico ndo paramétrico conhecido pelo nome Kruskall-Wallis (1952)
avalia as diferencas entre distribuicdes de trés ou mais grupos de amostras independentes
extraidas de uma mesma populagdo ou de mais de uma populacio. Esse teste foi selecionado
para avaliar se as variacdes observadas nas populacdes de coliformes totais, E. coli e
Enterococos e P. aeruginosa, extraidas aleatoriamente de cada célula de residuos,
corresponderiam as variagcdes esperadas para amostras aleatdrias origindrias de uma mesma
populagdo.

Para tanto, supde-se que a hipotese nula (Hp) deste teste é verificar se os
resultados obtidos nos pardmetros avaliados sdo iguais nas k amostras com a mesma mediana.
Em contrapartida, se a hip6tese alternativa (H;) for aceita, pelo menos um par de grupos de
amostra possui medianas diferentes.

As 54 observacdes foram agrupadas por célula, como estd demonstrado no

Quadro 2.

Quadro 2. Demonstracao do agrupamento das 54 observacoes.

Célula RSD X11 X12 X1,54
Célula RSS X21 X22 X2,54
Célula COD X31 X32 X3,54

Para aplicar o teste, todas as observacdes devem ser ordenadas crescentemente
(162 observacdes) em cada parimetro. As observacdes foram substituidas por postos
(escores). Os escores das 3 células foram colocados juntos e organizados em uma Unica série

de 1 a 162. Foram determinados os valores para a soma dos postos (Rj) e a média dos postos

(Rf' ) para cada uma das 3 Células. A estatistica de teste foi realizada com o auxilio do
programa Statistica 5.0.

A hipétese de ndo diferenca entre as amostras foi testada no nivel de significancia
fixado em 5%, ou seja, 95% de confianga no resultado obtido pelo teste. Se o p-valor for
menor que o nivel de significincia pré-estabelecido, significa dizer que rejeita Hy em favor da

H;.
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4.5.7.2 Teste de comparacoes multiplas
Quando o valor da estatistica do teste de Kruskal-Wallis indicar que pelo menos
um par de grupos de amostra foi diferente dos demais, deve-se aplicar o teste de comparacdes

multiplas, como sugerido por Siegal; Castellan (1988).

4.6 CARACTERIZACAO DA MICROBIOTA DO LIXIVIADO - METODOS
INDEPENDENTES DE CULTIVO
4.6.1 Eletroforese em gel com gradiente de desnaturacao (DGGE)

O protocolo da PCR-DGGE foi conduzido em 6 etapas: coleta da amostra,
extracdo do 4cido nucléico, amplificacdo pela PCR do gene alvo, separacao dos amplificados
da PCR pela DGGE, visualizacdo dos perfis, e andlise de dados, conforme esquema
apresentado na Figura 32.

LIXTVIADO DE ATERRO

o]
" ]

T

Extrapdio = pwificagio de DNA

Amplificacio do DNA

Prumer 1

.|| Rezido

'y flangueada
pelos
primers

DNAextraide = dNTF s +
primsrs + DA polimerase

<™ Primer 2

Fonte: Adaptado de PINHATI (2008).

Figura 32. Etapas da analise do lixiviado por DGGE.
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4.6.1.1 Coleta das amostras

A coleta das amostras foi realizada como descrito no item 4.4.2, empregando um
frasco de 500mL previamente esterilizado por autoclavacdo e imediatamente encaminhadas
ao laboratério (Figura 33).

As amostras de lixiviado foram divididas em 2 aliquotas de 250mL Para cada
aliquota foram realizadas duas pré-filtragens com papel de filtro quantitativo de gramatura de
8.0um (J Prolab) e duas filtragens com membrana de 0.7um de porosidade (Whatman
Schleicher & Schuell, US), ambas a fim de remover os s6lidos em suspensdo e pequenos
eucariotos. Por fim, para a andlise da DGGE-PCR, as duas aliquotas de 250mL pré- filtradas
foram concentradas em um filtro 0.45um de porosidade (Whatman Schleicher & Schuell,
US). A extragdo do DNA foi realizada a partir do material depositado no filtro de 0.45pm de
porosidade. Em sequéncia, as amostras foram mantidas a -20°C até a etapa de extracdo do

DNA, que ndo excedeu 24 horas.

ac

Figur 33. Coleta das amstras de lixiviado das céluls. Fonte: elabragﬁo propria.

4.6.1.2 Extracéo do Acido Nucléico

A extragdo do DNA total do lixiviado foi realizada através do método de extracdo
direta, segundo o protocolo do Kit FastDNA®SPIN for soil da Bio 101 (Califérnia, EUA). O
DNA foi analisado quanto a pureza e eficiéncia das extragdes por meio de eletroforese em gel

de agarose 0,8%.

81



4.6.1.3 Amplificacio pela PCR

O DNA obtido a partir das amostras foi entdo amplificado pela reacdo de
polimerizacdo em cadeia (PCR) usando os iniciadores F968 e 1401R foram combinados em
uma reacdo de PCR a fim de amplificar o segmento compreendido entre os nucleotideos 968 e
1401 do DNAr 16S. Uma sequéncia de 31 nucleotideos (grampo CG) foi adicionada na
extremidade 5’ do iniciador F968 com o objetivo de melhorar a deteccio das pequenas
variagdes nucleotidicas contidas nos fragmentos obtidos durante a DGGE (MUYZER;

SMALLA, 1998). A sequéncia dos iniciadores utilizados estd descrita no Quadro 3.

Quadro 3. Sequéncia de iniciadores empregados na reacio de PCR para amplificacio de fragmento do
gene DNAr 168S.

Iniciador Sequéncia nucleotidica
U968F 5’ - AAC GCG AAG AACCTTAC-3
1401R 5" - CGG TGT GTA CAA GACCC-3%

GC-grampo 5’ - CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG G -3

As amplificacdes foram conduzidas no termociclador “Eppendorf Mastercycler®
Thermal Cyclers” (Eppendorf, DEU). Cada reacdo foi realizada em um volume de 50uL em
um tubo contendo Sul. do Tampao de PCR com (NH4)2SO,4 10x, 2,5 mM de MgCl,, 200 uM
de cada um dos quatro dNTPs, 0,1uM dos iniciadores, 2,5U de Taq polimerase, 1%
formamida, 0,5 pL. de 1% BSA (New England Biolabs, US), SuLL de DNA e dgua bidestilada
estéril q.s.p S0uL. O ciclo aplicado foi programado para as seguintes etapas: 1x (94°C/2
minutos); 30x (94°C/1 minuto, 55°C/1 minuto, 72°C/2 minutos); 1x (72°C por 7 minutos) e
4°C. Os fragmentos obtidos nas reagdes de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose, corados com brometo de etidio (0,5ug/mL) e as bandas visualizadas sob luz

ultravioleta.

4.6.1.4 Separacao dos amplificados da PCR pela DGGE

Os experimentos com DGGE foram realizados com o equipamento “Dcode™
Universal Mutation Detection System”. Aliquotas dos produtos da PCR (15 — 25uL) foram
misturadas com Sul. do corante de corrida e entdo aplicadas nos géis de poliacrilamida 6%
(p/v) em tampao TAE 1X contendo um gradiente desnaturante linear de 45 — 65% (formamida

e uréia). O gradiente dos géis foi preparado a partir das solucdes estoques 0% e 100% de
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desnaturantes (7M de ureia e 40% de formamida deionizada). Foram adicionados 60ul de
APS 10%, 30ul de Temed e S0pL do corante “Dcode” a solugcdo 65% desnaturante para
visualizacdo do gradiente. O tempo necessario para polimerizacdo do gel foi de, no minimo, 2
horas. Uma vez polimerizados, os géis foram acoplados ao aparelho de DGGE (Figura 27) e
submetidos a eletroforese a 75 Volts durante 12 horas a 60°C.

Ao término da eletroforese, os géis foram corados com SYBR GREEN®
(Invitrogen, US), segundo especificacdo do fabricante, por aproximadamente 30 minutos, e
em seguida observados sob luz UV e digitalizados em um sistema de captura de imagem

Storm™ (Amersham Pharmacia Biotech, UK).

4.6.2 Sequenciamento

As bandas dos géis de PCR-DGGE foram identificadas pela andlise da sequéncia
dos nucleotideos. Para tanto, foram selecionadas as bandas que apresentavam
representatividade dentro dos perfis de bandeamento obtidos para cada amostra. Essas bandas
foram excisadas do gel de acrilamida e purificadas com o kit Qiaex II DNA extraction
(Qiagen), de acordo com as recomendacdes do fabricante. O DNA eluido de cada banda foi
reamplificado com o mesmo par de iniciador, sem o grampo GC e sequenciado no ABI 373
DNA (Applied Biosystems). A identidade das sequéncias foi determinada pelo algoritmo
BLASTN no banco de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/).

4.6.3 Analise estatistica de dados.

As imagens digitalizadas dos géis de DGGE foram analisadas com auxilio do
pacote de programas BIONUMERICS 6.0 (Applied Math, BE). A partir do perfil de bandas
apresentado nos géis uma matriz de similaridade foi calculada. Foi empregado o coeficiente
de Jaccard para o célculo da distiancia métrica e 0o UFGMA (“Unweighted Pair Group Method
Average) para a construcdo dos dendrogramas, que demonstram os agrupamentos existentes e
as proximidades entre as amostras avaliadas.

As sequéncias geradas pelo sequenciamento foram analisadas pelo software

Sequencing Analysis 5.3.1 utilizando o Base Caller KB.
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4.7 PESQUISA DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA NOS LIXIVIADOS

A atividade antimicrobiana do lixiviado das células foi avaliada com base na
metodologia proposta por Barefoot e Klaenhammer (1993). As amostras coletadas das células
corresponderam ao depdsito de lixiviado no sistema de drenagem durante um periodo de 24
horas apds 810 dias de confinamento. Com o propdsito de comparacdo, a atividade inibitdria
foi também avaliada na amostra de lixiviado proveniente do Aterro de Seropédica, Rio de
Janeiro.

Inicialmente, as amostras foram neutralizadas a um pH 7.0 com solug@o normal de
hidréxido de s6dio (NaOH 1N). Para a filtracdo, uma aliquota de 500ml de cada amostra foi
submetida a duas pré- filtragen com papel de filtro quantitativo de gramatura de 8.0pm (J
Prolab) e uma filtragem com membrana de 0,45 pum de porosidade (Whatman Schleicher &
Schuell, US). A preparacdo das placas teste consistiu em uma camada de 4gar nutriente
solidificada, coberta por uma segunda camada de 4gar semi-s6lido previamente fundido
contendo aproximadamente 10® células das estirpes-padrdo Staphylococcus aureus (ATCC
6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) e Salmonella enterica sorovar Choleraesuis
(ATCC 10708). Apos a solidificagdo, orificios de Smm de didmetro foram feitos no agar e
preenchidos com 100uL do filtrado. Em sequéncia, as placas foram mantidas por cerca de 1
hora sob-refrigeragéo a 4°C para completa difusdo do filtrado no meio de cultura. As placas
foram incubadas a 35-37°C por 18-24 horas. A verificagdo da atividade inibitéria foi

considerada pela formacao de halo de inibi¢éo da estirpe-padrao em torno do orificio.

4.7.1 SUSCEPTIBILIDADE DAS ESTIRPES ISOLADAS AOS
ANTIMICROBIANOS

Foi determinada utilizando o método de difusdo em &dgar segundo o CLSI -
Clinical and Laboratory Standards Institute (2013). Colonias puras de bactérias provenientes
de cultivo recente (18-24 horas) isoladas a partir de meio de cultura ndo seletivo foram
suspensas em soluc¢do salina estéril (NaCl 0,85%) até se obter uma turvacio compativel com o
grau 0,5 da escala Mac Farland (1,5X108 UFC/mL). Um swab estéril foi embebido na
suspensdo bacteriana e semeado em seguida de forma suave em todas as dire¢des na placa
(cinco dire¢des), procurando abranger toda a superficie. Os discos foram depositados sobre a
superficie do meio inoculado. As placas com os discos foram incubadas em estufa

bacterioldgica a 36C por 18 a 24 horas.
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Com base nos diametros dos halos de inibicao, as amostras foram definidas como
susceptiveis ou resistentes a cada um dos antimicrobianos testados, utilizando-se padrdes
estabelecidos pelo CLSI (2012). Foram utilizadas as estirpes padroes de E. coli (ATCC
25922), P. aeruginosa (ATCC 27953) e S. aureus (ATCC 25923) como controle de
qualidade. No presente trabalho, o perfil de susceptibilidade intermedidria foi considerado
como resistente.

Para as estirpes de enterobactérias isoladas no lixiviado, foram selecionados os
seguintes antimicrobianos (marca: Laborclin) de acordo com CLSI (2013): Ampicilina
(10pg); Amoxicilina-Acido clavulanico (20/10pg); Cefoxitina (30pg); Cefazolina (30pg);
Cefotaxima (30pg); Ceftazidima (30pg); Cefepime (30pg); Amicacina (30pg); Gentamicina
(10pg); Meropenem (10 pg); Imipenem (10pg); Ciprofloxacina (5pg); Aztreonam (30ug) e
Sulfametoxazol-Trimetoprim (25 pg).

Para as estirpes de enterococos isoladas no lixiviado, foram selecionados os
seguintes antimicrobianos de acordo com CLSI (2013): Ampicilina (10pg); Oxacilina (10ug);
Gentamicina (10pg); Estreptomicina (10pg); Cefoxitina (30pg); Ciprofloxacina (5ug);
Teicoplanina (10pg); Sulfametoxazol-Trimetoprim (25 pg) e Vancomicina (30pg). Para a
deteccdo de enterococos HLAR (estirpes resistentes a elevadas concentracdes de
aminoglicosideos) foram empregados os discos de Gentamicina (120pg) e Estreptomicina
(300pg).

Para as estirpes de Pseudomonas aeruginosa isoladas no lixiviado, foram
selecionados os seguintes antimicrobianos de acordo com CLSI (2013): Amicacina (30ug);
Gentamicina (10pg); Meropenem (10 pg); Imipenem (10ug); Ciprofloxacina (Sug);
Aztreonam (30pg); Cefotaxima (30pg); Ceftazidima (30pg); Cefepime (30pg);
Piperacilina/Tazobactam (100/10pg).

4.7.1.1 Pesquisa de enterobactérias produtoras de ESBL (enzimas beta-lactamases de
espectro estendido)

O procedimento recomendado pelo CLSI (2012) incluiu um teste inicial de
triagem por meio de disco difusdo através da andlise dos halos de inibi¢do obtidos utilizando
discos de cefalosporinas de terceira geragcdo e aztreonam. A presenca de halos de inibigdo
menores que 22 mm para o disco de ceftazidima (30 pg), < 27 mm para disco de cefotaxima
(30pg),< 25 mm para disco de ceftriaxona (30pug) ou < 27 mm para disco de aztreonam

(30pg) deve levantar a suspeita de producdo de ESBL (CLSI, 2013).
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Para confirmagdo do fendtipo, foi utilizado o teste de aproximacdo do disco,
proposto por Jarlier et al. (1988) (ZEMELMAN et al., 2002; DALMARCO et al., 2006).
Nesse método, um disco contendo amoxicilina associada ao 4dcido clavulanico foi posicionado
no centro de uma placa de 4dgar Mueller-Hinton. Ao redor deste, os antimicrobianos
marcadores (Aztreonan, Cefepime, Ceftazidima e Cefotaxima) foram posicionados a uma
distdncia de 20 mm do disco de amoxicilina-clavulanato. O aparecimento de uma ‘“zona
fantasma” ou o alargamento do halo de inibicdo da cefalosporina, confirma a produgdo de
ESBL. Como controle positivo do teste, a estirpe padrdo Klebsiella pneumoniae (ATCC
700603) foi utilizada, e Escherichia coli (ATCC 25922), como controle negativo.

A Figura 34 mostra o teste de disco aproximacao positivo para produgdo de ESBL
em E. coli. Ainda que ndo seja a técnica padronizada pelo CLSI, a disco aproximacdo é
utilizada como teste de triagem em diversos estudos com o objetivo de investigar a
prevaléncia de producio de ESBL em bactérias isoladas de amostras clinicas (PICAO;

GALES, 2007).

Figura 34. Exemplificacdo da metodologia de aproximacio do disco (Classe A e D de Ambler) baseada no
Método de Jarlier (1988).

Na foto foi empregada uma estirpe de Escherichia coli produtora da ESBL. AMC = Amoxacilina + Acido
Clavulanico; CTX = Cefotaxima; ATM = Aztreonam; CAZ = Ceftazidima; CPO = Cefpodoxima. A seta
negra demonstra o aparecimento do fenémeno conhecido como “Zona Fantasma”, que caracteriza a
producio de ESBL pela estirpe bacteriana isolada. Fonte: DALMARCO et al. (2006).

4.7.1.2 Pesquisa de enterobactérias produtoras de carbapenemases

A triagem foi realizada com base no teste de disco difusdo, com resultados de
padrao de resisténcia ou intermedidrio a imipenem (10pg) e/ou meropenem (10 pg) e padrao
de resisténcia a um ou mais cefalosporinas de terceira geracdo (ceftazidima e cefotaxima).

Para as amostras nas quais o teste de triagem for positivo para producio de carbapenemase,
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foi realizado o teste confirmatério fenotipico ou método de Hogde modificado, de acordo com
o CLSI (2013). Preparou-se uma suspensdo de Escherichia coli (ATCC 25922) em soro
fisioldgico estéril (NaCl 0,9%), a partir de colonias isoladas em placa de dgar ndo seletivo,
ajustada para a escala 0,5 de McFarland. A suspensdo foi diluida 1:10 em soro fisiolégico
estéril. Em seguida, essa diluicdo foi inoculada na superficie de uma placa de dgar Mueller
Hinton. Um disco de Imipenem (10 pg) foi aplicado no centro da placa. Ao redor deste disco,
coldnias das amostras suspeitas foram inoculadas em uma linha reta de 20mm da borda do
disco para fora e incubadas a 37°C por 18 a 24 horas.

O teste é considerado positivo quando houver um alargamento da &drea de
crescimento bacteriano na insercdo com o limite externo do halo de inibi¢cdo. Como controle
positivo do teste, a estirpe padrdo Klebsiella pneumoniae (ATCC BAA-1705) foi utilizada, e
Klebsiella pneumoniae (ATCC BAA-1706), como controle negativo. A Figura 35 mostra os

resultados possiveis para o método de Hodge modificado.

Controle negativo
K. pneumoniae ATCC BAA-1706

Disco de meropenem (MER)

Amostra negativa

Controle positivo
K. pneumoniae ATCC BAA-1705

Figura 35. Teste confirmatério para a suspeita da producio de carbapenemases (Teste de Hodge
modificado).

K. pneumoniae ATCC BAA-1705 é produtora de carbapenemase e por isso ha uma ampliacdo do
crescimento bacteriano na margem da zona de inibicdo. A amostra e o controle negativos nao exibem
distor¢des no halo de inibicao. Disponivel em: <http:/www.bionovuslifesciences.com.au/products-and-
applications/mbl-products-and-applications/feature> (adaptado).

4.7.1.3 Deteccao de enterobactérias produtoras de AmpC
As ESBLs— Classe Molecular C, de Ambler (AmpC) sdo também conhecidas
como Beta-lactamases cromossomais induzidas. Esse fendmeno foi verificado em nivel

fenotipico nas estirpes de K. pneumoniae através da metodologia da aproximagédo do disco,
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modificada (YAN et al, 2002; DALMARCO et al., 2006). Utilizando-se a mesma
metodologia para o teste de suscptibilidade aos antimicrobianos, um disco de cefoxitina
(30ug), agente indutor, foi depositado na placa proximo a um disco de aztreonam (30ug) (15
mm de distincia entre os discos). O aparecimento de uma zona de entroncamento entre os
dois discos é presuntivo da presenca de ESBL, da classe C de Ambler, como ilustra o

exemplo na Figura 36.

Figura 36. Deteccao de Beta-Lactamase do grupo C de Ambler (Induzida).

CFX = Cefoxitina, antibiotico da classe das cefalosporinas (Cefamicina), que € forte indutora da producao
de Beta-lactamases do grupo C; ATM = Aztreonam, farmaco beta-lactimico, o qual, inicialmente a
bactéria se mostrava sensivel. A seta negra, demonstra a zona onde ocorreu diminuicio na sensibilidade
(Zona Truncada), causada pela exposiciao da bactéria ao antibiético cefoxitina (indutora).

4.7.1.4 Analise estatistica dos dados
4.7.1.4.1 Teste de probabilidade exata de Fisher

Este método foi aplicado na verificagdo das semelhancas entre os perfis de
susceptibilidade aos antimicrobianos. Esse teste exige que as amostras sejam aleatdrias e
independentes, onde as classes sejam mutuamente exclusivas e os niveis de mensuracdo
estejam em uma escala nominal (SIEGEL; CASTELLAN, 2008). Uma grande vantagem deste
teste € ndo haver restricdes em relacdo ao tamanho da amostra de cada célula.

As células foram organizadas duas a duas de acordo com o perfil de susceptibilidade
aos antimicrobianos. Por exemplo, ao analisar a Célula RSD e a Célula RSS, agruparam-se os

dados utilizando o Quadro 4.
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Quadro 4. Organizacio dos pares de células de acordo com o padrao de susceptibilidade

aos antimicrobianos.

Reacgdo da Bactéria ao Tipos de célula Total
antibidtico Célula RSD Célula RSS
Sensivel A B A+B
Resistente C D C+D
Total A+C B+D N

O mesmo procedimento foi aplicado na comparagéo entre as Células RSD e COD
e Células RSS e COD para cada antimicrobiano.

A partir das classes obtidas em cada amostra duas a duas calculam-se as
probabilidades de homogeneidade entre as amostras a partir das frequéncias observadas para
cada classe, através da distribui¢@o hipergeométrica, dada por:

1) P=(A+B)(C+D)I(A+C)!(B+D)!
N!A!B!C!D!

A hipétese de ndo diferenca entre as amostras foi testada no nivel de significancia
fixado em 10%, indicada pelo teste. Se o p-valor for menor que o nivel de significancia pré-
estabelecido, significa dizer que rejeita Hy em favor da H;.

Os resultados foram obtidos com o auxilio do programa STATISTICA 5.0

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 IMPLANTACAO DAS CELULAS

O termo “Célula” é utilizado aqui para descrever uma unidade de confinamento
para disposicdo final dos “residuos sélidos”, projetada e construida com base no modelo de
concepgdo dos aterros sanitarios. Com o objetivo de causar o minimo impacto ao meio
ambiente, as células foram caracterizadas pela presenca de uma camada impermeabilizadora e
de sistemas de coleta de lixiviado e de gases.

O confinamento de residuos em uma drea de 129m? foi acompanhado durante um
periodo de 810 dias.

No Apéndice A podem ser visualizadas imagens da area das células experimentais

apos a finalizacdo das coletas (810 dias).

5.1.1 Sistema de impermeabilizacio de base
Sistemas de impermeabilizacdo sdo necessdrios para a confec¢do de aterros de
RSU devido ao elevado potencial poluente do lixiviado, e ao fato de minimizarem a

contaminagio ambiental (OLIVEIRA E JUCA, 2004) e, devido a necessidade de seguranga
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exigida para sistemas de contencdo de residuos, os estudos sobre a contaminagdo das dguas
superficiais e profundas nos arredores dos aterros sdo cada vez mais explorados (SALEM et
al., 2008; ZHAOQO et al., 2013). As amostras de dguas superficiais, 2 montante e a jusante do
aterro experimental, apresentaram valores em acordo com os padrdes de langamento de
efluentes segundo a Norma Técnica NT-202, R-10 e DZ-205, R06 do Instituto Estadual do
Ambiente (INEA).

5.1.2 Sistema de drenagem de lixiviado
5.1.2.1 Volume de lixiviado

O volume de lixiviado produzido em aterros sanitdrios, aterros controlados ou
lixdes depende dos seguintes fatores: precipitacdo e evapotranspiragdo na area do aterro;
escoamento superficial; infiltragdo subterranea; umidade natural da massa de residuos; grau
de compactacio dos residuos; capacidade de retencdo de umidade na massa de residuo (LINS,
2003; RAFIZUL; ALAMGIR, 2012) .

Além desses, a qualidade da operagdo de um aterro interfere na quantidade de
lixiviado produzido. O cuidado operacional com o recobrimento adequado pode diminuir a
quantidade de lixiviado a ser gerado, mesmo nas condi¢des de chuvas intensas (GOMES;
SILVA; 2005).

No presente trabalho, a geracdo de lixiviado foi constante e comprova a eficiéncia
do sistema de drenagem e captagdo instalado nas células. O monitoramento diario do volume
de lixiviado gerado estd apresentado no Apéndice B do presente trabalho.

A Tabela 7 apresenta as medidas médias mensais de volume realizadas durante o
experimento, considerando que as células estavam submetidas as mesmas condi¢des
climaticas. Durante as estacdes menos chuvosas, uma quantidade inferior foi gerada nos
sistemas das 3 células e durante os periodos mais chuvosos do ano no municipio do Rio de
Janeiro, os valores atingiram pontos maximos.

Segundo Oliveira e Pasqual (2000), os residuos sélidos inicialmente absorvem
dgua, até que o material atinja um teor de umidade, conhecido como capacidade de retencao.
Entretanto, LINS (2003) afirma que devido a heterogeneidade da massa de residuos, a
percolacdo podera acontecer antes que a capacidade de retencdo seja atingida, pois alguns dos
canais da massa de residuos podem nao absorver a dgua instantaneamente.

Como fatores de igualdade entre as células podem-se citar: as condigdes
ambientais (precipitacdo local, temperatura externa e regime de ventos), material da camada

de cobertura constante, auséncia de camada de cobertura vegetal e os aspectos construtivos
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(area ocupada, inclinagdo do talude, sistema de drenagem e impermeabilizacdo de base).
Como varidveis, destacam-se: o percentual de material recicldvel e organico em cada célula e

o grau de compactagdo dos residuos e da camada de cobertura.

Tabela 7. Volume médio e nimero de observacoes mensais de lixiviado gerado nas células ao longo de 810
dias de monitoramento. Nas estac6es menos chuvosas, uma quantidade inferior foi gerada nos sistemas
das 3 células (meses destacados em vermelho) e durante os periodos em que ha grandes aportes de chuva,
os valores atingiram pontos maximos (meses destacados em amarelo).

Nudmero de Volume (L/dia)
Més/ano
observagdes Célula RSD Célula RSS Célula COD

Dez/10 2 115,0 233,0 159,5
Jan/11 4 152,5 3275 398,0
Fev/11 2 26,0 84,0 80,5
Mar/11 1 3,0 6,2 5,8
Abr/11 16 447 80.4 139,9
Mai/11 20 274 589 88,6
Jun/11 20 8,9 216 20,4
Jul/11 13 17,0 28,6 552
lAgo/11 18 74 11,6 14,3
Set/11 11 28,3 47,0 278
Out/11 11 20,7 100,9 140,5
Nov/11 12 26,0 26,9 19,0
Dez/11 16 40,2 359 39,6
Jan/12 20 48,9 48,9 87,0
Fev/12 16 16,5 239 24,3
Mar/12 16 6,0 8,1 9,9
[Abr/12 16 5,1 49 6,0
Mai/12 20 113,0 109,2 167,0
Jun/12 12 117.4 100,5 162,5
Jul/12 4 158 22,0 24,3
Ago/12 16 19,9 272 36,7
Set/12 17 22,0 112 30,3
Out/12 13 39,6 31,3 47,8
Nov/12 12 77,0 61,5 141,0
Dez/12 15 45,0 65,5 88,9
Jan/13 15 126,0 91,0 245,0
Fev/13 4 254,0 225,0 450,0

Média 52,7 70,1 100,4

Como descrito por Rafizul e Alamgir (2012), a producdo de lixiviados estd
fortemente relacionada a precipitagdo de chuva e ao sistema de cobertura, apesar de ndo poder
ser considerada um fluxo constante. De fato, ao longo do experimento, foi observada

associacdo entre o volume de lixiviado gerado e a chuva percebida no local.
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No entanto, o acompanhamento da correlagdo entre os volumes de lixiviado
gerados nas células mensalmente e a precipitacio em mm medida na Estacdo de Pluviometria
do Recreio (Rio de Janeiro, RJ), apresentado na Figura 37, ndo demonstra uma associagio

direta e imediata em todos os meses observados.
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Figura 37. Relacio entre as médias mensais de volumes de lixiviado gerado nas células com a precipitacio
média mensal (mm) da Estacao Pluviométrica Barra/Riocentro.

A andlise de correlagdo de Pearson mostrou fraca correspondéncia, inferior a 0,35,
entre a precipitacdo de chuva na regiao e o volume obtido apds 24 horas de percolacdo nas 3
células. Isso pode indicar que a estacdo selecionada para comparacdo ndo refletiu a
precipitacio real na 4rea do experimento. Outras estagdes proximas ao experimento
(Riocentro e Grota Funda) também foram avaliadas e demonstraram correlagao negativa.

Comparando-se os volumes médios de lixiviado gerados no més através da andlise
da correlacdo de pares, nota-se associac@o positiva perfeita entre os valores (>0,8), indicando

que elas se comportaram de modo semelhante quanto a geracdo de lixiviado.

5.1.3 Sistema de drenagem de gases

O propésito das inspegdes foi comprovar que os niveis de produgdo de biogds se
mantivessem baixos, sem risco de combustdao ou mau odor.

Neste experimento, ndo foi detectada a formagdo de gas inflamével captado pelos

sistemas de drenagem em nenhuma das trés células. Possivelmente, a gera¢do de biogds foi
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pequena e se diluiu na atmosfera. No entanto, o calor desprendido (fumaca) pela massa de
residuos nas células foi notado inicialmente, logo apds a cobertura superficial com argila, pela
sua liberacdo através dos drenos. Esse desprendimento inicial de calor corrobora as
afirmacdes de Pohland e Harper (1985), ao avaliar a estabilizacdo dos residuos em aterro em
funcdo do tempo. Segundo esses autores, durante a fase de ajustamento inicial, os
microrganismos aerébios e facultativos degradam a matéria orginica liberando grande
quantidade de calor.

No caso de haver emissdo de gis a partir das células, o procedimento adotado

seria a queima controlada.

5.2 DISPOSICAO DOS RESIDUOS NAS CELULAS.
5.2.1 Conteudo das células

Os RSD selecionados para o experimento foram gerados nos bairros
correspondentes a Area de Planejamento 4 do municipio do Rio de Janeiro. Os RSS coletados
pela COMLURB foram gerados em hospitais e maternidades, em postos de satde, centros de
saiude, bancos de sangue e em residéncias com usudrios de “home care”. Todos esses
estabelecimentos eram pertencentes a esfera publica.

A quantidade de massa de residuos necessdria para preencher as Células RSD e
COD foi aproximadamente 3 vezes superior 2 massa de RSS necesséria ao preenchimento da
Célula RSS. Isso é explicado pelas diferencas das massas especificas dos RSS e dos RSD. A
massa especifica € a razdo entre a massa de residuos e o volume, geralmente expressa em
kg/m3. Essa caracteristica estd relacionada as propriedades de compressdo ou compactagdo
dos residuos. Os RSD depositados nas Células RSD e COD apresentaram massa especifica de
320 kg/m3 , enquanto que os residuos dispostos na Célula RSS apresentaram massa especifica

de 101 kg/m’.

5.2.2 Composicao fisica dos RSD e dos RSS destinados as células

A Figura 38 apresenta a composi¢do fisica dos RSD destinados as células. O
maior percentual encontrado entre os componentes dos RSD foi a matéria organica
putrescivel, representada pelos restos de alimentos processados, alimentos fora da validade,
cascas de frutas e legumes e fezes. Quanto aos componentes reciclaveis dos RSD, o plastico
aparece com maior valor percentual dentre os materiais potencialmente reciclaveis (19,14%),

seguido pelo papel (15,99%).
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Figura 38. Composicao fisica dos RSD destinados ao preenchimento das Células RSD e COD.

Devido as modificacdes a que os RSD estdo sujeitos, houve a necessidade de
verificar se a composicdo fisica dos residuos utilizados no preenchimento das células,
origindrios da Zona Oeste da cidade, era compativel com a dos RSD gerados no municipio do
Rio de Janeiro. Para tanto, foram utilizados os dados apresentados pelo trabalho de
composi¢do fisica dos RSD do Municipio do Rio de Janeiro dos dltimos cinco anos
(COMLURB, 2013). A Tabela 2, apresentada anteriormente, mostra o percentual dos
componentes identificados nos RSD durante os anos de 2009 a 2013.

O percentual médio de matéria organica putrescivel do municipio do Rio de
Janeiro nos tltimos cinco anos foi de 53,48%, compatibilizando-se com o valor encontrado
para os RSD utilizados neste experimento. Do mesmo modo, os percentuais de papel/papeldo
identificados nos RSD destinados ao experimento (15,99%) e de plastico (19,14%) se
encontraram dentro da média verificada ao longo dos 5 anos de pesquisa (Tabela 2). Assim
sendo, foi assegurada a semelhanca dos residuos de preenchimento com o que € disposto nos
aterros sanitarios do Rio de Janeiro.

Quanto aos RSS, a Figura 39 apresenta os percentuais dos componentes
identificados nestes residuos. Do total de materiais reciclaveis nos RSS, os produtos plasticos
corresponderam a maior fracdo (38,07%), seguida pelos componentes “Outros” (30,63%). Em
contraposicdo aos RSD, o componente “matéria organica” nos RSS, representada por pecas
anatOomicas, sangue, visceras e restos de alimentos, encontra-se em menor percentual em

relagcdo aos materiais reciclaveis, contribuindo com 12,61%.
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Figura 39 — Composicao fisica dos RSS destinados ao preenchimento das Células RSS e COD.

A Tabela 8 mostra a quantidade de matéria organica contida nas células com base
no percentual de componentes presentes nos residuos sélidos destinados aos experimentos. Os
valores exibidos demonstram a contribuicdo de cada célula na disponibilidade de
componentes organicos no lixiviado que possam influenciar os pardmetros biol6gicos

avaliados neste trabalho.

Tabela 8. Quantidade de matéria orginica contida nas células.
Quantidade de matéria

Célula o .,
organica putrescivel (ton)
RSD 23,1
RSS 1,7
COD 22,7

As Figuras 40 e 41 mostram o percentual de cada componente identificado nos
RSD e nos RSS pertencentes a categoria “Outros”. Nessa categoria foram inseridos os
componentes que, pela metodologia de caracterizacdo proposta nao pertenciam a classificacao
dos reciclaveis, embora alguns deles, como eletroeletronicos e parafina podem ser reutilizados
ou reciclados.

Comparando-se esse componente nos dois tipos de residuos, nota-se a diversidade
de materiais presentes nos RSD (Figura 40), retratando a disponibilidade e a variabilidade de
produtos consumidos em domicilio. No RSS, destaca-se a detec¢do do componente borracha,
representado pelas luvas de borracah para procedimentos e garrotes e do componente material
textil, representado por jalecos em tecido, roupas de cama, atadura e gaze (Figura 41). No

aterro sanitdrio, a presenca de materiais como a borracha e a madeira, por serem de dificil
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compactagdo, compromete a cobertura dos residuos devido a possibilidade de aflorarem nos

pontos onde estdo aterradas (CUSSIOL, 2005).

Parafina Eletro-eletronico

Coco 0,70% 2,90%

12,21%

I Inertes
Osso 26,73%
Couro 0,10%

3,10% ——

Téxtil
26,13% ___

Folha/flores
20,02%

Borracha Madeira
3,20% 4,90%

Figura 40 — Percentual de componentes pertencentes a categoria ‘“‘Outros” identificados nos RSD de
preenchimento das Células RSD e COD.

Madeira
1,70%

Téxtil
45,15%

\_Borracha
53,15%

N

N

Figura 41 — Percentual de componentes pertencentes a categoria ‘“Outros” identificados nos RSS de
preenchimento das Células RSS e COD.

O Quadro 5 apresenta as especificacdes dos componentes identificados nas
amostras de RSD e RSS. Quanto aos RSS, verificou-se que estes residuos estio representados
pelas classes A, B, D e E, segundo a RDC ANVISA 306/2004 e Resolucdo 358/2005 do
CONAMA. Residuos sélidos comuns (classe D) também foram encontrados junto aos RSS,
como garrafas de refrigerantes e embalagens de alimentos. Hossain e outros (2011)

investigaram o gerenciamento de RSS em clinicas de assisténcia a saide para determinar os
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riscos de um manejo inadequado e observaram que a geracdo de RSS aumentou devido a
ampla utilizacdo de produtos descartdveis de uso tnico e que a sua gestdo, especialmente nos
paises do terceiro mundo, é considerada imprépria ja que os materiais clinicos e ndo-clinicos
sdo misturados antes de serem descartados. A presenca de restos de alimentos, potes de
iogurte, embalagens de biscoito e garrafas de refrigerante nos RSS revela o mau
gerenciamento destes residuos nos ambientes hospitalares, particularmente, pelo despreparo

dos profissionais da saude.

Quadro 5. Componentes e materiais identificados nos RSD e RSS destinados as células.

Componente Materiais
P RSS RSD
Papel sanitario, encartes, papel carbono Papel sanitdrio, encartes, jornais,
Papel
e papel oficio. revistas, livros e papel oficio.
| Cartolina, caixas coletoras de Cartolina, embalagens, sacolas e
Papelao
perfurocortante, embalagens e sacolas. embalagens assépticas tipo longa vida.
Descartdveis (copos, talheres e pratos),
) embalagem de alimentos (iogurte), ] ) ]
Plastico ) Frascos de bebida, alimento, cosméticos
o frascos de soro, seringas, frascos de ] ]
(polietileno, o ) e desinfetantes, sacolas e descartdveis
) ) solucdo injetdvel, frasco coletor de urina
polipropileno, (copos, talheres e pratos) e garrafas de
o e fezes, frascos de dlcool e de )
poliestirene) refrigerante.

desinfetantes, embalagem plastica para
autoclavagem e garrafas de refrigerante.

Garrafas de bebidas, copos, frascos de
Vidro (incolor/

) Ampolas de injecdo e medicamentos medicamentos, de condimentos e de
colorido) )
cosméticos
Metal o
Agulhas, cartelas de comprimidos e latas ) )
(ferroso/ndo ] Latas de bebida e de alimentos.
de bebida
ferroso)
Matéria Pecas anatdmicas, sangue coagulado, Restos de alimentos processados,
organica visceras, restos de alimentos alimentos fora da validade, cascas de
putrescivel processados. vegetais, fezes humanas e animais.
Tecidos, madeira, velas, louca,
Esparadrapo, atadura, gaze, avental, ceramica, borracha, coco, esponjas de
jalecos, fraldas em tecido, madscaras, limpeza, fraldas descartaveis,
Outros ) ) )
luvas, garrotes, fraldas descartiveis e equipamentos eletroeletronicos,
papéis para fins sanitarios. celulares, pilhas, baterias, e papéis para

fins sanitarios.
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A Figura 42 (a, b, c e d) mostra os materiais encontrados nos RSS antes da

deposicao nas células de acordo com o Quadro 5.

_ 4N By ey
Figura 42 — Composicao fisica dos RSS do municipio do Rio de Janeiro. a) caixas de remédios; b)
frascos de soro e seringas; c) caixa de perfuro cortante, garrote, luvas de procedimento, garrafa de

refrigerante, embalagem de seringa; d) sangue, embalagem de luva.

Os materiais perfurocortantes estavam adequadamente acondicionados em caixas
de paredes rigidas de acordo com a Norma ABNT NBR 13853, de 05/1997 — Coletores para
residuos de servicos de saidde perfurantes ou cortantes, sem ocorréncia de recipientes
inapropriados. Gomes e Esteves (2012) avaliaram as formas de gerenciamento dos RSS nos
municipios da bacia hidrogrifica do Rio dos Sinos, Rio Grande do Sul, Brasil e verificaram
que 97,9% dos estabelecimentos de saude pesquisados segregavam os materiais perfuro
cortantes de maneira adequada, e os que ndo o faziam acondicionavam os residuos em sacos
pléasticos comuns utilizados para os RSU sem nenhum tipo de identificacdo. Segundo esses
autores, essa situaco direciona para um descarte combinado com os RSU, criando situagdo de
risco grave para os funciondrios da coleta e gerando impacto ambiental nos locais de destino

final.
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5.2.3 Caracterizacdo dos materiais potencialmente infecciosos nos Residuos Sélidos
Domiciliares do municipio do Rio de Janeiro

No contexto do presente trabalho, foi importante destacar a presenca de materiais
com potencial infeccioso ou perfurante ou escarificante originados em domicilio.

A caracterizacdo da por¢ao infectante dos RSD foi realizada em 858,72kg de RSD
coletados em 22 bairros residenciais do municipio do Rio de Janeiro, conforme andlise
mostrada no Apéndice C. Cerca de 17% da massa de RSD coletada correspondeu a residuos
com caracteristicas potencialmente infectantes ou de origem quimica. Houve predominancia
do componente plastico como material potencialmente infectante ou quimico. As Figuras 43 a
45 apresentam os percentuais de identificacdo desses materiais de acordo com o componente
principal.

Da amostra analisada, cerca de 25% dos componente papel/papeldo e plastico
foram identificados como potencialmente infectantes ou quimicos (Figuras 43 e 44). Sobre a

fracdo orgénica, 2,52% demonstrou caracteristica infectante (Figura 45).

Embalagem Longa Vida
8,7039%

Papel (Nao infectado)

Papeldo (Nao infectado) 45,4892 %

21,4104% -

Jornal com excremento
8,4498 %

Toalha de Papel

0,6989%
Papel Higiénico

15,2478%

Figura 43. Percentuais de Papel/ Papeliao potencialmente infectante e nao infectante nos RSD.
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Plastico (nao infectado)
75,15%

Fralda descartavel
23,45% Seringa descartavel

0,06%

Absorvente
0,19%

Aparelho de barbear
Frasco de prod. quimico L Frascode soro 0,06%
1,04% 0,05%

Figura 44. Percentuais de Plastico potencialmente infectante e ndo infectante nos RSD

Matéria organica

- -

98,48%

Animais mortos Fezes de animais
0,06% 1,46%

Figura 45. Percentuais de matéria organica putrescivel potencialmente infectante e nao
infectante nos RSD
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Materias como agulha, 1damina de barbear, aparelho de barbear, aplicador vaginal,
seringa e luva descartdveis, hastes flexiveis, luva de tintura, caco de cerdmica e preservativo,
foram detectados, mas apresentaram valores percentuais inferiores a 0,01%.

Um estudo realizado por Cussiol (2005) contemplando a composicéo fisica dos
residuos potencialmente infectantes presentes nos RSD revelou que 5,49% destes residuos
correspondem a materiais escarificantes e perfurantes, como laminas e aparelhos de barbear e
agulhas e materiais contaminados, como fraldas, absorventes e preservativos.

Com base nas informacdes das andlises de composicio dos RSD e dos RSS,
ambos apresentaram, em sua composi¢do, medicamentos, drogas, fraldas usadas, absorventes
higiénicos, preservativos, pecas descartdveis de vestudrio, restos alimentares, papéis para fins
sanitdrios, frascos de desinfetantes e outras substincias quimicas, como cresdis e amoniacos,
solventes, pigmentos, baterias e materiais perfuro cortantes (agulhas hipodérmicas) e

escarificantes (l1aminas de barbear).

5.3 CARACTERIZACAO DA MICROBIOTA DO LIXIVIADO - METODOS
DEPENDENTES DE CULTIVO

5.3.1 Lixiviado dos RSD e dos RSS antes de serem depositados na célula

5.3.1.1 Analise Quantitativa

Com o objetivo de tragar o perfil bacteriano dos RSD e dos RSS antes de serem
depositados nas células, foram determinadas as populacdes de coliformes totais, E. coli,
enterococos € P. aeruginosa, bem como a identificacio de microrganismos potencialmente
patogénicos, como as enterobactérias e o Staphylococcus aureus em amostras de lixiviado
obtidas com os residuos de preenchimento das células.

Os membros do grupo coliformes sdo frequentemente utilizados como indicadores
de contaminagdo fecal. Embora os coliformes totais estejam presentes em quantidades
elevadas nas fezes de animais de sangue quente, eles também sio conhecidos pela origem nao
fecal e por isso sua ocorréncia em ambientes ndo fecais fazem deles indicadores menos
confidveis de poluicdo fecal (LECLERQ et al., 2001). E. coli é o indicador especifico de
contaminagfo fecal presente nas fezes de animais saudaveis de sangue quente, incluindo aves.

A Tabela 9 mostra a média dos valores de NMP 100mL" das anilises
bacteriologicas do lixiviado de RSD gerado a partir da compactagdo dos residuos no

caminhio de coleta. A escassez de dados na literatura e referéncias nas resolu¢cdes ambientais
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em vigor para lancamento de efluentes dificulta a discuss@o sobre a presenca desses

microrganismos no lixiviado de aterro.

Tabela 9. Média das populacoes de coliformes totais, E. coli, enterococos e P. aeruginosa no liquido
lixiviado de RSD, gerado na bacia do caminhao de coleta com destino as células experimentais.

Parametros RSD
(NMP 100mL™) Média Maiximo Minimo
Coliformes Totais 1,7x10° 2,8x10° 2,3x10°
E. coli 5,7x10° 1,7x10° 1,1x10%
Enterococos 2,2)(109 2,2)(109 3,5)(108
P. aeruginosa 1,8x10° 8,0x10° 1,7x10*

RSD — Residuos Sélidos Domicliares

A Tabela 10 mostra a média dos valores de NMP 100mL™" das anlises bacterioldgicas
do lixiviado de RSS gerado a partir de amostras sdlidas antes da deposicdo nas células
experimentais.

Tabela 10. Média das populacoes de coliformes totais, E. coli, Enterococos e P. aeruginosa no liquido
lixiviado de RSS, a partir de amostras sélidas, coletadas antes da disposicao nas células experimentais.

Parametros RSS
(NMP 100mL™) Média Maiximo Minimo
Coliformes Totais 1,2x10’ 2,8x10’ 2,3x10°
E. coli 3,7x10° 1,1x10° 1,1x10°
Enterococos 1 ,4x109 3,0)(109 1 ,9x108
P. aeruginosa 8,1x10° 3,0x10° 2,8x10"

RSS — Residuos Sélidos de Servigo de Saide

Escherichia coli esta presente em quantidades elevadas nas fezes de humanos e
animais e é considerada o indicador ideal de contaminagdo fecal. A deteccdo desse
microrganismo nos lixiviados das células pode ser explicada pela presenca de fezes humanas
e animais, papéis para fins sanitarios, visceras de animais, areia de gato e fraldas descartaveis
nos RSD e nos RSS, pela presenca de fezes humanas, papéis sanitarios, fraldas descartdveis,

bolsas de colonoscopia.
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5.3.1.2 Pesquisa de enterobactérias
A Figura 46 mostra o percentual de incidéncia das enterobactérias isoladas no
lixiviado coletado na bacia dos caminhdes de RSD e no lixiviado de RSS. Observa-se a

prevaléncia de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis.
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RSD - Residuos Sélidos Domicliares RSS — Residuos Sélidos de Servigo de Satde

Figura 46 — Percentual de incidéncia das enterobactérias isoladas no lixiviado dos RSD e RSS antes
de serem depositados nas células.

O perfil bacteriano dos lixiviados frescos dos RSD e dos RSS mostrou
semelhangas quanto as andlises quantitativas e qualitativas com os métodos dependentes de
cultivos empregados no presente trabalho. No entanto, os percentuais encontrados para P.
mirabilis e Enterobacter sp foram maiores no RSS, que pode estar relacionado com a origem

hospitalar.

5.3.2 Lixiviados gerados nas células
5.3.2.1 Medidas de temperatura e pH

Os resultados de temperatura estdo apresentados na Tabela 11. Os valores de
temperatura indicam que ndo houve variacdes nas 342 medidas de temperatura aferidas
diretamente nos liquidos lixiviados das células em 24 horas (Desvio padrio <1). Entre as
células, os valores médios podem ser considerados estatisticamente iguais (Célula
RSD=29,1+0,80; Célula RSS=28,4+0,52; Célula COD=28,6+0,62). As temperaturas médias
dos liquidos lixiviados se encontraram na faixa mesofilica (entre 25 e 45°C), adequada ao
crescimento da maioria dos microrganismos patogénicos e dos indicadores de contaminacio

ambiental.
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Tabela 11.Valores de temperatura dos lixiviado das células ao longo de 810
dias de confinamento.

Temperatura(°C)
Nimero de
Célula Desvio
observagdes Média Mediana Maxima Minima
Padrao
RSD 342 29,1 29,0 32,0 25,0 0,80
RSS 342 28,4 28,3 31,0 25,0 0,52
COD 342 28,6 28,6 33,0 25,0 0,62

RSD — Residuos Sélidos Domicliares RSS — Residuos Sélidos de Servigo de Satide COD — Codisposicio de
RSD ¢ RSS
Os resultados de pH estdo apresentados na Tabela 12 e no Apéndice D constam as
informagdes das 51 observacdes. Os valores médios de pH indicam que houve semelhanga
entre os lixiviados das 3 células. Apenas uma observacdo de pH igual a 5,8 foi obtida na
Célula RSD com 15 dias de confinamento e uma de pH 5,6 na Célula RSS com 45 dias de
confinamento, o que pode ser explicado pela caracteristica acida do lixiviado nas fases iniciais
de degradacdo bioldgica da matéria orgdnica presente nos residuos sdlidos. Excetuando-se
essas 2 observacgdes, os resultados de pH do lixiviado gerado nas 3 células, apontam para a

faixa 6tima de crescimento bacteriano, entre 6,5 e 7,5 (KIELDSEN et al., 2002).

Tabela 12. Valores de pH nos lixiviado das células ao longo de 8§10 dias de confinamento.

Numero de pH
Célula
observagdes Média Mediana Maxima  Minima Desvio Padrao
RSD 51 7,0 7,0 7,7 5,8 0,31
RSS 51 6,8 6,8 7,4 5,6 0,28
COD 51 7,2 7,3 7,7 6,7 0,20
RSD — Residuos Sélidos Domicliares RSS — Residuos Sélidos de Servigo de Satde COD - Codisposi¢ao de RSD e RSS
5.3.2.2 Colimetria

As observagdes para os parametros bioldgicos estdo apresentados no Apéndice E.

Na Tabela 13 estdo apresentados os valores médios e as variacdes para as
populacdes de coliformes totais nas 3 células. Na Célula RSD, a populag¢do de coliformes
totais variou de 0 a 8x10° NMP 100mL". Na Célula RSS esse parametro variou de 0 a 5x10°
NMP 100mL" , enquanto que na Célula COD, variou de 0 a 3,5){105 NMP 100mL".

As populacdes médias de coliformes foram similares entre as 3 células. Como os

coliformes totais englobam microrganismos que t€m origem ambiental e fecal, além da E.
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coli, de origem exclusivamente fecal, a detec¢do deste parametro tanto nas Células RSD e
COD, como na Célula RSS pode ser atribuida a qualquer material presente nos residuos,
incluindo os alimentos.

Valores inferiores aos obtidos no presente trabalho foram relatados por Umar e
outros (2011), na andlise quantitativa de indicadores patogénicos em lixiviado de um aterro
semi-aerobio na Maldsia, com valores para coliformes totais de 6,6)(103 UFC 100mL" e para
E. coli, 1,5x10° UFC 100mL".

O aterro metropolitano de Gramacho, situado no municipio de Duque de Caxias,
RJ, foi desativado em 2011 e recebeu os RSU do municipio do Rio de Janeiro durante 35
anos. As andlises bacterioldgicas do lixiviado gerado pelo aterro no final de sua operacdo
revelaram valores de 1,6x105 NMP 100mL"! para coliformes totais, e 4,9)(103 NMP 100mL"
para E. coli. O aterro de Seropédica, com 2 anos de operacdo, recebe, em média, 9.000 ton de

RSU diariamente e os valores médios para coliformes totais no lixiviado bruto foram 5x10>

NMP100mL™".

Tabela 13. Valor médio de coliformes totais de acordo com as células de disposicao de residuos.

Numero de Coliformes totais (NMP 100mL™".)
Célula
observacbes  Média Mediana Minimo  Maximo
RSD 54 3,9x10" 1,5x10° 0 8,0x10°
RSS 54 4,8x10* 5,0x10° 0 2,3x10°
COD 54 3,1x10* 1,7x10° 0 3,5x10°
RSD - Residuos Sélidos Domicliares RSS — Residuos Sélidos de Servico de Saide COD - Codisposi¢do de RSD e RSS

A Figura 47 apresenta os dados quantitaivos de coliformes totais para as 3 células
em 54 observagdes obtidas em 810 dias de monitoramento através de graficos do tipo boxplot.
Nesse caso, os boxplots apresentam uma grande interse¢do, ndo havendo diferencas notaveis

entre as c€lulas.
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Log Coliformes Totais

Figura 47 — Grafico box plot para visualizacdo das populacdes de coliformes totais em NMP 100mL" do
lixiviado das células ao longo de 810 dias de confinamento.

A Tabelal4 apresenta o NMP de E. coli em 100mL de lixiviado nas 3 células de
residuos. E. coli é o inico membro do grupo coliforme que satisfaz a maior parte dos critérios
para um indicador ideal de polui¢do bacteriana de origem exclusivamente fecal (PARUCH et
al., 2012), sendo considerado o indicador mais sensivel e a medida mais adequada de
contaminagdo fecal em ambiente natural de dgua, solos e plantas (EDBERG et al., 2000;
HALLER et al., 2009).

E. coli apresentou valores similares nas 3 células, atribuindo-se a presenca de

materiais com contaminagfo de origem exclusivamente fecal nos RSD e nos RSS.

Tabela 14. Valor médio de E. coli em NMP 100mL" de acordo com as células de disposicio de
residuos.

Nimero de E. coli (NMP 100mL™".)
Célula - . . . .
observacdes ~Média  Mediana  Minimo ~ Méximo
RSD 54 2,7x10*  6,0x107 0 5,0x10°
RSS 54 8,6x10°  2,0x107 0 3,0x10°
COD 54 1,4x10*  8,0x10 0 3,0x10°
RSD — Residuos Sélidos Domicliares RSS — Residuos Sélidos de Servigo de Satde COD - Codisposi¢ao de RSD e RSS

A Figura 48 apresenta os dados quantitativos de E. coli para as 3 células em 54
observacdes obtidas em 810 dias de monitoramento através de griaficos do tipo boxplot.

Ressalta-se que os boxplots auxiliam visualmente na detec¢do de diferencas entre grupos. Pela
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exposicdo dos grificos, embora parecga existir uma diferenga real entre as células, € provavel

que ela ndo seja significante.
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Figura 48 — Grafico box plot para visualizacao das populacoes de E. coli em NMP 100mL™"
do lixiviado das células ao longo de 810 dias de confinamento.

Nao foi possivel estabelecer correlacio entre os valores observados e o tempo de
confinamento, tendo sido detectadas populacdes de coliformes totais e de E. coli com 15 dias
de confinamento (primeira observagdo) e com 810 dias de confinamento (tiltima observacgao)
nas 3 células. Os resultados obtidos apontam para entender o aterro de residuos sélidos como
um sistema bioldgico dindmico, em que diferentes fases de crescimento microbiano ocorrem
simultaneamente.

Em oposicao, nos trabalhos de Bidone e outros (2005), os valores obtidos para
coliformes totais e termotolerantes obedeceram a curvas que evidenciaram quatro fases
distintas do crescimento bacteriano: auséncia inicial de bactérias, caracterizando a fase lag,
momento em que hd recuperagio de danos celulares e sintese de enzimas para o
desencadeamento da préxima fase, em que hd a multiplicagcdo em crescimento balanceado,
fase logaritmica, seguida da fase estaciondria e da fase de declinio, quando os nutrientes do
sistema se esgotam.

Outro ponto a ser abordado € a presenca de Escherichia coli na maioria das
observacgdes, além de ter apresentado o maior valor populacional dentre os microrganismos do

grupo dos coliformes. Isso indica que os residuos s6lidos confinados em aterro oferecem as
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condicdes para que E. coli sobreviva e se desenvolva, ainda que fora do trato intestinal. Alids,
o trato intestinal é o habitat primario deste microrganismo e, até recentemente, Escherichia
coli ndo demonstrava capacidade de sobreviver bem no ambiente, ou seja, em habitats
secunddrias, tais como agua de superficie, sedimentos e solo (ISHII ez al., 2008). No entanto,
tem sido demonstrado que E. coli pode sobreviver nesses ambientes durante longos periodos

de tempo e crescer, mesmo em clima temperado IBEKWE ez al., 2011).

5.3.2.3 Determinacao de enterococos

Enterococos sdo abundantes em fezes humanas e animais, em condicionadores de
solo a base de esterco, em carcacas de animais, na dgua de esgoto, e nas dguas de superficie e
tem sido utilizado como indicadores de poluicdo fecal para qualificagdo da balneabilidade das
adguas (WERNERA et al., 2013).

A Tabela 15 mostra os resultados para os ensaios de determinacdo do NMP de
enterococos em 100mL de lixiviado. Houve uma variacdo de 0 a 1,3x105 NMP100 'mL na
Célula COD, que apresentou valores similares ao da Célula RSD para este pardmetro. Grisey
e outros (2010), na andlise quantitativa de lixiviado de aterro fora de operacdo, demonstraram

baixos valores de enterococos nas amostras, variando de 30 a 349 UFC 100mL™.

Tabela 15. Valor médio de enterococos em NMP 100mL" de acordo com as células de disposicio de
residuos.

Célula Numero de Enterococos (NMP 100mL’1)
observagdes  Média Mediana Minimo Maiximo
RSD 54 7,0x10° 8,0x10? 0 1,1x10°
RSS 54 2,1x10° 8,0x10' 0 5,0x10"
COD 54 6,3x10° 7,0x10 0 1,3x10°
RSD — Residuos Sélidos Domicliares RSS — Residuos Sélidos de Servigo de Satde COD - Codisposi¢ao de RSD e RSS

Na Figura 49 podem ser visualizados os graficos de Box Plot para os valores de
enterococos (NMP 100mL™), com destaque para a Célula RSS, que mostra que 75% das suas
observacgdes estdo abaixo das observacdes das demais células.

Esse grupo de microrganismos foi menor na Célula RSS na maioria das
observagdes. Isso pode estar associado a auséncia de fezes in natura nos RSS, em
contraposicdo aos RSD, que apresentam em sua composi¢do fisica, fezes humanas e,
principalmente, fezes de animais mamiferos e aves, além de materiais provenientes de

animais domésticos (areia e absorventes para higiene). O aumento da populacdo de animais

108



em domicilio vem sendo considerada como um problema de satdde publica pela presenca de
microrganismos patog€nicos e por serem reservatorios de bactérias resistentes aos
antimicrobianos, como 0s enterococos resistentes a vancomicina (VRE) (CINQUEPALMI et

al., 2013).
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Figura 49 - Grafico box plot para visualizacdo das populacdes de enterococos em NMP
100mL " do lixiviado das células ao longo de 810 dias de confinamento.

5.3.2.4 Pesquisa de Pseudomonas aeruginosa

Na Tabela 16 estdo anotados os valores médios da populacdo de P. aeruginosa
quantificada no lixiviado das células. A avaliacdo comparativa entre as células mostrou
semelhancas entre os valores observados, ressaltando a versatilidade bioquimica desse
microrganismo e capacidade de sobreviver em diferentes ambientes.

Por ser um microrganismo aerdbio estrito, a deteccdo de P. aeruginosa ao longo de
todo o experimento indica que o aterro apresenta pontos de aerobiose entre os diversos
materiais acumulados, além do oxigénio dissolvido na 4dgua da chuva suprindo suas

necessidades de crescimento.
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Tabela 16. Valor médio de P. aeruginosa nos lixiviados gerados nas células de disposicao de
residuos.

Numero de P. aeruginosa (NMP 100mL ™)
Celula observacdes ~Média Mediana ~ Minimo  Maximo
RSD 54 9,1x10°  4,0x10' 0 2,4x10°
RSS 54 6,5x10°  1,3x10? 0 2,4x10°
COD 54 4,8x10°  1,3x10° 0 8,0x10*
RSD - Residuos Sélidos Domicliares RSS — Residuos Sélidos de Servigo de Saide COD - Codisposi¢ao de RSD e RSS

A Figura 50 apresenta os dados quantitativos de P.aeruginosa (Log) para as 3 células
em 54 observacdes obtidas em 810 dias de monitoramento através de graficos do tipo boxplot.
E possivel observar que um percentual superior a 25% dos dados (base da caixa) foi igual a
zero nas 3 células. A distribuicdo de dados para este pardmetro foi similar comparando-se as 3

células.
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Figura 50 — Grafico box plot para visualizacio das populacoes de P. aeruginosa em
NMP 100mL" do lixiviado das células ao longo de 810 dias de confinamento.

Devido ao percentual de 25% de amostras com valores nulos para Pseudomonas
aeruginosa, foram observadas as médias dos valores em 2 periodos distintos: 15 a 299 dias de
confinamento e 390 a 810 dias de confinamento, conforme mostra a Tabela 17. Verificou-se
que os maiores valores das populacdes de P. aeruginosa foram obtidos a partir dos 390 dias
de confinamento, particularmente, paras as Células RSD e RSS. Possivelmente a formacéo de

biofilme nos materiais recicldveis presentes nos residuos com maior tempo de confinamento
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nas células foi o responsavel pela retengdo deste microrganismo e sua liberacdo de acordo

com os movimentos de lixiviagdo na massa de residuos.

Tabela 17. Média dos valores de P. aeruginosa nas células obtidos em 2
periodos distintos: 15 a 299 dias de confinamento e¢ 390 a 810 dias de

confinamento.
Média das observagdes
Célula
15-299 dias 390-810
RSD 9,9x10° 1,6x10"
RSS 4,9x10% 1,1x10*
COD 5,9x10° 3,9x10°

RSD - Residuos Sélidos Domicliares RSS — Residuos Sélidos de Servigo de Sadde COD -

Codisposi¢ao de RSD e RSS

Grisa e Zoppas (2011), ao avaliar a degradacdo microbioldgica do policloreto de
vinila (PVC) em um aterro sanitario durante 330 dias de confinamento de RSU, afirmam que
os polimeros aterrados sofrem um ataque pela presenca dos microrganismos, particularmente
P. aeruginosa e o fungo Aureobasidium pullulans, colonizando a superficie na forma de um
biofilme (microrganismos embebidos numa matriz polimérica) e contaminando o meio

adjacente.

5.3.2.5 Comparacao entre os dados quantitativos de populacoes antes e depois do
confinamento nas células

Foram realizadas comparacdes entre os valores médios das populacdes bacterianas

dos residuos que preencheram as células com a média dos valores observados em 810 dias de

monitoramento. A Figura 51 mostra que o confinamento dos residuos reduziu as populacdes

bacterianas na Célula RSD. Como descrito por MANGIMBULUDE e outros (2009), é

possivel ser observado um decréscimo na carga absoluta de pardmetros como

microrganismos, amdnia e metais pesados no lixiviado de aterros.
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Figura 51 - Valor médio de microrganismos indicadores no lixiviado de RSD antes (T inicial) e
depois (T final) do confinamento na Célula RSD.

Do mesmo modo, as Células RSS e COD mostraram comportamentos
semelhantes quanto a redugdo da carga de microrganismos indicadores de contaminacio

ambiental, como pode ser observado nas Figuras 52 e 53.
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Figura 52 - Valor médio de microrganismos indicadores no lixiviado de RSS antes (T inicial) e
depois (T final) do confinamento na Célula RSS.
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Figura 53. Valores médios de microrganismos indicadores no lixiviado de RSD antes (T inicial)
e depois (T final) do confinamento na Célula COD.

Com base nesses dados, é possivel supor que o confinamento dos residuos em

aterro sanitdrio funciona como um mecanismo atenuador da contaminag¢do microbiana nos

liquidos lixiviados e estabeleceu comportamentos semelhantes de reducdo da carga

microbiana, apesar da heterogeneidade dos residuos dispostos nas células.

5.3.2.6 Contagem de bactérias heterotroéficas

A Tabela 18 apresenta as populacdes bacterianas heterotréficas detectadas nos

lixiviados das células. Comparando-se as 3 células, essas bactérias foram detectadas em todas

as observacOes e apresentaram valores médios compativeis considerando os desvios-padréo.

Os valores maximos foram observados nas 3 células apds 165 dias de confinamento e os

valores minimos ap6s 300 dias para a Célula RSD e com 480 dias de confinamento para as

demais. As observacdes para este parametro estdo demonstradas no Apéndice F.

Tabela 18. Valor médio de bactérias heterotréficas em UFCmL 'de lixiviado gerado nas células de

disposicao de residuos.

Numero de UFC mL!
Célula — : -~ —
observacdes ~Média  Mediana  Minimo  Maximo
RSD 43 1,3x10°  8,7x10" 20 2,6x10’
RSS 43 1,0x10°  7,2x10* 30 2,5x10’
COD 43 9,6x10°  5,0x10* 50 2,8x10’

RSD - Residuos Sé6lidos Domicliares

RSS — Residuos Sélidos de Servigo de Saide

COD - Codisposi¢ao de RSD e RSS
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Os resultados obtidos s@o semelhantes aos obtidos por Cussiol (2005), que
constatou a presenca de 2,2x10* para lixi viado de RSD e 5,8x10* para o lixiviado de

codisposicdo de RSD e RSS.

5.3.2.7 Pesquisa de enterobactérias no lixiviado das células

Para Adeyeba e Akimbo (2002), o lixiviado de aterros sanitdrios é geralmente
considerado livre de organismos patogénicos, devido a sua inativacdo sob as condicdes
adversas que ocorrem durante a degradacdo de residuos. No entanto, no presente trabalho
foram isoladas 192 estirpes de enterobactérias de importancia médica nas amostras de
lixiviado das 3 células, sendo 77 na Célula RSD, 56 na Célula RSS e 59 na Célula COD
(Tabela 19).

Tabela 19. Identificacio das estirpes de enterobactérias isoladas nas células durante 810 dias de
monitoramento.

N°Isolados e (%)
Enterobactérd % de aproximaca
nterobactérias P 2 P
Célula Célula Célula 10 sistema API
RSD RSS COD
Pantoae sp 1(1) 0 (0 2(3) 83,4
C. freiindii 2(3) 0 (0) 3(5) 96,3
E. coli 17 (22) 22 (39) 14 (24) 90,0
Enterobacter sp 21 (27) 10 (18) 12 (20) Fraca discriminagao
nara a esnecie
K. oxytoca 1(1) 12) 3(5) 96,0
K.pneumoniae 21 (27) 16 (29) 17 (29) 98,2
P. mirabilis 4 (5) 4 (7) 4 (7) 99,9
P. vulgaris 709 24 2 (3) 97,8
Providencia rettgeri 2 (3) 0 (0) 1(2) 83,7
Salmonella sp 1(1) 0 () 1(2) 85,8
Serratia sp 0 (0) 12 0 (0) 87,4
Total 77 (100) 56 (100) 59 (100) -
RSD - Residuos Sélidos Domicliares RSS - Residuos Sélidos de Servico de Saide COD - Codisposi¢do de RSD e RSS
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A Figura 54 mostra o ndmero de estirpes isoladas nos lixiviados das células em 54
observagdes coletadas ao longo de 810 dias de monitoramento, com destaque para a

prevaléncia de 3 estirpes: E. coli, K. pneumoniae e Enterobacter sp.
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Figura 54 — Numero de estirpes de enterobactérias isoladas no lixiviado das células
ao longo de 810 dias de monitoramento.

A fim de visualizar os perfis de bactérias identificadas nas células associando-se
ao tempo de confinamento, foram gerados padrdes de isolamentos em dois periodos:
dezembro de 2010 a dezembro de 2011 e janeiro de 2012 a fevereiro de 2013, como pode ser
observado na Tabela 20. Os padrdes observados no periodo de 2012 a 2013 apresentaram
maior diversidade do que no periodo anterior para as 3 células. Enterobacter sp, K.
pneumoniae, E. coli, P. mirabilis foram identificados em todos as amostras. A detec¢do de
estirpes de Salmonella spp, Providencia rettgeri, K oxytoca, C. freiindii e Pantoae sp ocorreu
no periodo de 2012 a 2013 nas Células RSD e COD e de Serratia sp e K. oxytoca na Célula
RSS.

A ocorréncia de microrganismos patogénicos no lixiviado de aterro RSS foi
relatada por Nascimento e outros (2010), que identificaram estirpes de Citrobacter sp,
Providencia sp, Klebsiella sp, Proteus sp, E. coli, Hafnia sp, Morganella sp, Salmonella sp,

Shigella sp e Serratia sp.
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Tabela 20. Perfil de bactérias isoladas no lixiviado da células de acordo com o periodo de isolamento.

Periodo de isolamento das enterobactérias

Célula
2010-2011 2012-2013
Enterobacter sp, K. pneumoniae, E. coli,
Enterobacter sp, K. pneumoniae, E. coli, P. mirabilis, P. vulgaris, K. oxytoca,
RSD P. mirabilis, P. vulgaris Providencia rettgeri, Salmonella spp,
C. freiindii, Pantoae sp
Enterobacter sp, K. pneumoniae, E. coli, Enterobacter sp, K. pneumoniae, E. coli, P.
RS P. mirabilis, P. vulgaris mirabilis, P. vulgaris, K. oxytoca, Serratia sp
Enterobacter sp, K. pneumoniae, E. coli,
Enterobacter sp, K. pneumoniae, E. coli, P. mirabilis, P. vulgaris, K. oxytoca,
cob P. mirabilis Providencia rettgeri, Salmonella spp,
C. freiindii, Pantoae sp
RSD - Residuos Sélidos Domicliares RSS — Residuos Sélidos de Servico de Saide COD - Codisposi¢do de RSD e RSS

5.3.2.8 Pesquisa de Staphylococcus aureus

Com a metodologia empregada, ndo foi isolado Staphylococcus aureus nas 54
amostras de lixiviados gerados em cada célula. Esse resultado sugere a dificuldade de
recuperacdo ou de sobrevivéncia dessa estirpe bacteriana no lixiviado devido a fatores
adversos tais como: competi¢do microbiana, produtos de metabolismo, atividade antibidtica
da microbiota, pH, condutividade, metais pesados, medicamentos, desinfetantes e outros
saneantes, tintas e solventes. Esse resultado se compatibiliza com o obtido por Grisey e outros
(2010) ao avaliar o transito e a sobrevivéncia de populagdes bacterianas patogénicas em um
aquifero sob o aterro de Etueffont, na Franga. Como descrito por Cussiol (2005), os lixiviados
de aterro ndo oferecem nutrientes adequados e/ou suficientes para o desenvolvimento de S.

aureus.

5.3.3 Analise estatistica dos dados das populacées bacterianas
5.3.3.1 Analise da variancia do fator de Kruskal-Wallis por postos, considerando dados
de populacdes bacterianas por célula
Os valores médios das populacdes bacterianas de coliformes totais, E. coli e P.
aeruginosa nas trés células ndo mostraram diferenca estatisticamente significativa (p> 0,05)

ao longo de 810 dias de monitoramento (54 observacdes), quando submetidos ao teste de
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Kruskal-Wallis. A Tabela 21 mostra o valor e a probabilidade relativos ao teste de Kruskal-
Wallis em relag@o as observagdes geradas nas Células RSD, RSS e COD para os parametros
de coliformes totais, E. coli, enterococos e P. aeruginosa. Os dados revelam que somente para
a populagdo de enterococos a probabilidade associada a estatistica de Kruskal-Wallis € menor
que 5%, nivel de significincia do teste.

Isso indica que para enterococos os lixiviados das células apresentaram valores
diferenciados, ou seja, ao menos uma das células apresentou comportamento diferente no que

tange ao parametro de valor médio populacional deste grupo de microrganismos.

Tabela 21. Valor da Estatistica Kruskal-Wallis (KW) para cada parametro
avaliado nas 3 células e a probabilidade associada ao teste (nivel de
significincia de 5%)

Parametro KW P- valor (%)
Coliforme total 2,95 2291
Escherichia coli 4,66 9,73

Enterococos 16,60 0,02
Pseudomonas aeruginosa 0,26 87,9

Com o objetivo de se determinar em qual(is) células essa diferenca ocorreu,
recorreu-se ao teste de comparagdes multiplas sugerido por Siegal e Castellan (1988). De
acordo com a Tabela 22, as diferencas dos valores para enterococos foram provenientes do
lixiviado gerado pela Célula RSS. O teste mostra um valor (diferenca observada) que deve ser
comparado com o valor critico (21,61). Uma vez que as diferengas entre as Células RSD e
RSS e entre as Células RSS e COD excedem o valor critico, ambas as comparacdes foram
significantes e pode-se inferir que a diferenca foi gerada pelos dados originarios da Célula

RSS.

Tabela 22. Teste de comparacdes milltiplas entre as células para enterococos.

Células comparadas  Diferenca observada Diferenca critica
RSD - RSS 35,27 21,61
RSD - COD 8,76 21,61
RSS - COD 26,51 21,61
RSD — Residuos Sélidos Domicliares RSS — Residuos Solidos de Servigo de Sadde COoD-

Codisposi¢ao de RSD e RSS
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A andlise da média indicou que a populacido de enterococos foi menor na Célula RSS
do que nas outras (Tabela 23). Esse resultado ndo era esperado levando-se em conta que
enterococos sdo encontrados regularmente em materiais clinicos e no ambiente hospitalar
(BOUCHER et al., 2013). No entanto, microrganismos patogé€nicos nao resistem as condi¢des
ambientais externas ao corpo humano e de outros animais, o que torna a contaminacio

ambiental a médio e longo prazo equivalente a do RSD (SOUZA, 2003).

Tabela 23. Média dos valores de enterococos
obtidos em 54observacdes nos lixiviados das

células
Célula Média das
observagoes
RSD 7,5x10°
RSS 2,1x10°
COD 6,3x10°

RSD — Residuos Sélidos Domicliares RSS — Residuos Sélidos
de Servico de Saide  COD - Codisposi¢ao de RSD e RSS

5.3.3.2 Analise da variancia de um fator de Kruskal-Wallis por postos, considerando
dados temporais por célula

Nesta etapa, os dados referentes as 54 observagdes foram divididos em dois
periodos de tempo, como se segue: 25 observacdes referentes ao periodo de dezembro de
2010 a dezembro de 2011 e 29 observagdes referentes ao periodo de janeiro de 2012 a
fevereiro de 2013.

No primeiro periodo avaliado (dez 2010-dez2011), os valores médios das
populacdes bacterianas de coliformes totais, E. coli e P. aeruginosa nas trés células nio
demonstraram diferenca estatisticamente significativa (p> 0,05 ou 5%), quando submetidos ao
teste de Kruskal-Wallis. A Tabela 24 mostra o valor e a probabilidade relativos ao teste de
Kruskal-Wallis em relacdo as observacdes geradas nas Células RSD, RSS e COD para os

parametros de coliformes totais, E. coli, enterococos e P. aeruginosa.

Tabela 24. Valor da Estatistica Kruskal-Wallis (KW) para cada parametro
avaliado nas 3 células durante o periodo de dezembro de 2010 a dezembro de
2011 e a probabilidade associada ao teste (nivel de significincia de 5%)

Parametro KW P- valor (%)
Coliforme total 0,72 69,79
E. coli 0,06 97,21
Enterococos 1,68 43,08
P. aeruginosa 0,29 86,4
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No entanto, no segundo periodo avaliado (Jan 2012 — Fev 2013), os dados
revelam que somente para a populacio de P. aeruginosa a probabilidade associada a
estatistica de Kruskal-Wallis é maior que 5%, nivel de significancia do teste, indicando que os
valores sdo significativamente iguais.

Para os parametros de coliformes totais, E. coli e Enterococos os lixiviados das
células apresentaram valores diferenciados, ou seja, ao menos uma das células apresentou

comportamento diferente, conforme mostra a Tabela 25.

Tabela 25. Valor da Estatistica Kruskal-Wallis (KW) para cada parametro
avaliado nas 3 células durante o periodo de janeiro de 2012 a fevereiro de 2013
e a probabilidade associada ao teste (nivel de significancia de 5%)

Parametro KW P- valor (%)
Coliforme total 8,32 1,56
E. coli 9,76 0,77
Enterococos 18,02 0,01
P. aeruginosa 0,41 81,54

Com o objetivo de se determinar em qual(is) células houve as diferencas,
recorreu-se ao teste de comparagdes multiplas sugerido por Siegal e Castellan (1988). De
acordo com a Tabela 26, ndo ha diferengas entre os valores das Células RSD e COD para
nenhuma das populagdes bacterianas avaliadas. No entanto, observa-se que, comparando-se as
Células RSD e RSS, houve diferengas para os valores nessas populacdes bacterianas.
Comparando-se as Células RSS e COD, houve diferencas nos valores obtidos nas populacdes
de coliformes totais e Enterococos, enquanto que para o parimetro E. coli, os valores foram

significativamente iguais.

Tabela 26. Teste de comparacoes miiltiplas entre as células para Coliformes totais, E. coli ¢ Enterococos
no periodo de janeiro de 2012 a fevereiro de 2013.

Células Diferenca observada
Diferenca critica
comparadas Coliformes totais E. coli Enterococos
RSD - RSS 17,03 20,22 27,43 15,88
RSD - COD 1,02 6,36 8,62 15,88
RSS - COD 16,02 13,86 18,81 15,88
RSD - Residuos Sélidos Domicliares RSS — Residuos Sélidos de Servico de Saide COD - Codisposi¢do de RSD e RSS
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A anélise da média das 29 observagdes em cada célula indicou que a quantidade
de coliformes totais e de E. coli foi maior na Célula RSD do que nas outras.

A Célula RSS apresentou os menores valores dentre as 3 células no periodo de
janeiro de 2012 a fevereiro de 2013, que se refere ao periodo que se inicia com 390 dias de
confinamento e vai até 810 dias de confinamento (Tabela 27). Saini e outros. (2004)
confirmaram que os residuos de origem néo hospitalar contém mais patégenos do que os RSS,
e que a microbiota presente nos RSS e nos residuos de origem ndo hospitalar sao semelhantes.

Tabela 27. Média dos valores de coliformes totais, E.coli e Enterococos obtidos em 29 observacoes
nas células durante o periodo de janeiro de 2012 a fevereiro de 2013.

Meédia das observacoes

Célula
Coliformes totais E.coli Enterococos
RSD 2,9x10" 2,9x10" 7,9x10°
RSS 3,9x10° 3,2x10° 2,3x10°
COD 1,3x10" 4,8x10° 8,6x10°
RSD - Residuos Sélidos Domicliares RSS — Residuos Sélidos de Servico de Saide COD - Codisposi¢do de RSD e RSS

Com base nos dados obtidos com a caracterizagdo da microbiota por métodos
dependentes do cultivo, os lixiviados gerados na Célula RSS apresentaram valores inferiores
para coliformes totais, Escherichia coli e enterococos em relacdo as demais células. Os
valores dos mesmos pardmetros foram significativamente semelhantes para RSD e COD.
Sendo assim, pode-se considerar que a codisposicdo de RSS e RSD ndo se diferencia da
disposi¢do de RSD e que a fracdo de RSS coletada no municipio do Rio de Janeiro nio

interfere na microbiota do lixiviado de aterro.

5.4 CARACTERIZACAO DA MICROBIOTA DO LIXIVIADO - METODOS
INDEPENDENTES DE CULTIVO
5.4.1 Eletroforese em gel com gradiente de desnaturacao (DGGE)

Para comparar as comunidades microbianas presentes no lixiviado das 3 células
foram analisados os perfis de bandas obtidos pela técnica de DGGE em 2 tempos distintos:
2011, com 270 dias de confinamento dos residuos e 2013, com 810 dias de confinamento.
Uma vez que os ecossistemas encontrados nos aterros sdo heterogéneos e que as comunidades
microbianas presentes nesses ecossistemas parecem nao estar distribuidas uniformemente nas

camadas de residuos (SAWAMURA et al., 2010), o lixiviado apresenta-se como um
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concentrador dessa diversidade, constituindo um bom meio para o estudo da diversidade
microbiana presente nos aterros (SANTOS, 2010).

O método de extracdo de DNA empregado neste experimento foi desenvolvido
para isolar o DNA gendmico de bactérias, fungos, plantas e animais a partir de solo e outras
amostras ambientais, tendo demonstrado eficicia na extragio do DNA gendmico de
microrganismos presentes em amostras de lixiviado apds filtracio em membranas de
porosidade 0,45um. O DNA extraido das amostras de lixiviado foi amplificado através da
técnica de PCR (U968 — GC e L1401, Quadro 3) gerando fragmentos do gene RNAr 16S de
cerca de 400pb. Esses fragmentos foram submetidos a eletroforese em gel de gradiente
desnaturante (DGGE) de 45 a 65%, originando perfis de bandeamento para cada amostra
analisada.

A similaridade entre as estruturas das comunidades bacterianas presentes nas
amostras foi determinada com base na presenga ou auséncia das bandas detectadas no gel. Ao
considerar a presenca/auséncia, semelhancas entre os padrdes de bandas, tomadas em pares,
podem ser expressas em um valor percentual utilizando-se um coeficiente de similaridade
(DIEZ et al., 2010). Foi utilizado o coeficiente de similaridade de Jaccard e como método de
classificagdo hierarquica, o UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Average). Os
resultados dessas andlises geraram, em forma grifica, um dendrograma para cada grupo de
perfis de bandeamento. As andlises foram realizadas com o auxilio do software
BIONUMERICS 6.0 (Applied Math, BE).

Com o objetivo de avaliar as similaridades dos perfis de bandeamento para
comparagdo entre as células, foram analisados os agrupamentos em cada ano, conforme
apresentado na Figura 55 para o ano de 2011 e na Figura 56 para o ano de 2013.

Os dados obtidos com a aplicagdo do coeficiente Jaccard mostram alto valor de
similaridade entre os fingerprints do DGGE gerados em duplicata das 3 células e nos dois
periodos, confirmando a reprodutibilidade da técnica de DGGE para amostras de lixiviado de
residuos sélidos.

O perfil de bandas obtido com analise do DNA das comunidades microbianas das
amostras das Células RSD, RSS e COD coletadas no ano de 2011 apresentaram baixo
coeficiente de similaridade (<35%) entre elas. RSD e COD foram reunidas em um mesmo
grupo, mas com baixo coeficiente de similaridade (32%). RSS néo foi incluida nesse grupo

principal e mostrou um coeficiente de similaridade de 29% (Figura 55).
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Figura 55. Estrutura das comunidades bacterianas do lixiviado coletado em 2011 com base nos perfis de
fragmentos 16S DNAr das amostras de lixiviados das células.

A)Dendrograma gerado a partir dos valores de similaridade obtido com o perfil de bandas observado
obtido com o coeficiente de similaridade Jaccard e método de classificacao hierarquica, UPGMA. B) Perfil
de bandas observado no DGGE: RSD11 e RSD’11, duplicatas da amostra do lixiviado coletada no ano de
2011 na Célula RSD; COD11 e COD’11, duplicatas da amostra do lixiviado coletada no ano de 2011 na
Célula COD; RSS11 e RSS’11, duplicatas da amostra do lixiviado coletada no ano de 2011 na Célula RSS.

O perfil das comunidades microbianas no ano de 2013 (Figura 56) demonstrou baixa
similaridade entre as células. E possivel notar a formacdo de um agrupamento para as
amostras das Células RSS e COD com similaridade de 42% enquanto que a Célula RSD se

distanciou mais, apresentando um coeficiente de similaridade de 35%.
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Figura 56. Estrutura das comunidades bacterianas do lixiviado coletado em 2013 com base nos perfis de
fragmentos 16S DNAr das amostras de lixiviados das células.

A)Dendrograma gerado a partir dos valores de similaridade obtido com o perfil de bandas observado
obtido com o coeficiente de similaridade Jaccard e método de classificacio hierarquica, UPGMA. B) Perfil
de bandas observado no DGGE: COD13 e COD’13, duplicatas da amostra do lixiviado coletada no ano de
2013 na Célula COD; RSS13 e RSS’13, duplicatas da amostra do lixiviado coletada no ano de 2013 na
Célula RSS; RSD13 e RSD’13, duplicatas da amostra do lixiviado coletada no ano de 2013 na Célula RSD.

A andlise dos agrupamentos foi aplicada a cada célula com o objetivo de verificar
as modificacdes da microbiota ao longo do tempo. Os padrdes de bandeamento da Célula

RSD estéo ilustrados na Figura 57; da Célula RSS, na Figura 58 e da Célula COD, na Figura
59.
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A andlise da similaridade entre as células mostrou que o maior coeficiente de
similaridade observado foi entre as amostras de RSS de 2011 e de 2013 (Figura 57). O menor
valor de similaridade observado foi entre o lixiviado da Célula COD de 2013 e os demais. No
entanto, os valores de similaridade gerados foram baixos em todas as comparagdes
observadas. Esse resultado sugere uma estruturag@o diferencial das comunidades microbianas
em cada amostra de lixiviado analisada, indicando que as microbiotas destas amostras sdo

diferentes e que modificaram ao longo do tempo de confinamento dos residuos.
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Figura 57. Estrutura das comunidades bacterianas com base nos perfis de fragmentos 16S DNAr das
amostras de lixiviados da Célula RSD.

A)Dendrograma gerado a partir dos valores de similaridade obtido com o perfil de bandas observado com
o coeficiente de similaridade Jaccard e método de classificacao hierarquica, UPGMA. B) Perfil de bandas
observado no DGGE: RSD11 e RSD’11, duplicatas da amostra do lixiviado coletada no ano de 201;
RSD13 e RSD’13, duplicatas da amostra do lixiviado coletada no ano de 2013.
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Figura 58. Estrutura das comunidades bacterianas com base nos perfis de fragmentos 16S DNAr das
amostras de lixiviados da Célula RSS.

A)Dendrograma gerado a partir dos valores de similaridade obtido com o perfil de bandas observado com
o coeficiente de similaridade Jaccard e método de classificacao hierarquica, UPGMA. B) Perfil de bandas
observado no DGGE: RSS11 e RSS’11, duplicatas da amostra do lixiviado coletada no ano de 2011;
RSS13 e RSS’13, duplicatas da amostra do lixiviado coletada no ano de 2013.
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Figura 59. Estrutura das comunidades bacterianas com base nos perfis de fragmentos 16S DNAr das
amostras de lixiviados da Célula COD.

A)Dendrograma gerado a partir dos valores de similaridade obtido com o perfil de bandas observado com
o coeficiente de similaridade Jaccard e método de classificaciio hierarquica, UPGMA. B) Perfil de bandas
observado no DGGE: COD11 e COD’11, duplicatas da amostra do lixiviado coletada no ano de 2011;
COD13 e COD’13, duplicatas da amostra do lixiviado coletada no ano de 2013.

A riqueza e o dinamismo das comunidades microbianas refletem o
comportamento que deve ser esperado em amostras ambientais (DUNBAR et al., 2000), como
¢ o caso do lixiviado de aterro de residuos solidos, em que diferentes varidveis concorrem
para influenciar os ecossistemas, como, por exemplo, a composicdo fisica dos residuos, o
regime de chuvas locais e a percolac@o da dgua, a compactacdo dos residuos, a presencga de
poluentes e a disponibilidade de nutrientes. De acordo com Bassin e Rosado (2011), o nimero
de bandas diferentes geradas pelo PCR-DGGE pode estimar a riqueza da comunidade
microbiana.

No entanto, como descrito por Santos (2010), perfis de DGGE semelhantes
podem ficar agrupados com valores baixos de similaridade quando apenas a presenca ou
auséncia das bandas € levada em consideracdo. No caso do presente estudo, todas as
comparagdes revelaram baixas similaridades, indicando que nenhuma inferéncia sobre riqueza
(nimero de bandas) deve ser realizada com a informac@o obtida a partir dos perfis gerados
pela técnica de DGGE. Dessa forma, os resultados do DGGE foram considerados como um
apoio para a andlise exploratéria da heterogeneidade microbiana, devendo ser associados a

andlise de sequenciamento dos fragmentos de DNA.
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5.4.2 Sequenciamento do DNA

Na Figura 60 estdo destacadas 20 bandas no gel de DGGE. Essas bandas foram
excisadas do gel e, apés andlise de sequenciamento, 6 sequéncias apresentaram qualidade
satisfatéria para comparacdo com o DNA dos microrganismos depositados no Genbank,
através do programa disponibilizado pelo site

<http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#falnHdr 449075425>.

Em vista da baixa confiabilidade nos resultados do sequenciamento para as demais
bandas, novas analises deverdo ser realizadas e, desta forma, a andlise final dos dados estd em
processamento.

A identificacdo e os perfis de similaridade das bandas 5, 6, 7, 8, 9 e 15 estdo indicados
na Tabela 28.

RSD 11 RSD 13 RSS 11 RSS 13 COD 11 COD 13

Figura 60. Bandas selecionadas para o sequenciamento do DNAr16S.

RSD11 - lixiviado da Célula RSD coletado em 2011; RSD13- lixiviado da Célula RSD coletado em 2013;
RSS11- lixiviado da Célula RSS coletado em 2011; RSS13 - lixiviado da Célula RSS coletado em 2013;
COD11-lixiviado da Célula COD coletado em 2011; COD13- lixiviado da Célula COD coletado em 2013.
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Tabela 28. Identificagdo dos microrganismos de acordo com a similaridade das sequéncias de DNA depositadas
no Genbank.

Numero Microrganismo de % de Codigo df.: Numero de
da banda referéncia similaridade acesso no site pares de
(BLAST) bases
5 Pseudomonas sp 100 KF313011.1 378
6 Betg—groteobactena ndo 9] 1X434260.1 332
cultivavel
7 Bactéria nao cultivavel 99 JX434215.1 302
3 lsoéicc:)tena nao cultivavel de 99 FQ659422.1 404
o ~ Bacterianao cultivivel 93 FJ802266.1 299
denitrificante
15 Acinetobacter sp 100 KF688133.1 159

Os fingerprints obtidos no DGGE das comunidades microbianas das 3 células foram
complexos, com perfis varidveis. Com base na observagdo da presenca e auséncia das bandas
(Figura 60) em cada perfil, € possivel notar que poucas bandas foram compartilhadas,
destacando-se as bandas 7 e 10. Isso sugere que ha populacdes microbianas comuns a Célula
RSD e a Célula RSS, tendo sido identificadas pelo Genbank como sequéncias de DNA de
bactérias ndo cultivaveis.

Das 6 bandas identificadas, 4 foram classificads como bactérias ndo cultivdveis. Isso
confirma a vantagem da técnica de PCR-DGGE, como ji discutido anteriormente, em
eliminar a necessidade de isolamento, evitando erros inerentes ao método tradicional de
cultivo, uma vez que algumas espécies, ndo sdo capazes de crescer sob condicdes
experimentais especificas.

Pseudomonas sp (banda 5) foi detectada em 2011 na Célula RSD, ndo tendo sido
observada nas outras células e no ano de 2013. No entanto, com o emprego da metodologia
cultivavel, esse microrganismo foi observado ao longo do experimento nas 3 células. E
possivel que o nimero de células de certas espécies microbianas no lixiviado estivesse abaixo
do limite de deteccdo da técnica PCR-DGGE; ou que a grande quantidade de DNA molde
proveniente das espécies mais abundantes, competiram pelos iniciadores durante a reagdo de
amplificacdo, resultando na formagdo de produtos de PCR, somente das populagdes

dominantes (BASSIN; ROSADO, 2011).
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5.5 CARACTERIZACAO DO LIXIVIADO DAS CELULAS
5.5.1 Atividade inibitéria do lixiviado

O lixiviado gerado pelas células apds 810 dias de confinamento dos residuos ndao
apresentou atividade inibitéria frente as estirpes de S. aureus (ATCC 6538), Salmonella
enterica sorovar Choleraesuis (ATCC 10408) e P. aeruginosa (ATCC 15442) (Apéndice G).

Para efeito comparativo, foram coletadas 2 amostras de lixiviado geradas no ponto
de entrada na lagoa de acumulagdo do Aterro Sanitdrio de Seropédica com intervalo de 30
dias entre uma coleta e outra. As atividades desse aterro foram iniciadas em 2011 e geram 300
m’ de lixiviado por dia. As amostras coletadas ndo apresentaram atividade antimicrobiana
frente as estirpes empregadas.

No entanto, um estudo realizado por Silva e outros (2011), contemplando a
caracterizac@o microbiolédgica de lixiviados frescos gerados por RSD e RSS do municipio do
Rio de Janeiro, mostra que 93% das amostras origindrias dos RSS apresentam niveis de
atividade antimicrobiana frente as estirpes testadas, enquanto que 7% das amostras de
lixiviado de RSD apresentaram atividade inibitéria contra S. aureus e 7% contra P.
aeruginosa, e nenhuma amostra exibiu inibicao frente Salmonella sorovar Choleraesuis.

Os resultados negativos para as amostras de lixiviado das células e do aterro de
Seropédica podem ser atribuidos a degradacdo natural das substincias antimicrobianas

presentes em poluentes quimicos e bioldgicos.

5.5.2 Susceptibilidade aos antimicrobianos

Os percentuais de resisténcia aos antimicrobianos obtidos para as estirpes de
enterobactérias isoladas nas Células RSD, RSS e COD estao ilustrados na Figura 61.

A totalidade das amostras foi sensivel a gentamicina (GEN) e a ciprofloxacina
(CIP) na Célula RSD, a amicacina (AMI), aztreonam (ATM), GEN, cefepime (CPM) e CIP,
na Célula RSS e na Célula COD, a sensibilidade total das amostras foi observada para AMI,
CPM e CIP. O antimicrobiano cefazolina (CFZ) demonstrou o maior percentual de resisténcia

em todas as células. Nos Apéndices H a J podem ser visualizados os resultados desses testes.
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Figura 61. Percentual de estirpes de enterobactérias isoladas nas Células RSD,
RSS e COD que apresentaram resisténcia de acordo com os antimicrobianos
testados.

Dentre os 192 isolados de enterobactérias foram observados fenétipos de sensivel
(S), resisténcia a um unico antimicrobiano (R1), resisténcia a dois antimicrobianos (R2) e
multirresisténcia (MRA) nas 3 células. A Tabela 29 mostra os fenétipos identificados em cada
célula. As 3 células apresentaram perfil de multirresisténcia como o perfil de maior
incidéncia. A presencga de estirpes sensiveis aos antimicrobianos testados foi menor na Célula

COD.

Tabela 29. Percentual de perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos
identificados nas enterobactérias para cada célula

Célula MRA R1 R2 S
RSD 48 14 13 40
RSS 48 14 7 30
COD 51 22 14 14
dReSl]gS]) Reels{fglgos Sélidos Domicliares  RSS — Residuos Solidos de Servigo de Sadde  COD — Codisposicio

Os microrganismos do grupo dos enterococos apresentam diversos mecanismos
de resisténcia aos antimicrobianos. Alguns desses sdo inerentes ao grupo, como a sua
resisténcia as cefalosporinas, ao aztreonarn, a oxacilina e a baixos niveis de aminoglicosideos

e clindamicina (MURRAY, 1997). O CLSI (2013) recomenda os seguintes antimicrobianos
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como apropriados para testes de susceptibilidade de rotina primdrios, assim como, sdo
considerados moléculas clinicamente importantes, particularmente nas infecgdes nosocomiais
por Enterococos: penicilina, ampicilina, vancomicina, teicoplamina e daptomicina. Desses,
foram selecionados para o presente estudo os antimicrobianos ampicilina, vancomicina,
teicoplamina e foi incluida a ciprofloxacina, que é uma fluoroquinolona, indicada pelo CLSI
no tratamento de infec¢des do trato urindrio.

Em 54 observacgdes coletadas em 810 dias de monitoramento, foram isoladas 32
estirpes de Enterococcus sp, na Célula RSD; 28 estirpes na Célula RSS e 38 estirpes na Célula
COD. Nos Apéndice K a M podem ser visualizados os resultados dos testes de
susceptibilidade aos antimicrobianos para enterococos. Verificou-se que 100% das estirpes
isoladas nas 3 células se apresentaram sensiveis aos seguintes antimicrobianos: CIP, TEC e
VAN. Na Célula RSD, observou-se que 9,4% das estirpes apresentaram perfil de resisténcia a
AMP; 7,1% das estirpes isoladas na Célula RSS foram resistentes a este antimicrobiano e
7,9%, na Célula COD. Murray (1997) afirma que a resisténcia a vancomicina nos Enterococos
(VRE) associada a resisténcia a ampicilina € uma combinagdo de consequéncia terap€utica
devastadora. No entanto, nenhuma estirpe resistente a vancomicina foi detectada nos liquidos
lixiviados das 3 células.

Os microrganismos do grupo dos enterococos foram os primeiros a adquirirem
resisténcia & vancomicina provavelmente pelo aumento da utiliza¢do deste antimicrobiano no
tratamento enterocolite por Clostridium difficile, bem como ao uso agricola do glicopeptideo
avoparcina, principalmente na Europa e nos Estados Unidos (KUCH er al., 2012).
Enterococos foram reconhecidos como reservatério de genes de resisténcia aos
antimicrobianos com potencial para transferi-los para outras bactérias em ambientes contendo
alimentos (ASLAM et al., 2012).

Enterococos com resisténcia a elevadas concentragcdes de aminoglicosideos
(HLAR) foram descritos em estirpes isoladas de seres humanos e animais (HAN et al., 2011).
Nio foram detectadas estirpes HLAR nos lixiviados das células.

A Figura 62 mostra o percentual de fenétipos identificados para P. aeruginosa em
cada célula. O fenétipo de multirresisténcia nao foi verificado nas espécies de P. aeruginosa
isoladas nas 3 células ao longo do tempo de acompanhamento. O perfil de maior incidéncia

nas 3 células foi o de sensibilidade a todos os antimicrobianos testados.
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Figura 62 — Percentual de fenétipos identificados para P. aeruginosa

Todas as amostras das 3 células foram sensiveis a AMI, GEN, CIP e PIP/TAZ. Os
antimicrobianos carbapenémicos (IMI e MER) apresentaram o maior percentual de
resisténcia, com destaque para as estirpes isoladas na Célula RSS (Figura 63). Entretanto,
Zhang e outros (2001) observaram a resisténcia a CIP em estirpes de P. aeruginosa isoladas
de efluente hospitalar, associando este perfil a exposicdo a altas concentracdes de
fluoroquinolonas em ambiente hospitalar. Além disso, desinfetantes como o triclosan e os
compostos quaterndrios de amonio, utilizados em ambiente hospitalar, sdo substratos para

mecanismos de resisténcia em P. aeruginosa (FUENTEFRIA et al., 2011).
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Figura 63 — Percentual de estirpes de P. aeruginosa isoladas no lixiviado das
células RSD, RSS e COD que apresentaram resisténcia de acordo com os
antimicrobianos testados.
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P. aeruginosa € um microrganismo importante no monitoramento de resisténcia
aos antimicrobianos no ambiente. Neste estudo foram isoladas estirpes de P. aeruginosa no
lixiviado das 3 Células que apresentaram resisténcia aos antimicrobianos carbapenémicos, as
cefalosporinas de 3 geragdo e aos monobactamicos. Fuentefria e outros (2011) estudaram a
disseminacdo da resisténcia aos antimicrobianos em P. aeruginosa em aguas residudrias de
hospital e em 4guas superficiais e verificaram a presenga de estirpes resistentes em ambos
ambientes, com padrio de resisténcia a diferentes classes de antibidticos, principalmente, aos

beta-lactamicos, podendo contribuir, em um nivel ambiental, a difusdao de genes de resisténcia

5.5.2.1 Deteccao de enterobactérias produtoras de ESBL

A Tabela 30 ilustra o nimero e percentual de estirpes de enterobactérias
selecionadas como produtoras de ESBL (enzima beta-lactamase de espectro estendido) e
confirmadas pelo método de aproximacdo do disco (ZEMELMAN et al., 2002). A triagem
para o fenétipo ESBL revelou que 32% das enterobactérias isoladas na Célula RSD foram
caracterizadas como provaveis produtoras de ESBL, de acordo com o CLSI (2013); 30% na
Célula RSS e 44% na Célula COD. A técnica de aproximacdo do disco confirmou a suspeita
da presenca de enterobactérias produtoras de ESBL em 15,6% das estirpes isoladas na Célula

RSD:; 10,7% na Célula RSS e 13,6% na Célula COD.

Tabela 30. Nimero e percentual de estirpes de enterobactérias selecionadas como
produtoras de ESBL e confirmacio pelo Método de aproximacio do disco.

Total de . Confirmagéo
Célula enterobactérias Trla}gem ESBL Nimero (%, em
. Numero (%) ~
por célula relacdo ao total)

RSD 77 25 (32) 12 (15,6)
RSS 56 17 (30) 6(10,7)
COD 59 26 (44) 8 (13,6)
RSD - Residuos Sélidos Domicliares RSS — Residuos Sélidos de Servigo de Satide COD -

Codisposi¢ao de RSD e RSS

A Figura 64 exibe o resultado positivo para o método de aproximagdo de disco, na
qual se observa o aumento da zona de inibicdo das oxiamino-cefalosporinas (CTX e CAZ) e do
monobactam (ATM) como resultado da sinergia com o acido clavulanico no disco conjugado de

amoxicilina-acido clavulanico.
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Fonte: elaboragdo propria.

Figura 64. Confirmacao da producio de ESBL pelo método de aproximacio do disco. Formacio de zona
de sinergia com o acido clavulanico no disco conjugado de amoxicilina-acido clavulinico pela acdo da
enzima beta-lactamase.

A producdo de enzimas beta-lactamases de espectro estendido é um dos
mecanismos mais importantes da resisténcia as cefalosporinas de terceira geracdo entre
membros da familia Enterobacteriaceae, especialmente, Klebsiella pneumoniae (VESPERO
et al., 2007). Apesar da deteccdo de estirpes produtoras de ESBL nas 3 células, 81% das 68
estirpes de enterobactérias suspeitas se apresentaram negativas pelo método empregado.
Chagas e outros (2011) investigaram os padrdes de resisténcia aos antimicrobianos em
bactérias Gram negativas isoladas da estacdo de tratamento de esgoto hospitalar e constataram
que 44% das bactérias isoladas foram caracterizadas como produtoras de ESBL, com destaque

para K. pneumoniae e Enterobacter cloacae.

5.5.2.2 Deteccao de enterobactérias produtoras de carbapenemases

A triagem para a producdo de carbapenemase revelou que 26,7% das bactérias
isoladas foram caracterizadas como provaveis produtoras de carbapenemase na Célula RSD,
39,3% na Célula RSS e 51 % na Célula COD. O teste de Hodge modificado foi capaz de
detectar as estirpes produtoras de carbapenemase, como mostra a Tabela 31. A Figura 65

ilustra a produgdo da enzima carbapenemase.
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Tabela 31. Nimero e percentual de estirpes de enterobactérias selecionadas como
produtoras de carbapenemases e confirmacio pelo Método Hodge modificado

(CLSI, 2013).
Total de . Confirmacgao
Célula enterobactérias Tna}gem ESBL Numero (%, em
) Numero (%) ~
por célula relacdo ao total)
RSD 77 19 (26,7) 15 (19,4)
RSS 56 22 (39,3) 13 (23,2)
COD 59 30 (51) 16 (27,1)

Figura 65. Confirmacio da producdo de carbapenemase
por K. pneumoniae. Fonte: elaboracio prépria.

5.5.2.3 Deteccao de enterobactérias produtoras de AmpC (ESBLS), Classe C de

AMBLER

Para a deteccdo da producdo destas enzimas em outras bactérias, que nio apresentam
este fendmeno constitutivamente, como € o caso da K. pneumoniae, a melhor maneira é
visualizar a resisténcia as cefamicinas, como a cefoxitina (CFO), pois trata-se do melhor
indutor da producdo de beta-lactamases do grupo C. Em nivel fenotipico, esse fendmeno foi
observado nas estirpes de K. pneumoniae, com triagem positiva para ESBL (CLSI, 2013),
através da metodologia da aproximacao do disco, modificada. A Figura 66 mostra o resultado
positivo para a presun¢do da presenca de ESBL, da classe C de Ambler . Em 15% das estirpes
de K. pneumoniae isoladas do lixiviado da Célula RSD, em 7,5% da Célula RSS e em 10% da
Célula COD ocorreu o aparecimento de uma zona de entroncamento entre CFO e ATM

(Aztreonam, farmaco beta-lactamico), ao qual, inicialmente a bactéria era sensivel,

133



demonstrando a diminui¢do na sensibilidade, causada pela exposi¢cdo da bactéria ao

antibiético indutor (CFO).

Figura 66 — Deteccio de beta-lactamase da classe C de Ambler (induzida). A seta indica a zona de
diminuic¢io da sensibilidade induzida pela Cefoxitina (CFO). Fonte: elaboracdo prépria.

5.5.3 Analise dos dados do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos
5.5.3.1 Teste de probabilidade exata de Fisher, comparando-se os perfis de resisténcia de
cada estirpe com as células.

O teste de probabilidade exata de Fisher verifica se ha igualdade entre as
probabilidades das amostras. Ou seja, quando a probabilidade de homogeneidade possuir um
valor pequeno, maior a evidéncia de rejeitar a hip6tese nula. Isso sugere que existem
diferencas entre as amostras.

A andlise da probabilidade foi aplicada as enterobactérias devido a maior diversidade
de fendtipos de susceptibilidade aos antimicrobianos verificada nos testes, favorecendo a
interpretacdo dos resultados. Os valores observados para as probabilidades mostram que 90%
das associacdes apresentam probabilidade elevada de homogeneidade entre as amostras,
conforme mostra o Apéndice N. Pode-se inferir que ndo houve diferencas nas células com
relacdo as espécies e o perfil de resisténcia aos antibidticos. Para cada antimicrobiano foi
analisada a resisténcia conferida pela estirpe bacteriana comparando-se as células. O objetivo
ndo € mostrar as estirpes mais resistentes, mas determinar se os perfis de susceptibilidade aos
antimicrobianos das estirpes encontradas em cada célula eram significativamente
semelhantes. A massa de informacgdes obtida a partir de 210 andlises comparativas aponta
para uma igualdade entre as propor¢des de sensibilidade e resisténcia aos antimicrobianos

testados.
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Verificou-se que a Célula RSD se apresentou diferente em relacdo as Células RSS e
COD para as estirpes de Enterobacter sp frente aos antimicrobianos AMP e IMP, com maior
probabilidade de resisténcia, bem como para CTX, quando comparada somente a Célula RSS.
Para essa estirpe, a Célula COD demonstrou ser mais resistente do que as outras frente aos
antimicrobianos CAZ e CFO. Quanto as estirpes de E. coli, observou-se que a Célula COD
apresentou maior probabilidade de resisténcia frente aos antimicrobianos AMP, AMC e CFZ
do que as Células RSS e RSD. Para as estirpes de Klebsiella sp, a Célula RSD demonstrou
maior probabilidade de resisténcia frente 8 CAZ e a CTX e a Célula RSS, a SUT e a CFO. Na
andlise da diferenca observada nas estirpes de Proteus sp, as Células RSS e COD
apresentaram maior probabilidade de resisténcia a CFZ.

Com base nessas andlises foi elaborado o Quadro 6 que apresenta as estirpes que
demonstraram diferencas de acordo com o antimicrobiano para o qual foi resistente e a Célula

de onde se originou.

Quadro 6. Espécies bacterianas que apresentaram maior probabilidade de resisténcia
pelo Teste de Probabilidade Exata de Fisher de acordo com os antimicrobianos e o
tipo de célula.

Estirpe que mostrou Célula com maior
diferencas nas probabilidade de estirpes Antimicrobiano
proporcoes resistentes
AMP
E. coli COD AMC
CFZ
AMP
RSD IMP
Enterobacter sp CTX
CAZ
COD CEO
RSD CTX
. CAZ
Klebsiella sp
RSS SUT
CFO
CFO
Proteus sp RSD CFZ
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5.5.3.2 Teste de probabilidade exata de Fisher, comparando-se os perfis de resisténcia de
cada célula com o tempo

Com o objetivo de verificar se o tempo de confinamento nas células influenciou no
padrdo de susceptibilidade aos antimicrobianos, foram realizadas 2 andlises com o foco no
tempo. As informacdes sobre as espécies foram ignoradas e os dados referentes as
observacgdes foram divididos em 4 periodos, como se segue: T, dezembro de 2010 a junho de
2011; Ty, julho a dezembro de 2011; T, janeiro a junho de 2012; T3, julho de 2012 a fevereiro
de 2013.

A primeira andlise consistiu na comparacio dos dados de perfil resistente e de perfil
sensivel a cada antimicrobiano com os pares de tempo (Ty, T}, T> e T3). Na segunda andlise,
foram comparados os dados de perfil resistente e de perfil sensivel a cada antimicrobiano com
os pares de células em cada periodo (Ty, T}, T, e T5).

Verificou-se que ndo ha diferenca entre as proporcdes de padrdes de susceptibilidade
aos antimicrobianos comparando-se os periodos de tempo ja que 91,7% das comparagdes
apresentam valores de significAncia maiores que 10%, ou seja, ndo pode ser rejeitada a
hipdtese de que as propor¢des sdo iguais. Da mesma forma, ndo houve diferengas entre as
células em cada periodo avaliado ja que 92,3% das comparagdes indicam a aceitagdo da
hipdtese de que ndo ha diferenga nas proporcdes de padrdes sensivel e resistente. Isso mostra
que o tempo de confinamento dos residuos nio interferiu no padrdo de susceptibilidade aos
antimicrobianos em nenhuma das células.

Neste estudo, a utilizacdo de indicadores de contaminacdo ambiental, bem como a
deteccdo de caracteristicas de resisténcia aos antimicrobianos revelou semelhancas entre os
lixiviados resultantes do confinamento de RSD, RSS e da codisposi¢do. No entanto, a técnica
de PCR-DGGE associada ao sequenciamento de DNA detectou perfis de comunidades
microbianas diferentes entre as células, que provavelmente pertencam a grupos bacterianos
ndo cultivdveis. Dessa forma, a aplicacdo das duas técnicas combinadas, dependentes e
independentes de cultivo, pode ser a maneira mais adequada para se obter uma visdo geral e

da estrutura da comunidade microbiana.

5.6 RESUMO DOS RESULTADOS
Os resultados alcangados com esta investigacdo permitem supor que os RSD e os
RSS sem tratamento prévio quando dispostos em aterro sanitdrio ndo se diferenciaram quanto

aos parametros bioldgicos avaliados no lixiviado gerado, destacando-se os seguintes aspectos:
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Volume do lixiviado gerado: a Célula RSD gerou em média 52,7 L/dia de liquidos
lixiviados em 342 observacdes; Célula RSS gerou em média 70,1 L/dia e a Célula COD
gerou 100,4 L/dia. Foi observada correlacdo entre a precipitacdo na drea-teste e o
volume de lixiviado gerado em 24 horas e associacdo positiva perfeita entre as células
indicando que as mesmas se comportaram de modo semelhante quanto a geragdo de
lixiviado.

Temperatura do lixiviado gerado: os valores médios de temperatura em 342
observagdes se encontraram na faixa mesofilica e podem ser considerados
estatisticamente iguais (Célula RSD=29,1; Célula RSS=28.4; Célula COD=28,6).

pH: Os valores médios de pH apontam para a faixa 6tima de crescimento bacteriano,
entre 6,5 e 7,5, e indicam que houve semelhanca entre nos lixiviados gerados nas 3
células em 51 observagoes.

Valor médio de coliformes totais (NMP 100mL'1): 3,9)(104 para a Célula RSD;
4,8x10* para a RSS e 3,1x10* para COD. A andlise estatistica dos dados coletados ao
longo de 810 dias de monitoramento mostram que ndo hé diferengas significativas para
os valores de coliformes totais no lixiviado das células.

Valor médio de Escherichia coli (NMP 100mL™): 2,7x10* para a Célula RSD;
8,6)(104 para a RSS e 1,4x104 para COD. A andlise estatistica dos dados coletados ao
longo de 810 dias de monitoramento mostram que nao ha diferencas significativas para
os valores de E. coli no lixiviado das células.

Valor médio de enterococos (NMP 100mL'1): 7,0x103 para a Célula RSD; 2,1x103
para aRSS e 6,3x10° para COD. A anilise estatistica dos dados coletados ao longo de
810 dias de monitoramento mostram que ndo hé diferencas significativas para os
valores de enterococos no lixiviado das células RSD e COD. Os valores observados no
lixiviado da Célula RSS foram considerados estatisticamente diferentes dos valores das
demais células, com valores médios inferiores para enterococos.

Valor médio de Pseudomonas aeruginosa (NMP 100mL™Y): 9,1x10° para a Célula
RSD; 6,5x10° para a RSS e 4,8x10° para COD. A andlise estatistica dos dados
coletados ao longo de 810 dias de monitoramento mostram que ndo ha diferencas
significativas para os valores de P. aeruginosa no lixiviado das células.

Valor médio de bactérias heterotroficas (UFC mL'l): 1,3x10° na Célula RSD:;
1,0x106, na Célula RSS e 9,6x105, na Célula COD. Nao houve diferencas significativas

entre as células para os valores observados.
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Pesquisa de enterobactérias: os perfis bacterianos nas Células RSD e COD
observados durante o experimento foram: Enterobacter sp, K. pneumoniae, E. coli, P.
mirabilis, P. vulgaris, K. oxytoca, Providencia rettgeri, Salmonella spp, C. freiindii,
Pantoae sp; na Célula RSS: Enterobacter sp, K. pneumoniae, E. coli, P. mirabilis, P.
vulgaris, K. oxytoca, Serratia sp.

Pesquisa de Staphylococcus aureus: Com a metodologia empregada, nao foi isolado
Staphylococcus aureus nas 54 amostras de lixiviados gerados em cada célula.

Padrao de bandeamento de fragmentos de DNA por DGGE: Os padroes de
bandeamento obtidos com as andlises do DNA das comunidades microbianas das
amostras das Células RSD, RSS e COD coletadas no ano de 2011 e no final do
experimento (2013) apresentaram baixo coeficiente de similaridade em cada célula e
entre elas, sugerindo uma estruturacdo diferencial das comunidades microbianas em
cada amostra de lixiviado analisada e que as microbiotas destas amostras ndo
modificaram ao longo do tempo de confinamento dos residuos.

Atividade inibitéria: Os lixiviados gerados pelas células apds 810 dias de
confinamento dos residuos ndo apresentaram atividade inibitéria contra S. aureus, P.
aeruginosa e Salmonella entérica sorovar Choleraesuis.

Padriao de susceptibilidade aos antimicrobianos: Foram detectadas estirpes de
enterobactérias com padrdes de multirresisténcia aos antimicrobianos nas 3 células.
Nao houve diferencas estatisticas entre as proporcdes de padrdes de susceptibilidade
aos antimicrobianos observados nas estirpes bacterianas isoladas nas células. Nao
foram detectadas estirpes de P. aeruginosa multirresistentes.

Pesquisa de fendtipos de resisténcia proprios do ambiente hospitalar: ESBL,
carbapenemases, AmpC, HLAR, VRE: Estirpes de enterobactérias com suspeita de
producdo de ESBL e de carbapenemases foram detectadas em 15,6% e 19,4% das
amostras isoladas na Célula RSD, respectivamente; em 10,7% e 23,2% na Célula RSS,
respectivamente e em 13,6% e 27,1% na Célula COD, respectivamente; Nao foram
detectadas estirpes de enterococos resistentes a vancomicina (VRE) e com perfil de alto
nivel de resisténcia aos aminoglicosideos (HLAR) em nenhuma célula. O menor
percentual de deteccdo de fendtipos com caracteristicas de microrganismos origindrios

de ambiente hospitalar foi na Célula RSS, seguido pela Célula COD e pela Célula RSD.
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6

CONCLUSOES

O presente trabalho simulou 3 células de aterro sanitdrio para disposi¢do e codisposi¢do de

Residuos Solidos Domiciliares e Residuos Soélidos de Servico de Saide. Através de

determinados pardmetros bacterioldgicos e a aplicacdo de uma técnica de biologia molecular,

os resultados sugerem que a codisposi¢do de RSD e de RSS pode ser empregada como

método de destinacdo final destes residuos, sem prejuizos a satude publica e ao meio ambiente.

Destacam-se as seguintes consideracdes:

As células construidas mostraram ser um bom modelo de estudo para os parimetros
biolégicos de lixiviados de aterro;

Residuos potencialmente infectantes ou quimicos corresponderam a 19% dos Residuos
Sélidos Domiciliares que sdo coletados e dispostos no aterro sanitdrio, representando

um percentual superior ao dos Residuos Sélidos de Servigo de Saudde.

Os valores verificados para os indicadores de contaminag¢do ambiental das 3 células
sugerem que estes microrganismos ainda persistem no lixiviado apds 810 dias de
confinamento;

O sistema de aterramento sanitario de residuos foi capaz de reduzir as populagdes de
microrganismos indicadores de polui¢do fecal desde o inicio do confinamento;

Os liquidos lixiviados das células experimentais de Residuos Sélidos Domiciliares e da
Codisposi¢do ndo apresentaram diferenca significativa na microbiota ao longo do
estudo, enquanto que os da Célula RSS apresentaram valores inferiores para coliformes
totais, Escherichia coli e enterococos em relacdo as demais células.

A codisposi¢do de Residuos Sdlidos Domiciliares e Residuos Solidos de Servico de
Satide ndo se diferenciou da disposicdo exclusiva de Residuos Sélidos Domiciliares,
quanto a resisténcia aos antimicrobianos,

Microrganismos com perfil de multirresisténcia hospitalar foram isolados nas 3 células
de forma significativamente semelhante;

A técnica de DGGE-PCR foi titil para evidenciar a baixa similaridade entre os padroes
de bandeamento obtidos dos lixiviados de células confinando RSD e RSS e a
codisposicao destes residuos;

A andlise do sequenciamento dos fragmentos de DNA foi imperativa para melhor
descri¢do das comunidades microbianas presentes;

Em relacdo as caracteristicas ecoldgicas das células, a técnica de PCR-DGGE associada

ao sequenciamento pode ser ttil na aplicagio de estratégias mais eficientes no tratamento
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de lixiviado de aterros, através da selecao, utilizacdo e estimulo de popula¢des microbianas
especificas presentes nos processos bioldgicos de degradag@o dos residuos sdlidos.

e Nas condi¢des estudadas, os resultados obtidos sugerem que ndo houve diferencas
significativas no comportamento das células dando suporte & prética da codisposi¢do de

RSS e RSD.

7 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Detec¢do de bactérias anaerdbias em estudos de codisposi¢do de Residuos Sélidos
Domiciliares e de Residuos Sélidos de Servico de Saude;

¢ Detecgdo de bastonetes Gram negativos ndo fermentadores em estudos de codisposi¢do
de Residuos Sélidos Domiciliares e de Residuos Sélidos de Servico de Saude;

® Detecgdo de microrganismos de importincia hospitalar em estudos de codisposi¢do de
Residuos Sélidos Domiciliares e de Residuos Soélidos de Servigo de Satde através de
métodos independentes do cultivo;

e Pesquisa de substincias antimicrobianas no lixiviado de aterro em diferentes fases da
degradacio bioldgica frente aos patdgenos;

e Avaliacdo da susceptibilidade aos antimicrobianos de microrganismos patogénicos
isolados no lixiviado de aterro sanitario;

¢ Estudo do lixiviado de aterro de codisposi¢cdo de RSD e RSS através de pardmetros
fisico-quimicos e microbioldgicos;

® Pesquisa de marcadores moleculares de resisténcia microbiana em microrganismos
isolados em lixiviado de aterro sanitario;

e Avaliacdo dos efeitos do aterramento de Residuos Sélidos de Servico de Satide do
grupo A, sem tratamento prévio no local de geragdo, quanto aos pardmetros biolégicos;

e Avaliacdo da presenga de microrganismos de importincia hospitalar em Residuos
Sélidos de Servigo de Sadde do grupo D;

e Avaliacdo da sobrevivéncia e desenvolvimento de microrganismos patogénicos nos
lixiviados de aterro sob diferentes condi¢des fisico-quimicas e microbioldgicas.

e Uso de ferramentas moleculares na avaliacdo da diversidade microbiana em lixiviado
de aterro e de codisposi¢do de residuos;

e A aplicacdo de técnicas de pirosequenciamento nas amostras do lixiviado de aterro de
codisposicao de RSD e RSS;

e FEstudo epidemioldgico das doengas ocupacionais em trabalhadores relacionados a
assisténcia a saude.
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APENDICE A — VISTA PANORAMICA DAS CELULAS EXPERIMENTAIS APOS 810
DIAS DE CONFINAMENTO
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APENDICE B — TABELA DE MONITORAMENTO DIARIO DA TEMPERATURA E
VOLUME DOS LIXIVIADOS DAS CELULAS

Células

Data da

Temperatura Volume de lixiviado
coleta

RSD RSS COoDb RSD RSS COD
22/12/2010 30,0 30,0 30,0 140,0 176,0 38,0
29/12/2010 31,0 29,0 31,0 90,0 290,0 281,0
05/01/2011 32,0 30,0 31,0 170,0 320,0 410,0
11/01/2011 30,0 29,0 30,0 140,0 370,0 344,0
19/01/2011 32,0 33,0 36,0 220,0 360,0 440,0
24/01/2011 32,0 29,0 30,0 80,0 260,0 190,0
01/02/2011 29,5 28,5 29,0 40,0 130,0 140,0
02/02/2011 30,0 29,2 30,0 12,0 38,0 21,0
31/03/2011 30,0 27,0 28,0 3,0 6.2 5.8
01/04/2011 31,0 31,0 30,0 92,0 192,0 482,0
04/04/2011 32,0 30,0 31,0 184,0 321,0 341,0
08/04/2011 32,0 31,0 30,0 22,0 40,0 21,0
11/04/2011 31,0 30,0 31,0 41,0 86,0 46,0
12/04/2011 30,0 31,0 30,0 16,0 24,0 21,0
13/04/2011 31,0 30,0 30,0 6,0 20,0 12,0
14/04/2011 31,0 30,0 29,0 4,0 20,0 1.0
15/04/2011 30,0 31,0 29,0 3,0 10,0 4,0
18/04/2011 31,0 31,0 31,0 18,0 26,0 21,0
19/04/2011 31,0 30,0 30,0 2,0 20,0 6.0
20/04/2011 30,0 30,0 30,0 1,0 3,0 2,0
25/04/2011 30,0 30,0 30,0 8,0 26,0 28,0
26/04/2011 31,0 31,0 31,0 102,0 146,0 685,0
27/04/2011 32,0 31,0 31,0 110,0 164,0 360,0
28/04/2011 33,0 31,0 30,0 60,0 102,0 140,0
29/04/2011 31,0 30,0 30,0 45,6 86,4 68,0
02/05/2011 31,0 30,0 31,0 86,0 186.,0 81,0
03/05/2011 30,0 30,0 30,0 9,0 28,0 20,0
04/05/2011 30,0 31,0 30,0 7,0 22,0 18,0
05/05/2011 30,0 30,0 31,0 19,0 10,0 20,0
06/05/2011 29,5 29,0 30,0 12,0 16,0 9.0
09/05/2011 30,0 29,5 30,0 10,0 40,0 28,0
10/05/2011 29,8 30,0 30,0 7,0 20,0 10,0

11/05/2011 30,0 30,0 30,0 5,3 16,0 13,0
12/05/2011 30,0 29,0 30,0 4,0 18,0 16,0
13/05/2011 29,0 29,2 30,0 2,5 12,0 14,0

16/05/2011 29,0 30,0 30,0 23,0 82,0 160,0
18/05/2011 30,0 30,0 30,5 42,0 88.0 442,0
19/05/2011 30,0 31,0 29,5 52,0 90,0 150,0
20/05/2011 29,8 30,0 30,0 32,0 60,0 63,0
23/05/2011 30,0 29,5 30,0 50,0 110,0 83,0

161



24/05/2011
25/05/2011
26/05/2011
30/05/2011
31/05/2011
01/06/2011
02/06/2011
03/06/2011
06/06/2011
07/06/2011
08/06/2011
09/06/2011
10/06/2011
13/06/2011
14/06/2011
15/06/2011
16/06/2011
17/06/2011
20/06/2011
21/06/2011
22/06/2011
27/06/2011
28/06/2011
29/06/2011
30/06/2011
12/07/2011
13/07/2011
14/07/2011
15/07/2011
18/07/2011
20/07/2011
21/07/2011
22/07/2011
25/07/2011
26/07/2011
27/07/2011
28/07/2011
29/07/2011
01/08/2011
02/08/2011
03/08/2011
08/08/2011
09/08/2011
10/08/2011

30,0
29,8
31,0
30,0
30,0
29,8
28,5
27,5
28,0
28,5
29,0
29,0
30,0
29,0
29,0
29,0
30,0
29,0
30,0
28,0
25,0
28,0
29,0
30,0
29,0
29,0
29,0
29,0
28,5
29,0
28,5
30,0
29,0
30,0
29,0
29,0
29,5
30,0
29,0
29,0
29,0
29,0
30,0
28,0

29,0
30,0
30,0
30,0
30,0
30,0
29,0
28,0
28,0
29,0
29,0
29,0
29,0
29,0
28,5
29,5
29,0
29,0
31,0
29,0
29,0
28,5
29,0
29,0
28,0
29,0
29,0
29,0
30,0
29,5
30,0
29,0
30,0
28,0
29,0
28,0
29,0
29,0
28,0
28,0
29,0
28,5
29,0
29,0

30,0
30,0
30,0
29,0
29,8
30,0
29,0
28,0
29,0
29,0
29,0
29,0
29,0
28,0
29,0
29,0
29,0
29,5
30,0
29,0
29,0
30,0
29,0
29,0
29,0
28,0
28,5
28,5
29,0
30,0
30,0
29,0
30,0
28,0
30,0
29,0
29,0
28,5
29,0
29,0
29,2
28,5
28,0
29,0

6,0
12,6
3,0
143,0
23,0
21,0
18,0
10,0
23,0
22,0
12,0
6,0
2,5
20,0
8,0
3,0
2,0
2,5
3,0
3,0
2,5
15,0
1,0
1,0
2,0
20,0
10,0
2,8
3,2
10,0
8,0
6,0
7,0
40,0
38,0
40,0
20,0
16,0
9,0
6,0
5,0
22,0
6,0
2,5

28,0
18,0
11,0

260,0

62,0
60,0
35,0
38,0
70,0
23,0
20,0
16,0
11,0
43,0
20,0
12,0
10,0
9,0
7,0
10,0
12,0
20,0
6,0
4,5
5,0
60,0
30,0
5,0
3.8
20,0
11,0
9,0
8,0
62,0
56,0
50,0
38,0
19,0
11,0
9,0
8,5
40,0
17,0
10,0

20,0
16,0
13,0

520,0

76,0
38,0
28,0
25,0
48,0
21,0
18,0
13,0
10,0
48,0
22,0
14,0
12,0
10,0
10,0
6,0
9,0
16,0
21,0
20,0
18,0
140,0
20,0
11,0
9.0
18,0
14,0
12,0
10,0
182,0
108.,0
100,0
50,0
43,0
26,0
12,0
10,0
42,0
12,0
8,0
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12/08/2011
17/08/2011
18/08/2011
19/08/2011
22/08/2011
23/08/2011
24/08/2011
25/08/2011
26/08/2011
29/08/2011
30/08/2011
31/08/2011
06/09/2011
08/09/2011
09/09/2011
12/09/2011
13/09/2011
14/09/2011
19/09/2011
20/09/2011
21/09/2011
26/09/2011
28/09/2011
05/10/2011
06/10/2011
07/10/2011
11/10/2011
13/10/2011
17/10/2011
21/10/2011
24/10/2011
26/10/2011
28/10/2011
31/10/2011
03/11/2011
06/11/2011
14/11/2011
16/11/2011
17/11/2011
18/11/2011
21/11/2011
23/11/2011
24/11/2011
25/11/2011

28,5
29,0
29,0
31,0
30,0
29,0
29,0
30,0
29,0
29,0
28,0
29,0
29,5
30,0
30,0
28,5
30,0
29,0
30,0
30,0
29,0
30,0
29,5
29,0
28,0
29,0
28,0
29,0
38,0
27,0
28,0
27,0
28,0
28,0
28,0
28,5
27,0
26,0
26,5
29,0
26,5
28,0
29,0
28,0

29,0
29,0
28,5
29,0
29,0
28,0
29,0
29,5
29,0
29,0
29,0
29,0
29,0
30,0
29,5
28,0
28,5
29,0
29,5
28,0
29,5
29,0
29,0
29,0
29,0
29,5
29,0
28,0
31,0
26,0
27,0
28,0
27,0
28,0
27,0
26,5
26,5
26,5
25,8
27,0
27,0
27,0
27,0
27,5

29,0
29,0
29,0
29,0
29,0
28,0
29,0
30,0
30,0
29,0
29,0
30,0
29,5
30,0
29,0
29,0
28,0
29,0
30,0
28,0
29,0
28,0
28,5
29,0
29,0
30,0
29,0
29,0
29,0
25,5
27,5
28,0
28,0
27,0
27,0
25,0
27,0
25,5
27,0
27,0
25,5
26,5
27,0
27,0

21,0
18,0
10,0
7,0
10,0
4,0
2,0
2,5
2,0
2,8
1,5
1,6
18,0
12,0
4,0
6,0
4,0
3.8
160,0
26,0
20,0
46,0
12,0
26,0
12,0
2,0
16,0
2,0
32,0

55,0
24,0
8,0
30,0
28,0
25,0
13,0
10,0
60,0
38,0
63,0
24,5
9,0
11,0

32,0
23,0
16,0
8,0
7,0
6,0
8,0
4,0
2,7
3,0
2,0
2,0
23,0
18,0
8,0
12,0
8,0
6,0
220,0
68,0
40,0
96,0
18,0
46,0
20,0
5,0
28,0
3.5
23,0
468,0
345,0
83,0
20,0
68,0
48,0
45,0
19,0
7,0
23,0
25,0
48,0
38,5
14,0
10,0

26,0
28,0
18,0
7,0
20,0
10,0
8,0
7.5
5.5
8,0
5.0
4,0
26,0
20,0
10,0
15,0
10,0
8,0
120,0
12,0
10,0
68,0
7,0
22,0
11,0
3,0
22,0
3,0
12,0
988,0
330,0
73,0
21,0
60,0
40,0
42,0
24,5
2,0
19,0
7,0
28,0
16,5
8,0
6,0
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29/11/2011
30/11/2011
05/12/2011
07/12/2011
13/12/2011
14/12/2011
15/12/2011
16/12/2011
19/12/2011
20/12/2011
21/12/2011
22/12/2011
23/12/2011
26/12/2011
27/12/2011
28/12/2011
29/12/2011
30/12/2011
02/01/2012
03/01/2012
04/01/2012
05/01/2012
06/01/2012
09/01/2012
10/01/2012
11/01/2012
12/01/2012
13/01/2012
16/01/2012
17/01/2012
18/01/2012
23/01/2012
24/01/2012
25/01/2012
26/01/2012
27/01/2012
30/01/2012
31/01/2012
01/02/2012
02/02/2012
03/02/2012
06/02/2012
07/02/2012
08/02/2012

28,0
27,5
28,5
27,0
26,5
28,5
28,5
28,5
29,0
28,5
28,5
25,0
29,0
28,0
28,5
28,5
28,5
28,5
28,5
28,0
26,0
28,5
28,0
25,0
27,0
28,5
29,0
28,0
28,5
29,0
28,3
28,0
29,3
28,1
28,5
28,2
28,7
28,9
27,0
28,8
27,3
27,8
28,2
29,1

27,0
26,5
27,0
26,5
26,0
27,0
27,5
27,5
27,5
27,0
27,0
25,0
27,5
27,0
27,0
27,0
27,0
27,0
27,0
27,0
25,0
27,0
27,0
25,0
26,0
27,0
27,5
27,5
27,5
28,0
27,0
27,1
27,8
27,0
27,3
27,6
27,5
27,3
26,8
27,6
27,7
28,0
27,9
27,8

27,0
26,5
27,0
26,5
26,0
27,0
27,0
27,0
27,0
27,0
27,0
28,0
27,2
27,5
27,0
27,5
27,0
27,0
27,5
27,0
25,0
27,0
27,0
25,0
26,5
27,0
247,5
27,5
27,0
27,5
27,0
27,2
27,6
27,3
27,5
27,6
27,7
27,7
28,0
27,6
27,7
27,7
28,1
27,8

22,0
9,0
23,0
10,5
21,0
6,0
5,0
5,0
100,0
58,0
29,5
25,0
17,0
61,0
83,0
77,0
72,0
50,0
136,0
254,0
74,4
51,0
40,0
60,0
20,0
36,0
18,0
15,0
32,0
11,0
6,9
35,0
8,0
8,0
7,0
7,0
118,0
40,0
24,4
25,0
21,0
50,0
1,0
9,0

37,0
8,0
31,0
14,5
25,0
8,0
6.0
4,0
20,0
51,0
28,5
37,0
2,0
48,0
85,0
70,0
74,0
70,0
135,0
206,0
116,3
70,0
58,0
90,0
26,0
28,0
20,0
17,0
42,0
17,0
9,7
48,0
9,0
8,0
9.0
9.0
6.0
54,0
33,4
36,0
25,0
93,0
21,0
16,0

27,0
8,0
26,0
13,6
30,0
8,0
6,0
5,0
50,0
70,0
21,5
14,0
14,0
46,0
86,0
67,0
112,0
64,0
224.0
630,0
205,3
85,0
68,0
107,0
27.0
26,0
23,0
19,0
47,0
18,0
10,4
60,0
12,0
12,0
8,0
10,0
20,0
78,0
44.4
41,0
37,0
80,0
20,0
11,0
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09/02/2012
13/02/2012
14/02/2012
15/02/2012
16/02/2012
23/02/2012
24/02/2012
27/02/2012
28/02/2012
29/02/2012
01/03/2012
02/03/2012
05/03/2012
06/03/2012
07/03/2012
08/03/2012
09/03/2012
14/03/2012
15/03/2012
16/03/2012
19/03/2012
22/03/2012
23/03/2012
26/03/2012
28/03/2012
31/03/2012
02/04/2012
03/04/2012
09/04/2012
10/04/2012
11/04/2012
12/04/2012
13/04/2012
16/04/2012
17/04/2012
18/04/2012
19/04/2012
20/04/2012
24/04/2012
25/04/2012
27/04/2012
30/04/2012
02/05/2012
03/05/2012

30,0
30,0
28,8
29,5
30,3
31,0
31,8
32,2
31,5
30,6
30,7
30,4
30,3
31,4
30,2
30,1
31,1
30,0
30,4
30,1
30,7
29,9
29,7
29,1
29,9
29,0
30,4
29,6
29,9
29,6
30,1
30,2
28,7
29,1
29,4
29,2
29,2
28,0
28,7
28,1
28,9
29,0
29,1
28,9

29,3
30,5
27,9
28,3
28,7
29,5
30,1
30,3
30,3
30,5
29,3
29,1
29,3
29,4
29,7
29,8
30,3
29,8
29,9
29,8
29,4
29,0
29,2
28,9
29,4
29,2
29,4
28,8
29,8
29,1
29,6
29,4
28,5
28,6
28,8
29,8
29,3
27,2
27,6
27,2
29,2
28,7
28,2
28,2

28,6
30,0
27,9
28,2
28,5
29,4
29,5
29,7
30,0
31,0
29,3
29,8
30,1
29,8
29,6
29,4
29,9
29,0
29,4
29,9
29,3
30,0
29,7
29,0
29,4
29,1
29,7
29,1

29,7
29,7
29,8
29,3
29,3
29,6
29,3
29,4
28,1
28,5
28,5
29,0
28,5
29,3
28,6

7,0
32,0
12,4

9,0

8,0
32,0
12,0
13,0

5,0

2,5

1,5

2,8
10,0

2,2

1,8

1,5

1,9

9,0

3,1

2,5

6,8

3,2

5,5
12,0

2,9
30,0

8,0

3,2
22,0

6,2

2,6

2,2

2,6

5,1

3,6

2,6

2,4

2,6

5.1

2,6

3,8

6,4

502,0
120,0

14,0
41,0
9.4
8,0
8,0
44,0
8,0
17,0
6,0
3,0
1,0
38,0
13,0
3,5
2,6
2,0
3.2
12,0
2,5
2,9
13,0
55
73
16,0
3.8
3,6
5,6
2.8
21,0
12,0
2.8
2.4
22
3,9
2,3
24
2.4
2,6
4.8
2.3
2,7
5,8
318,0
148,0

13,0
5.0
13,4
10,0
8,0
58,0
12,0
25,0
7,0
3,5
1,5
3,2
19,0
39,0
2,3
1.9
2,0
18,0
3,6
2,8
17,5
7,8
10,3
18,0
6.6
5,2
10,2
3.9
28,0
4,6
3,0
2,8
2,5
6,6
2,8
2,9
2,3
2,8
6.5
2,8
3,5
8,2
802,0
313,0
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07/05/2012
08/05/2012
09/05/2012
10/05/2012
11/05/2012
14/05/2012
15/05/2012
16/05/2012
17/05/2012
18/05/2012
21/05/2012
22/05/2012
23/05/2012
25/05/2012
27/05/2012
29/05/2012
30/05/2012
31/05/2012
01/06/2012
02/06/2012
05/06/2012
06/06/2012
11/06/2012
12/06/2012
13/06/2012
15/06/2012
18/06/2012
19/06/2012
20/06/2012
21/06/2012
25/07/2012
26/07/2012
27/07/2012
30/07/2012
01/08/2012
02/08/2012
03/08/2012
06/08/2012
08/08/2012
09/08/2012
10/08/2012
13/08/2012
15/08/2012
17/08/2012

28,2
29,0
29,1
28,6
28,9
28,8
29,0
29,1
28,6
28,5
28,2
29,0
28,0
28,7
28,9
29,0
28,2
28,8
29,9
29,1
27,9
27,8
28,1
27,9
28,1
27,7
27,9
27,9
27,8
28,0
27,3
27,6
28,3
28,0
28,1
27,8
27,4
27,5
27,0
27,5
26,6
28,2
28,0
27,8

28,1
28,6
28,2
28,2
29,0
28,9
28,9
29,0
27,9
27,1
27,6
28,1
28,0
27,5
28,0
28,8
27,2
28,1
27,9
28,6
27,9
28,1
27,9
26,5
27,1
29,2
26,7
26,5
26,8
25,4
26,6
26,9
26,4
26,3
26,4
26,3
25,4
26,0
26,1
26,2
27,4
27,0
26,9
26,8

28,8
29,3
29,0
28,2
28,9
28,7
29,0
28,9
28,8
28,8
27,9
28,6
28,2
27,8
27,9
28,1
27,7
28,1
29,0
29,4
27,6
27,8
27,9
27,7
27,9
27,8
26,9
27,8
26,1
26,8
27,0
27,1
26,8
26,7
26,8
26,4
26,4
26,2
26,0
26,4
26,8
27,0
27,0
28,1

210,0
28,0
36,0
22,0
28,0
72,6
49,0
31,0
26,0
20,0

812,0
78,1
39,0
32,0
90,0
28,8
18,6
16,8
16,0
13,0
68,0
21,0

678,0
135,0
76,0
86,0
118,0
76,0
70,0
52,0
23,0
12,0
13,0
15,0
56,0
31,0
20,0
23,0
18,0
12,0
10,0
22,0
14,0
10,0

275,0
43,0
37,0
34,0
38,0
84,2
63,0
43,0
37,0
28,0

501,0
192,0
43,0
38,6
120,0
69,9
40,0
32,0
29,0
22,0
86,0
20,0

405,0

108,0
68,0
80,0

135,0
98,0
88.0
67,0
28,0
22,0
20,0
18,0
83,0
22,0
26,0
32,0
16,0
14,0
12,0
27,0
34,0
18,0

400,0
56,0
48,0
43,0
47,0
98,0
100,0
73,0
64,0
46,0

613,0

293,0
53,0
41,0
140,0
49,6
36,0
25,0
28,0
18,0
104,0
31,0

863,0

231,0

110,0

132,0

183,0

102,0

100,0
48,0
30,0
28,0
21,0
18,0

100,0
32,0
40,0
40,0
30,0
17,0
13,0
42,0
42,0
22,0
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22/08/2012
23/08/2012
24/08/2012
27/08/2012
29/08/2012
31/08/2012
03/09/2012
04/09/2012
05/09/2012
06/09/2012
10/09/2012
12/09/2012
13/09/2012
14/09/2012
17/09/2012
18/09/2012
19/09/2012
20/09/2012
21/09/2012
24/09/2012
26/09/2012
27/09/2012
28/09/2012
01/10/2012
02/10/2012
04/10/2012
05/10/2012
15/10/2012
16/10/2012
17/10/2012
18/10/2012
22/10/2012
24/10/2012
25/10/2012
29/10/2012
30/10/2012
01/11/2012
05/11/2012
07/11/2012
08/11/2012
12/11/2012
14/11/2012
21/11/2012
22/11/2012

28,0
28,3
28,1
27,7
28,0
28,2
28,0
28,3
28,0
28,6
28,6
27,8
27,7
28,1
29,1
29,0
29,3
29,1
27,4
28,3
28,3
28,3
28,6
28,7
28,9
29,1
29,8
29,0
28,9
28,3
29,3
29,0
29,2
29,6
29,1
29,3
30,2
29,7
29,6
28,7
28,0
27,3
27,4
28,0

27,0
27,0
26,3
26,7
26,1
26,2
26,8
27,0
26,9
27,1
27,0
27,3
27,9
28,0
28,2
27,0
27,3
27,0
25,4
27,6
26,6
27,0
27,1
28,7
28,9
27,9
28,3
27,9
27,8
27,1
27,2
27,1
27,0
27,3
27,0
27,2
27,3
27,0
27,6
26,9
27,1
26,4
26,7
26,0

27,0
27,1
26,4
26,4
26,7
26,6
29,0
27,2
27,0
27,2
27,0
27,2
28,0
28,8
28,9
27,2
27,4
27,1
25,2
27,0
29,3
27,1
27,3
27,0
27,2
28,0
28,7
28,9
28,7
27,2
27,0
27,0
27,1
27,2
26,9
27,6
27,3
27,2
27,3
27,3
27,2
26,2
26,8
27,0

26,0
12,0
10,0
22,0
20,0
12,0
7,5
8,0
1,5
2,0
1,5
4,0
2,0
2,1
18,0
2,0
3,2
3,0
2,6
2,0
15,0
220,0
80,0
80,0
62,0
40,0
21,0
108,0
20,0
18,0
14,0
58,0
28,0
13,0
43,0
10,0
16,0
38,0
21,0
12,0
19,0
20,0
38,0
8,0

43,0
16,0
13,0
40,0
21,0
18,0
7,0
10,0
3,0
2,8
1,8
5,0
3,0
1,5
15,0
25,0
3.5
3,0
2,8
1,5
10,0
42,0
53,0
68,0
56,0
26,0
19,0
62,0
14,0
12,0
10,0
60,0
21,0
10,0
38,0
11,0
13,0
20,0
16,0
8,0
11,0
13,0
20,0
6,0

47,0
21,0
17,0
80,0
24,0
20,0
10,0
13,0
2,6
1,2
1,5
4,5
2,5
2,0
20,0
6.0
4,0
4,5
5,0
3,8
18,0
263,0
153,0
115,0
85,0
43,0
27,0
130,0
38,0
25,0
18,0
68,0
23,0
12,0
28,0
9.0
14,0
40,0
18,0
10,0
30,0
18,0
80,0
20,0
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23/11/2012
27/11/2012
28/11/2012
30/11/2012
03/12/2012
05/12/2012
10/12/2012
11/12/2012
12/12/2012
13/12/2012
14/12/2012
17/12/2012
18/12/2012
19/12/2012
20/12/2012
21/12/2012
26/12/2012
27/12/2012
28/12/2012
02/01/2013
04/01/2013
07/01/2013
09/01/2013
14/01/2013
15/01/2013
16/01/2013
17/01/2013
21/01/2013
22/01/2013
23/01/2013
24/01/2013
28/01/2013
30/01/2013
31/01/2013
01/02/2013
04/02/2013
06/02/2013
20/02/2013
Média
DV
Minimo
Maximo
Mediana

28,1
28,2
28,6
29,2
29,1
29,2
29,7
29,2
29,3
29,6
29,7
29,5
29,3
29,0
31,6
29,0
29,1
30,4
30,1
30,0
30,2
29,7
29,7
29,9
29,7
29,9
29,2
29,1
29,6
29,4
29,2
29,0
29,2
29,0
28,2
29,1
29,0
26,4
29,1
1,3
25,0
32,0
29,0

26,9
27,1
27,5
27,9
27,3
27,2
27,3
27,0
27,3
27,8
28,1
28,4
28,6
28,2
29,1
28,4
28,9
28,9
28,7
29,0
29,1
28,8
28,9
29,0
29,0
29,1
28,9
28,7
28,8
28,5
28,7
28,6
28,8
28,7
28,8
28,4
29,1
27,0
28,3
1,3
25,0
31,0
28,3

27,3
27,2
27,3
27,6
27,4
27,2
27,5
27,3
27,5
28,3
28,2
28,4
28,4
28,3
29,2
28,9
28,7
29,0
28,4
28,9
29,0
28,9
29,0
29,1
28,9
29,1
28,2
28,6
28,5
28,8
29,0
28,9
29,0
28,9
28,9
28,7
28,0
26,9
29,1
12,0
25,0
36,0
28,6

6,0
96,0
160,0
138,0
86,0
38,0
138,0
22,0
12,0

4,0

3,0

3,2

3,0

4,0

3,0

2,5
12,0

6,0

4,0
140,0
60,0
78,0
34,0
190,0
98,0
118,0
98,0
395,0
98,0
78,0
60,0
420,0
390,0
112,0
90,0
180,0
280,0
410,0
43,3
82,5

1,0
812,0
16,8

4,0
72,0
126,0
110,0
128,0
66,0
118,0
16,0
10,0

2,8

2,5

2.9

3,0

3,5

2,0

2,0

8,0

4,0

3,0
80,0
68,0
60,0
12,0
118,0
90,0
110,0
90,0
380,0
95,0
70,0
56,0
350,0
360,0
102,0
86,0
176,0
202,0
360,0
51,7
79,0

1,0
501,0
20,0

12,0
128,0
440,0
268,0
174,0
112,0
166,0

30,0

18,3

8,0

7,0

5,0

4,5

5,0

4,0

3.8

12,6

5,2

3.8
160,0

80,0
104,0
48,0
380,0
120,0
200,0
120,0
800,0
230,0
102,0

78,0
630,0
510,0
330,0
132,0
298.0
400,0
780,0

77,8
142,7

1,0
988,0
21,0
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APENDICE C — TABELA COM VALORES PERCENTUAIS EM PESO DAS AMOSTRAS COLETADAS NO MUNICIPIO DO RIO DE

JANEIRO.

DIRETORIA TECNICA E INDUSTRIAL - DIN 2013
GERENCIA DE PESQUISAS APLICADAS - IGP
PESO TOTAL
COMPONENTES (%) AP1 AP21 AP22 AP3.1 AP32 AP33 AP4 AP51 AP52 AP53 Mp EM Kg POR
COMPONENTE

PAPEL 14,78 1587 13,98 10,56 12,32 9,97 11,59 10,82 8,63 9,21 11,67 2.088,26
PAPELAO 2,92 4,17 4,29 3,62 3,31 3,16 4,21 3,51 3,48 4,12 3,67 655,84
TETRA PACK 1,41 1,52 1,49 1,34 1,47 1,53 1,80 1,39 1,29 1,28 1,49 267,22
TOTAL (PAPEL) 19,11 21,56 19,76 15,51 17,10 1466 17,60 1572 13,40 14,61 16,83 3.011,32
PLASTICO DURO 4,28 4,46 4,18 4,46 3,98 4,13 4,79 3,74 457 4,77 4,36 780,40
PLASTICO FILME 12,95 12,80 14,11 13,20 12,01 13,66 12,74 1260 11,14 11,66 12,73 2.277,01
PET 2,20 2,14 1,59 1,23 1,95 1,72 2,09 1,54 2,10 2,37 1,90 340,28
TOTAL (PLASTICO) 1943 19,40 19,88 1888 17,94 1950 19,62 17,88 17,80 18,79 18,99 3.397,69
VIDRO INCOLOR 1,21 1,92 1,43 0,99 1,07 1,56 1,95 1,47 1,40 2,34 1,56 279,20
VIDRO COLORIDO 2,21 2,85 2,15 1,30 1,62 1,23 3,10 1,08 1,06 0,35 1,83 327,21
TOTAL (VIDRO) 3,42 4,77 3,58 2,29 2,69 2,80 5,05 2,55 2,46 2,69 3,39 606,40
MATERIA ORGANICA PUTRESCIVEL = 48,12 44,27 4866 51,71 50,31 51,59 47,04 53,12 5539 52,22 49,94 8.936,44
AGREGA DO FINO ORGANICO 2,73 2,70 1,91 3,11 2,89 3,71 2,63 2,82 2,74 2,36 2,86 512,27
TOTAL (ORGANICO) 50,84 46,96 50,57 54,82 5320 5530 49,67 5594 58,13 54,58 52,81 9.448,70
METAL FERROSO 1,10 0,78 1,13 0,96 0,95 1,03 1,04 1,08 0,99 1,10 1,01 179,95
METAL NAO FERROSO 0,72 0,77 0,79 0,43 0,53 0,52 0,87 0,52 0,52 0,46 0,63 112,36
TOTAL (METAL) 1,82 1,55 1,92 1,40 1,48 1,55 1,91 1,60 1,51 1,56 1,63 292,31
PEDRA 0,63 0,28 0,88 2,11 0,78 1,04 1,04 0,36 0,85 0,62 0,89 158,97
LOUGA / CERAMICA 0,34 0,49 0,11 0,06 0,05 0,10 0,20 0,39 0,33 0,28 0,22 40,11
TOTAL (INERTE) 0,97 0,77 0,99 2,17 0,83 1,13 1,23 0,75 1,19 0,91 1,11 199,07
FOLHA / FLORES 0,71 1,15 0,30 1,55 3,28 1,05 1,33 0,75 1,27 1,97 1,37 245,32
MADEIRA 0,62 0,49 0,41 0,46 0,45 0,39 0,67 0,58 0,36 0,47 0,50 89,22
BORRACHA 0,25 0,11 0,06 0,19 0,18 0,38 0,27 0,48 0,38 1,16 0,32 57,59
PANO / TRAPO 2,08 1,61 1,35 1,82 1,65 2,18 1,55 3,08 2,29 2,04 1,94 346,99
COURO 0,05 0,09 0,32 0,60 0,27 0,30 0,15 0,40 0,32 0,40 0,27 48,74
0SSO 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,04 0,00 0,01 0,91
COCO 0,47 1,16 0,80 0,08 0,27 0,36 0,58 0,05 0,45 0,49 0,48 85,16
VELA / PARAFINA 0,04 0,05 0,00 0,01 0,05 0,08 0,03 0,00 0,00 0,00 0,03 5,91
ELETRO/ ELETRONICO 0,18 0,34 0,08 0,23 0,61 0,29 0,35 0,23 0,41 0,32 0,32 57,65
TOTAL (OUTROS) 4,40 5,00 3,30 4,93 6,76 5,06 4,92 5,56 5,52 6,86 5,24 937,49
TOTAL GERAL 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
TEOR DE UMIDADE ( %) 36,77 31,87 4565 39,98 41,42 43,49 41,34 47,60 44,21 40,25 41,26
PESO ESPECIFICO (kg/m3) 133,19 133,82 138,39 136,69 131,45 137,32 133,02 136,82 137,08 131,99 134,87 17.892,98
PESO DA AMOSTRA (kg) 1.374,53 1.952,67 929,95 1.607,47 1.766,72 2.998,96 3.128,66 1.379,13 1.677,89 1.077,00 17.892,98
CONTAINERES 43 61 28 49 56 91 98 42 51 34 553

*Valor correspondente ao somatorio de lixo amostrado no Municipio do Rio de Janeiro.
AP - Area de Planejamento

RA - Regido Administrativa

Mp - M édia Aritmética Ponderada
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APENDICE D - VALORES DE pH GERADOS PELA ANALISE DO LIXIVIADO DAS

CELULAS

Data Dias de Célula Célula Célula
Confinamento RSD RSS COD
22/12/2010 15 5.8 7,0 7,4
05/01/2011 30 6,4 6,2 7,5
19/01/2011 45 6,1 5,6 7,0
02/02/2011 60 6.8 7,0 7,3
02/03/2011 75 6,6 6.8 7.3
27/04/2011 90 6.7 6.9 7,2
10/05/2011 150 7,0 7,1 7,5
25/05/2011 165 6,9 6,9 7,6
08/06/2011 180 7,5 6,8 7,2
27/06/2011 195 7,2 7,1 7,3
06/07/2011 210 7,2 6,8 7,1
20/07/2011 225 6,7 6,7 7,0
03/08/2011 240 6,9 6,9 7,2
17/08/2011 255 6.9 6.8 7,0
31/08/2011 270 7,1 7,0 7,3
14/09/2011 285 7,0 6.6 7,3
28/09/2011 300 7,1 6,8 7,1
11/10/2011 315 6,9 6,9 7,1
26/10/2011 330 6,9 7,0 7,3
21/11/2011 345 7,1 7,0 7,5
07/12/2011 360 6,9 6,9 7,3
21/12/2011 375 6,9 6,7 7,1
04/01/2012 390 6,8 6,7 7,2
18/01/2012 405 6.9 6.7 7,3
01/02/2012 420 6,7 6,5 7,1
14/02/2012 435 7,0 6,8 7,2
29/02/2012 450 7,0 6,7 7,3
14/03/2012 465 7,1 6,8 7,4
28/03/2012 480 7,3 6,9 7,5
25/04/2012 495 7,2 7,3 7,7
07/05/2012 510 7,0 6,9 7,4
25/05/2012 525 7,0 6,7 7,3
06/06/2012 540 7,2 6,8 7.4
20/06/2012 555 7,1 7.4 6.7
03/07/2012 570 7,2 6,8 6,7
18/07/2012 585 7,3 6.8 7,2
01/08/2012 600 7,1 6,6 7,3
15/08/2012 615 7,2 6,9 7,2
29/08/2012 630 7,2 6,7 7,3
12/09/2012 645 7,2 6,8 7,3
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26/09/2012
08/10/2012
24/10/2012
07/11/2012
21/11/2012
05/12/2012
19/12/2012
02/01/2013
16/01/2013
30/01/2013
20/02/2013
Média
Dv
Minimo
Maximo
Mediana

660
675
690
705
720
735
750
765
780
795
810

7,2
7,2
7,3
7,7
7,0
7,2
7,0
7,2
6,6
7,0
7,2
7,0
0,3
5.8
7,7
7,0

6,9
6,7
7,0
7,1
6,6
6.4
6,8
6,8
6,3
6,5
6,6
6.8
0,3
5,6
7,4
6.8

7,3
7,5
7,4
7,4
7,1
7,3
7.4
7,1
7,0
7,1
7,0
7,2
0,2
6,7
7,7
7,3
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APENDICE E - CARACTERIZACAO BACTERIOLOGICA DOS LIXIVIADOS DAS CELULAS DE ACORDO COM O TEMPO DE

CONFINAMENTO DOS RESIDUOS

Data Dias de ‘ RSD ‘ RSS ‘ COD

Confinamento Coliformes P. Coliformes P. Coliformes

Totais Ecoli Enterococos aeruginosa Totais Ecoli Enterococos aeruginosa Totais Ecoli Enterococos P. aeruginosa

22/12/10 15 7000 2200 5000 0 2400 2400 170 0 9000 2100 8000 0
05/01/11 30 800000 500000 110000 0 500000 300000 3000 0 30000 23000 3000 0
19/01/11 45 3000 1100 5000 400 13000 1700 3400 2700 17000 17000 7000 200
02/02/11 60 23000 5000 400 0 11000 5000 1100 200 30000 11000 5000 80000
16/02/11 75 0 0 200 800 0 0 400 400 0 0 400 0
02/03/11 90 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16/03/11 105 3000 340 230 0 2800 330 230 0 7000 1700 800 0
30/03/11 120 26000 26000 11000 0 200 200 3000 0 0 0 20 0
14/04/11 135 500 70 300 1700 220 40 0 60 80 20 20 900
27/04/11 150 300000 17000 17000 0 70000 14000 17000 0 350000 220000 16000 0
11/05/11 165 1700 220 2400 2400 16000 1400 800 1100 160000 5000 2400 3300
25/05/11 180 300 300 170 230 11000 700 300 40 17000 40 3000 50000
08/06/11 195 3000 500 300 0 170000 9000 2400 80 23000 1100 17000 2600
29/06/11 210 8000 110 800 20 8000 1700 800 0 0 0 130 0
06/07/11 225 80000 50000 3000 0 50000 30000 2800 330 170000 50000 11000 130
21/07/11 240 500 40 1100 0 1600000 60 300 0 1700 40 170 0
03/08/11 255 2400 1300 800 2800 14000 2200 170 20 5000 5000 900 9000
17/08/11 270 800 800 110 0 90 90 40 0 33000 6000 2400 0
31/08/11 285 300 300 1300 1100 500 70 0 1300 130 130 40 0
15/09/11 300 40 20 300 0 800 40 11000 1100 140000 9 260 70
29/09/11 315 5000 80 170 0 500 40 20 3000 500 300 20 0
11/10/11 330 230 0 40 0 1700 20 40 230 40 0 170 20
26/10/11 345 2400 1300 270 2400 500 500 230 1700 1700 1400 9000 230
10/11/11 360 130 130 16000 130 800 300 230 0 230 230 500 0
22/12/11 375 800 800 300 13000 8000 1700 800 20 300000 300000 5000 1700
05/01/12 390 800 500 17000 28000 70 2 900 35000 240000 28000 130000 50000
18/01/12 405 3000 700 3500 110 9000 300 14000 1400 2400 2200 700 1700
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03/02/12
14/02/12
29/02/12
14/03/12
28/03/12
11/04/12
25/04/12
07/05/12
23/05/12
20/06/12
03/07/12
18/07/12
01/08/12
15/08/12
29/08/12
12/09/12
26/09/12
07/10/12
24/10/12
07/11/12
21/11/12
05/12/12
19/12/13
02/01/13
16/01/13
30/01/13
20/02/13
Média
DV

420
435
450
465
480
495
510
525
540
555
570
585
600
615
630
645
660
675
690
705
720
735
750
765
780
795
810

Média

DV

2200
220
30
80
0
70
300
300
130
500
1700
50000
11000
50000
110000
2800
300000
240000
170
8
50000
23000
140
1400
1700
500
7000

39354,59 27085,15 7531.296
124543,1 84875,75

800
1700
70
40
0
70
300
300
130
500
1700
50000
11000
50000
110000
2800
300000
240000
170
8
50000
23000
1100
1400
1400
300
7000

300
2600
70
130
0
20
40
70
11000
2400
2200
23000
30000
24000
13000
80
1700
30000
800
30000
23000
2300
230
230
11000
1700
130

16737,91

0
0
50
800
20
40
0
0
40
20
40
1300
22000
700
13000
0
8000
17000
14000
22000
240000
80000
5000
0
0
500
13000

9085,185 48064,44 8630,407
34313,55 226923,2 42031,53 7404,181

11000
340
0
40
0
40
130
3000
3000
700
500
80000
20
50
70
0
0
500
170
210
1700
800
0
70
80
2400
80

2800 1100 0 35000 17000 1300
220 20 0 3000 2400 3000
0 20 30 0 0 0
40 40 300 800 80 130
0 0 300 0 0 0
40 0 1700 5000 5000 800
130 0 230 8000 8000 40
3000 90 13000 7000 7000 24000
3000 80 2400 3000 3000 7000
700 300 8000 1300 1300 2200
500 20 130 500 500 1300
80000 80 2400 8000 8000 7000
20 0 130 30000 30000 500
500 300 0 800 500 17000
70 80 130 17000 17000 260
0 0 300 110 110 20
0 70 2400 2 2 0
500 80 13000 0 0 0
110 0 2 110 2 170
210 220 300 7 7 700
1700 50000 240000 1700 1700 50000
300 0 13000 1400 340 300
0 0 110 22000 8000 0
70 0 80 300 80 170
80 500 0 1300 40 3500
220 20 7000 2400 1300 800
40 0 80 800 220 130

2150.926 6550,037 31246,46 14552,78 6356.481

32844,55 75081,68 50104,4 19010,87

5000
7000
3000
1100
5000
170
170
130
3400

28000

80
4851,685
14511,05
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AI?ENDICE F. VALORES DE BACTERIAS HETEROTROFICAS IDENTIFICADOS NAS
CELULAS DE CONFINAMENTO DE ACORDO COM O TEMPO DE CONFINAMENTO

Dias de RSD RSS COD
Confinamento

15 190.000 196.000 400.000
30 2.900.000 6.000.000 4.500.000
45 1.600.000 2.540.000 750.000
60 2.400 235.000 21.000
75 87.000 15.600 8.000
90 87.000 95.000 125.000
105 9.900.000 40.000 88.000
120 310.000 630.000 210.000
135 280.000 1.300 82.000
165 26.000.000  25.000.000 28.500.000
180 54.000 95.000 130.000
210 1.500.000 65.000 320.000
225 1.170.000 142.000 390.000
240 87.000 520.000 27.000
255 9.000 230.000 77.000
270 1.200.000 2.690.000 1.330.000
285 400.000 50.000 60.000
300 20 3.000 30.000
315 40.000 170.000 42.000
330 20.000 1.000 1.000
345 110.000 55.000 380.000
360 35.000 25.000 30.000
375 15.000 240.000 120.000
390 1.420.000 1.330.000 1.200.000
405 90.000 390.000 50.000
420 590.000 210.000 195.000
435 8.000 34.000 15.000
450 5.000 7.000 1.000
465 1.000 1.000 2.000
480 200 30 50
495 2.000 1.000 15.000
510 35.000 10.000 22.000
525 90.000 232.000 30.000
540 411.000 150.000 25.000
555 150.000 80.000 37.000
570 40.000 72.000 75.000
585 10.000 40.000 22.000
600 30.000 30.000 10.000
615 6.500 2.000 3.000
630 500.000 720.000 500.000
645 7.000.000 3.000 650.000
645 55.000 20.000 30.000
Média 1.343.812 1.008.832 964.358
DV 4.323.602 3.936.908 4.413.435
Mediana 87.000 72.000 50.000
Minimo 200 300 100
Miaximo 26.000.000  25.000.000 28.500.000
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APENDICE G — ATIVIDADE INIBITORIA NEGATIVA DO LIXIVIADO DAS CELULAS
CONTRA PATOGENOS.

Célula

RSS

175



APENDICE H - I?IAMETRO DOS HALOS DE INIBICAO E PERFIL DE RESISTENCIA PARA ENTEROBACTERIAS
ISOLADAS NA CELULA RSD.
R — RESISTENTE

Estirpe
Controle
C. diversus
C. freudii
C. freudii
E. coli
coli
coli
coli
coli
coli
coli
coli
coli
coli
coli
coli

coli

coli
E. coli
E.coli
E.coli
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter

Enterobacter

Data

E.coli 25922

30/01/2013
15/08/2012
05/12/2012
02/03/2011
27/04/2011
11/05/2011
03/08/2011
31/08/2011
24/10/2011
23/11/2011
17/03/2012
20/06/2012
04/07/2012
18/07/2012
26/09/2012
07/10/2012
07/11/2012
21/11/2012
30/01/2013
20/02/2013
27/04/2011
06/07/2011
17/08/2011
17/08/2011
28/09/2011

21
19
19
24
20
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23
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AMP AMI
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Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
K. oxytoca

K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae

K. pneumoniae

11/10/2011
26/10/2011
21/12/2011
11/02/2012
25/04/2012
23/05/2012
06/06/2012
20/06/2012
04/07/2012
18/07/2012
15/08/2012
07/10/2012
07/11/2012
21/11/2012
05/12/2012
19/12/2012
04/07/2012
01/02/2011
02/03/2011
13/04/2011
22/06/2011
03/08/2011
28/09/2011
09/11/2011
20/11/2011
23/11/2011
02/03/2012
26/03/2012
04/07/2012
26/09/2012
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K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
P. mirabilis
mirabilis
mirabilis
mirabilis
vulgaris
vulgaris
vulgaris

vulgaris

TV Y v ® YW

vulgaris

v

vulgaris
P.vulgaris
Providencia sp
Providencia sp
Salmonella sp

Controle

26/09/2012
07/10/2012
07/10/2012
24/10/2012
07/11/2012
21/11/2012
05/12/2012
30/01/2013
06/07/2011
17/08/2011
21/11/2012
29/08/2012
31/08/2011
03/10/2011
09/11/2011

25/04/2012
26/09/2012
07/11/2012
27/04/2011
02/01/2013
24/10/2012
21/07/2012

E.coli 25922

13
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12
21
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AMP- Ampicilina; AMI — Amicacina; AMC — Amoxicilina+éacido clavulanico; GEN — Gentamicina; SUT — Sulfametoxazol-trimetoprim; CAZ — Ceftazidima; CPM — Cefepime; CFO — Cefoxitina;
CFZ - Cefazolina; CTX — Cefotaxima; CIP — Cipfrofloxacina; IMP — Imipenem; MER — Meropenem

178



APENDICE I — DIAMETRO DOS HALOS DE INIBICAO E PERFIL DE RESISTENCIA PARA ENTEROBACTERIAS
ISOLADAS NA CELULA RSS.
R — RESISTENTE S- SENSIVEL

Estirpe Data AMP AMI AMC ATM GEN SUT CAZ CPM CFO CFzZ CTX CIP IMP MER

Controle E.coli 25922 21§ 22 S 23 S 32 S 22 S 28 S 23 S 30 S 3 S 29 S 30 S 34 S 26 S 30 S
E. coli 05/01/2011 2 S 19 S 20 S 3 S 19 S 22 S 25 S 29 S 25 S 21 S 29 S 32 S 21 S 27 S
E. coli 18/01/2011 2 S 19 S 20 S 29 S 17 S 24 S 24 S 30 S 25 S 21 S 30 S 30 S 21 S 27 S
E. coli 16/02/2011 20 S 19 S 20 S 30 S 20 S 25 S 26 S 28 s 25 S 21 S 3 S 30 S 21 S 27 S
E. coli 02/03/2011 2. S 19 § 20 S 29 S 21 S 23 S 27 S 27 S 25 S 21 S 29 S 28 S 21 S 27 S
E. coli 11/05/2011 20 S 19 S 20 S 30 S 19 S 21 S 2 S 28 S 25 S 21 S 28 S 29 S 21 S 27 S
E. coli 25/05/2011 20 S 19 S 20 S 28 S 18 S 26 S 28 S 25 S 25 S 21 S 30 S 30 S 21 S 27 S
E. coli 08/06/2011 20 S 19 S 20 S 28 S 20 S 22 S 2 S 25 S 25 S 21 S 29 S 31 S 21 S 27 S
E. coli 24/11/2011 20 S 19 S 20 S 30 S 19 S 22 S 26 S 28 S 25 S 21§ 29 S 30 S 21 S 27 S
E. coli 30/01/2013 20 S 18 S 21 S 26 S 17 S 25 S 22 S 27 S 23 S 20 S 25 I 28 S 25 S 25 S
E.coli 27/04/2011 20 S 21 S 21 S 30 S 20 S 28 S 26 S 32 S 3 S 23 S 32 S 3 S 26 S 29 S
E.coli 18/01/2012 21 S 20 S 21 S 30 S 20 S O R 25 S 30 S 25 S 23 S 30 S 29 S 25 S 28 S
E.coli 14/03/2012 9 s 17 § 19 S 27 S 19 S 28 S 23 S 29 S 25 S 21§ 30 S 3 S 23 S 28 S
E.coli 26/04/2012 21 S 21 S 21 S 28 S 21 S 28 S 2 S 32 S 27 S 23 S 31 S 3 S 25 S 30 S
E.coli 20/06/2012 1 S 22 S 18 S 30 S 24 S 30 S 30 S 34 S 3 S 12 R 32 S 35 S 26 S 32 S
E.coli 04/07/2012 21 S 21 S 21 S 32 S 19 S 3 S 31 S 30 S 21 S 20 I 30 S 40 S 29 S 30 S
E.coli 18/07/2012 20 S 18 S 20 S 28 S 20 S 28 S 20 I 31 S 29 S 23§ 30 S 30 S 28 S 31 S
E.coli 26/09/2012 9 S 19 s 19 S 30 S 21 S 21 S 26 S 30 S 3 S 22 S 30 S 28 S 25 S 28 S
E.coli 26/09/2012 21 S 21 S 21 S 3 S 21 S 30 S 29 S 32 S 3 S 23 S 32 S 30 S 29 S 2 S
E.coli 07/10/2012 23S 19 S 21 S 3 S 20 S 23 S 2 S 30 S 3 S 21 S 30 S 26 S 27 S 28 S
E.coli 07/10/2012 6 1 23 S 21 S 37 S 20 S 0 R 30 S 35 S 25 S 3 S 0O R 34 S 20 I 29 S
E.coli 07/11/2012 20 S 24 S 21 S 32 S 21 S 26 S 29 S 31 S 28 S 22 S 31 S 28 S 26 S 30 S
E.coli 21/11/2012 2 S 20 S 23 S 30 S 23 S 16 S 27 S 29 S 23 S 22 S 20 I 26 S 25 S 29 S
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Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter

K. oxytoca
K.
pneumoniae
K.
pneumoniae
K.
pneumoniae
K.
pneumoniae
K.
pneumoniae
K.
pneumoniae
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pneumoniae
K.
pneumoniae
K.
pneumoniae
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pneumoniae
K.
pneumoniae
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pneumoniae
K.
pneumoniae
K.
pneumoniae
K.
pneumoniae

04/07/2012
11/05/2011
06/07/2011
28/09/2011
26/10/2011
24/11/2011
21/12/2011
04/07/2012
05/12/2012
19/12/2012
16/01/2013

16/02/2011

03/08/2011

17/08/2011

31/08/2011

26/10/2011

18/01/2012

14/03/2012

20/06/2012
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K.
pneumoniae

P vulgaris

P. mirabilis
P. mirabilis
P. mirabilis
P. mirabilis

P. vulgaris
S.

marcescens
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AMP- Ampicilina; AMI — Amicacina; AMC — Amoxicilina+acido clavulanico; GEN — Gentamicina; SUT — Sulfametoxazol-trimetoprim; CAZ — Ceftazidima; CPM — Cefepime; CFO —
Cefoxitina; CFZ — Cefazolina; CTX — Cefotaxima; CIP — Cipfrofloxacina; IMP — Imipenem; MER — Meropenem
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Estirpe
Controle

C. diversus
C. diversus
C. freundii
C. freundii
C. freundii
E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. tarda
E.coli

E.coli

E.coli

E.coli

E.coli

E.coli

E.coli

E.coli

E.coli
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter

Enterobacter

APENDICE J - DIAMETRO DOS HALOS DE INIBICAO E PERFIL
ENTEROBACTERIAS ISOLADAS NA CELULA COD.

R — RESISTENTE

Data
E.coli 25922
05/12/2012
30/01/2013

18/07/2012

26/09/2012
07/10/2012
05/01/2011
02/03/2011
30/01/2013
20/02/2013
07/10/2012
01/02/2011
02/03/2011
11/05/2011
21/07/2011
26/10/2011
20/06/2012
26/09/2012
05/12/2012
16/01/2013
27/04/2011
11/05/2011
06/07/2011
10/11/2011
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0
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0
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32
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S
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S
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26
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25
25
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24
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29
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25
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28
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9
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30

30

29
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33
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27
27
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27
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26
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15
25
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26
25
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17
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27
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26
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0
12
9
0
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CFZ
29
10
23

0
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0
24
25
0
20
0
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2
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0
0
0
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DE RESISTENCIA PARA

CTX CIP IMP MER
30 S 34 S 26 S 30

R 8 R 26 S 30 S 24 S
S 30 S 33 S 26 S 29

R 29 S 29 S 21 1 3 R
R 30 S 3 S 21 I 25 S
R 31 S 32 S 20 I 29 S
S 34 S 30 S 26 S 30 S
S 31 S 30 S 27 S 30 S
R 30 S 31 S 20 I 26 S
I 26 S 26 S 25 S 25 S
R 27 S 32 S 17 R 28 S
I 30 S 25 S 30 S 27 S
S 30 S 26 S 28 S 32 S
S 26 S 25 S 24 S 27 S
S 31 S 30 S 27 S 30 S
R 31 S 29 S 23 S 28 S
S 26 S 32 S 25 S 30 S
S 26 S 27 S 25 S 28 S
I 27 S 25 S 24 S 28 S
R 25 S 27 S 26 S 29 S
R 27 S 26 S 17 R 30 S
R 26 S 25 S 15 R 28 S
R 23 S 25 S 17 R 26 S
R 30 S 30 S 21 I 29 S
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Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
K. oxytoca

K. oxytoca

K. oxytoca
K.
pneumoniae
K.
pneumoniae
K.
pneumoniae
K.
pneumoniae
K.
pneumoniae
K.
pneumoniae
K.
pneumoniae
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pneumoniae
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K.
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05/12/2012
20/02/2013
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K.
pneumoniae
K.
pneumoniae

P. mirabilis
P. mirabilis
P. mirabilis
P. vulgaris
P. vulgaris
P.mirabilis
Providencia
sp
Salmonella
sp

Controle

16/01/2013

30/01/2013

04/07/2012
16/01/2013
16/01/2013
04/07/2012
18/07/2012

08/06/2011

24/10/2012

04/07/2012
E.coli 25922
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S

S
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AMP- Ampicilina; AMI — Amicacina; AMC — Amoxicilina+dcido clavulanico; GEN — Gentamicina; SUT — Sulfametoxazol-trimetoprim; CAZ — Ceftazidima; CPM — Cefepime; CFO —

Cefoxitina; CFZ — Cefazolina; CTX — Cefotaxima; CIP — Cipfrofloxacina; IMP — Imipenem; MER — Meropenem
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APENPICE K — DIAMETROS DOS HALOS DE INIBICAO E PERFIL DE RESISTENCIA DOS ENTEROCOCOS DO LIXIVIADO
DA CELULA RSD. )
R —RESISTENTE S - SENSIVEL

AMP
22/12/10

05/01/11
19/01/11

02/02/11
16/02/11

02/03/11

30/03/11
14/04/11

11/05/11

25/05/11
08/06/11

29/06/11
21/07/11
03/08/11
17/08/11
29/09/11

22
21

19

S
S

27 S

27

10
20

23

22
27

22
27
27
26
27

L »n

v n v n

(120MG)
31 S

32 S

35

39
33

35

39
35

35

40
35

38
35
35
37
35

(300MG)

28 S
28 S

28

26
28

27

24
28

23

28
27

28
26
28
29
28

wn

»nn \»n

29 S
30 S

30

44
30

28

29
30

27

26
30

27
30
29

31

24 S
23 S

24

21
22

23

21
24

26

24
27

24
23
24
22
24

wn

»n »n

20 S
22 S

21

21
22

17

19
20

21

23
23

23
20
23
19
23
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11/10/11
10/11/11
05/01/12
03/02/12
14/03/12
11/04/12
07/05/12
20/06/12
18/07/12
01/08/12
12/09/12
24/10/12
07/11/12
05/12/12
30/01/13
20/02/13

25
27

9
27
21
27
18
27
19
27
23
22
23
21
19
27

nNurnunurnunoanonnoun nin  nn nnx>xun n

35
37
35
35
33
35
35
34
35
38
35
40
39
38
36
35

N LNV »rnuounvLouanwwnowmowmw 1Lnn

21
24
23
28
25
26
28
26
27
24
29
28
21
28
24
28

NN unnun nuwm N Ny nnnn \n »n

S

32
35
30
33
30
32
30
30
32
36
30
35
37
30
38
30

L »nurnrnuounrnoanunnow“nomon L1 nn v

S

21
24
20
22
23
24
24
25
24
27
21
21
20
24
22
19

NN ununun nuwmm nNwvy N 1o iynn

S

18
23
17
20
22
20
23
21
22
17
23
18
23
20
21
19

L Lnurnrnuounrnuownvwonanunvnowm nnnn NN

S

AMP — Ampicilina; GEN 120 — Gentamicina 120ug; ESTR 300 — Estreptomicina 300ug; CIP — Ciprofloxacina; TEC — Teicoplamina; VAN — Vancomicina
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APENDICE L — DIAMETROS DOS HALOS DE INIBICAO E PERFIL DE RESISTENCIA DOS ENTEROCOCOS DO LIXIVIADO DA

CELULA RSS.

R - RESISTENTE S — SENSIVEL
AMP

22/12/10
05/01/11

02/02/11
16/03/11

14/04/11
27/04/11

25/05/11
08/06/11
17/08/11
31/08/11
15/09/11
29/09/11
11/10/11
25/04/12
20/06/12
18/07/12
15/08/12
29/08/12
12/09/12
26/09/12
07/10/12
24/10/12

18
20

23
27

21
19

19
21
10
27
27
18
23
25
22
22
26
22
25
26
21
21

S
S

92!

N L. L1 1 \»»V L1 L1 \»»L L1 \L1 L1 L1 L I Y

GEN (120MG)

34
35

36
35

34
38

40
37
40
38
34
36
38
37
33
37
37
33
32
32
33
34

92!

N . L1 1 Y1V L1 L1 \»»V L1 L1 L1 L1 L L L »

ESTR (300MG)

24
27

28
27

25
26

28
26
28
29
21
24
28
23
28
29
24
23
25
23
28
24

w2

» 1. L2 1 YV L1 L1 \»»L L1 L1 L L1 L L L »

CIP

36
30

30
32

30
32

35
32
26
30
32
36
29
27
31

35
30
30
30
30
30

95}

v L V. Y1 V. \»1 »1 »1 »

v N »n 1 Y1 »n

TEC

27
27

24
24

25
24

21
24
24
21
21
27
24
26
24
22
24
23
24
20
22
25

w2

»nn »2 1. L1 »». . »1 \»1 Y1 Y

»nn \n».\vu 1 \»» Y

VAN

17
23

23
22

21
20

18
22
23
23
18
17
23
21
23
19
23
20
20
17
22
21

95}

v L V. \2 ¥V . \»1 »1 »1 »n»

v N \»n 1 v1» »n
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07/11/12
21/11/12
05/12/12
19/12/13
02/01/13
30/01/13

24
19
25

0
23
22

©w ™ v v v

S

33
35
30
39
38
39

»n \nn »» . »1 Y

S

25
27
28
24
28
26

»n \nn »» . »1 Y

S

30
28
33
29
27
44

»nn vn nn vn »

23
23
22
21
24
21

»n \nn »» . »1 Y

S

22
17
20
19
23
21

»nn »vn n vn »n

S

AMP — Ampicilina; GEN 120 — Gentamicina 120ug; ESTR 300 — Estreptomicina 300ug; CIP — Ciprofloxacina; TEC — Teicoplamina; VAN — Vancomicina
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APENDICE M — DIAMETROS DOS HALOS DE INIBICAO E PERFIL DE RESISTENCIA DOS ENTEROCOCOS DO LIXIVIADO DA

CELULA COD.

R - RESISTENTE S — SENSIVEL
AMP

16/02/11

02/03/11

16/03/11
30/03/11

14/04/11

27/04/11

11/05/11
08/06/11
29/06/11
06/07/11
21/07/11
03/08/11
31/08/11
15/09/11
11/10/11
26/10/11
10/11/11
05/01/12
14/02/12

27

22

19
19

27

27

11
27
22
25
10

0
27
23
21
26
27
20
22

S

LU UL unnn-d"gnnnd™

GEN (120MG)

37

40

36
35

35

35

35
34
37
35
39
39
35
35
38
37
33
35
31

S

N nuvm 1 \u\n\n »».\»n \»» X

ESTR (300MG)

24

28

24
27

27

28

28
26
28
21
24
26
28
29
28
29
26
28
28

S

95} »nn »nn \2 \nn» Y

wnn

9]

CIP

35

35

38
32

30

30

30
30
27
32
29
44
30
30
30
31
30
30
29

S

S

v »nnnn \nn.n

N v nnn \nn

TEC

24

21

22
24

27

19

24
25
24
21
21
21
24
21
24
22
22
24
24

S

S

VN VNN nn Vnunn Y ot 1 \Yo \»» \»n»

VAN

23

18

21
22

23

19

23
21
19
18
18
21
20
23
20
19
22
20
20

» v »v L v v Ly v rn v o®n
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14/03/12
28/03/12
25/04/12
23/05/12
03/07/12
18/07/12
15/08/12
29/08/12
12/09/12
07/10/12
07/11/12
21/11/12
05/12/12
19/12/13
02/01/13
16/01/13
20/02/13

27
27
23
18
22
27
27

9
27
27

0
19
21
27
26
22
27

35
34
39
35
40
35
35
35
36
35
32
34
37
38
34
32
35

N N VNNV N nL NN YN NN N1 N2\ Y»n

27
28
21
21
28
25
28
23
28
30
23
28
25
24
26
28
28

VN VNN v v Y1 V1 »1Ln »1\nn »n

S

28
30
37
30
26
30
31
30
30
30
27
30
30
36
30
30
29

NN »nNnnvn N Vv Vv Vv v n

S

23
24
20
24
21
24
24
20
24
22
26
24
23
27
23
23
24

VN VN v nNnuvt ¥z \n 1\t Vot »» \vn »n»

S

18
23
23
23
21
23
23
17
23
23
21
21
22
17
20
22
23

»v v o »vn v v v v v v v wrv v wn v owvn wn

S

AMP — Ampicilina; GEN 120 — Gentamicina 120ug; ESTR 300 — Estreptomicina 300ug; CIP — Ciprofloxacina; TEC — Teicoplamina; VAN — Vancomicina
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APENDICE N. RESULTADO DO TESTE DE FISHER — PROBABILIDADE DAS DIFERENCAS DOS TIPOS DE CELULAS POR

ESTIRPES BACTERIANAS SEGUNDO O PADRAO DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

Antimicrobianos
Estirpes Células

AMP AMI AMC ATM GEN SUT CAZ CPM CFO CFzZ CTX CIP IMP MER

RSD-RSS 100 100 18,4 100 100 49,5 100 100 100 100 243 100 100 100

E. coli RSD-COD 8,1 100 63,6 100 100 100 100 100 19,6 44 100 100 19,6 100
RSD-COD 27,7 100 51 100 100 50,1 100 100 14,4 1,4 26,7 100 54,7 100

RSD-RSS 0,9 100 10,6 100 100 100 100 100 53,3 27,7 9,7 100 0 32,3
Enterobacter sp RSD-COD 71 100 719 100 100 36,4 0,5 100 44 63 100 100 0,1 36,4
RSS-COD 59,4 100 32,3 100 100 100 74 100 1,5 100 19,5 100 323 100

RSD-RSS 142 100 74,8 20,6 100 100 1,1 100 24 16,8 0,2 100 73 57

K. pneumoniae
RSD-COD 15,2 100 76,7 18,7 100 233 4,5 100 100 53,1 0,1 100 20,4 59,8
e K oxytoca

RSS-COD 100 100 100 100 100 8.8 100 100 8,2 46,2 100 100 50,8 100

RSD-RSS 16,2 100 58,4 51,5 100 100 51,5 51,5 60 2,8 23,7 100 10,2 100

P. mirabilis € o cop 162 100 51,5 515 100 353 51,5 515 100 100 23,7 100 100 100

P. vulgaris

RSS-COD 100 100 45,5 100 100 100 100 100 54,5 24,2 100 100 18,2 100

RSD-RSS 28,6 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Outros RSD-COD 55,9 100 55,9 100 100 100 100 100 26,6 100 100 100 100 100
RSS-COD 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
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APENDICE O — MEIOS DE CULTURA

CALDO TETRATIONATO DE KAUFFMAN: E usado como meio de enriquecimento

seletivo para isolar Salmonella de fezes, urina e outros materiais de interesses sanitarios.

Formula:

Mistura de peptona
Sais biliares
Carbonato de célcio
Tiossulfato de sédio

H,O

50¢g
10g
10,0 g
300 g

1000mL

Preparacdo: Dissolver 46g de pé em um litro de 4gua destilada. Aquecer até fervura e

distribuir. Adicionar 20mL de solu¢éo iodo-iodetada para cada litro de meio no momento do

uso.

CALDO MANITOL-SALGADO: E usado como meio de enriquecimento seletivo para

Staphylococcus.

Formula:

Triptona

Extrato de levedura
Lactose

Manitol

K;HPO,4

NaCl

NaN;

H,O

10,0g
2,5¢
2,0g
10,0g
5,0g
75,0g
0,049¢

1000mL

Preparacdo: Dissolver todos os componentes em um litro de d4gua destilada. Aquecer até

fervura e ajustar o Ph para 7,0 +- 0,2. Esterilizar em autoclave a 121°C por 10 minutos.
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AGAR Salmonella-Shigella (SS): Meio de cultura para isolamento e identificacdo de bacilos

entéricos, em especial Salmonella e Shigella de fezes, alimentos e outros espécimes clinicos.

Férmula:
Extrato de carne
Peptona de carne
Lactose
Sais biliares
Citrato de sodio
Tiossulfato de sédio
Citrato férrico
Verde brilhante
Vermelho neutro
Agar bacteriolégico

H,0O

5,0g
5,0g
10,0g
8,5¢g

8,5¢g

0,00033¢g
0,025g
15,0g

1000mL

Preparacdo: Suspender 61,5g em 1000mL de dgua destilada. Misturar até que uma suspensao

uniforme seja obtida. Aquecer com 193requente agitacdo até diluicdo completa. Nao

esterilizar em autoclave. Ajustar o Ph a 25°C para 7,0 +- 0,2. Verter para placas de Petri

esterilizadas.
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AGAR EOSINA-AZUL DE METILENO: E utilizado com base para detec¢io de coliformes e

outros bacilos entéricos.

Formula:

Peptona de carne
Lactose

Fosfato dipotassico
Eosina Y

Azul de metiloleno
Sacarose
Agar-dgar

H,O

10,0g

Preparacdo: Suspender 37,5g em um litro de dgua destilada. Misturar até que uma suspensio

uniforme seja obtida. Aquecer em constante agitagc@o até a dissolu¢cdo completa. Esterilizar em

autoclave a 121°C por 15 minutos. Verter para placas de Petri esterelizada.

AGAR SALGADO MANITOL-OVO: E utilizado para isolamento de Staphylococcus aureus.

Formula:

Extrato de carne

Peptona bacterioldgica

NaCl

d-manitol

Agar

Vermelho de fenol

Gema de ovo (caipira)

H,O

1,0g
10,0g
75,0g
10,0g
15,0g
0,025¢
20,0g

1000mL

Preparacdo: Dissolver todos os componentes em um litro de d4gua destilada. Aquecer até

fervura. Ajustar o pH para 7,4 +- 0,2. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 10 minutos.
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REATIVO PARA INDOL (KOVACS): E utilizado para reacio de indol.

Férmula:
p-Dimetilaminobenzaldeido 1,0g
Acido ortofosférico 20,0mL
Alcool etilico absoluto 50,0mL
Agua destilada q.s.p 100,0mL

Preparo: Pesar o p-Dimetilaminobenzaldeido, colocar em um baldao volumétrico e
homogeneizar. Adicionar o 4cido ortofosférico a SOmL de 4gua destilada e juntar ao p-
Dimetilaminobenzaldeido dissolvido em dlcool. Completar o volume com &dgua destilada.
Homogeneizar e armazenar em vidro com tampa esmerilhada ou de rosca, sob-refrigeracio (2

a 8°C) durante o periodo maximo de quatro semanas.

AGAR SIM: Verifica¢io de motilidade, indol e produgdo de H,S

Férmula:
Peptona de caseina 20,0g
Peptona de carne 6,6g
Citrato férrico amuniacal 0.2g
Tiossulfato de sédio 0,2¢g
Agar-dgar 3,0g
H,O 1000 Ml

Preparo: Suspender 30 gramas em 1000 ml de 4gua destilada. Misturar até que uma suspensao
uniforme seja obtida. Aquecer com 195requente agitagcdo até dissolugdo completa. Distribuir
em tubos e esterilizar em autoclave por 15 minutos a 121°. Ajustar o Ph para 7,3 +-0,1 a

37°C.
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AGAR LISINA: Verificagdo da descarboxilagdo de L-lisina

Férmula:

Peptona de carne 5,0g
Extrato de levedura 3,0g
D-glicose 1,0g
L-lisina 10,0g
Tiossulfato de sodio 0,04g
Citrato férrico amuniacal 0,5¢g
Agar-dgar 12,5¢g
Puarpura de Bromocresol 0,02¢g
H,O 1000mL

Preparo: Suspender 32 gramas em 1000 mL de 4gua destilada. Misturar até que uma
suspensdo uniforme seja obtida. Aquecer com 196requente agitacdo até dissolugdo completa.
Distribuir em tubos e esterilizar em autoclave por 15 minutos a 121°. Ajustar o pH para 6,7 +-
0,1a37°C.

AGAR FENILALANINA: Verificacio da desaminacio da fenilanina

Férmula:
L-fenilalanina 2,0g
Extrato de levedura 3,0g
Cloreto de s6dio 5,0g
Fosfato de dissddico 1,0g
Agar bacteriolégico 15,0g
H,O 1000mL

Preparo: Suspender 26 gramas em 1000 ml de 4gua destilada. Misturar até que uma suspensao

uniforme seja obtida. Aquecer com 196requente agitagdo até dissolugdo completa. Distribuir
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em tubos e esterilizar em autoclave por 15 minutos a 121°. Ajustar o pH para 7,3 +- 0,2 a

25°C.

AGAR CITRATO: Verificagdo da utiliza¢io do citrato como tinica forma de carbono

Férmula:

Sulfato de magnésio 0,2g
Fosfato monoaménico 1,0g
Fosfato dipotassico 1,0g
Citrato de sddio 2,0g
Cloreto de sé6dio 5,0g
Azul de bromotimol 0,08g
Agar bacteriolégico 15,0g
H,O 1000mL

Preparo: Suspender 24,3 gramas em 1000 ml de dgua destilada. Misturar até que uma
suspensdo uniforme seja obtida. Aquecer com 197requente agitagdo até dissolucdo completa.
Distribuir em tubos e esterilizar em autoclave por 15 minutos a 121°. Ajustar o Ph para 6,8 +-

0,2 a 25°C.
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AGAR TRES ACUCARES E FERRO: Verificac¢io da fermentacio dos agticares com

producdo de géis

Formula:

Extrato de carne
Extrato de levedura
Peptona

Proteose peptona
Cloreto de sédio
Lactose

Sacarose

Dextrose

Sulfato ferroso
Tiossulfato de sédio
Vermelho de fenol
Agar bacteriolégico

H,O

3,0g
3,0g

15,0g

0,024¢g
15,0g

1000 mL

Preparo: Suspender 67,5 gramas em 1000 ml de dgua destilada. Misturar até que uma

suspensdo uniforme seja obtida. Aquecer com 198requente agitacio até dissolu¢cdo completa.

Distribuir em tubos e esterilizar em autoclave por 15 minutos a 121°. Ajustar o pH para 7,4 +-

0,2 a 25°C.
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CALDO LAURIL TRIPTOSE (SULFATO): Meio de cultura seletivo para isolamento e

enriquecimento de coliformes.

Férmula:
Triptose 20,0g
Lactose 5,0g
Fosfato dipotassio 2,75¢g
Fosfato monopotéssio 2,75¢g
Cloreto de sé6dio 5,0g
Lauril sulfato de sddio 0,1g
H,0O 1000mL
PH a 25°C 6,8 +/- 0,2

Preparo: Suspender 35,6 gramas em 1000 ml de dgua destilada. Misturar até que uma
suspensdo uniforme seja obtida. Aquecer com 199requente agitagdo até dissolucdo completa.
Distribuir em tubos e esterilizar em autoclave por 15 minutos a 121°. Ajustar o Ph para 7,4 +-

0,2 a25°C.

CALDO DEXTROSE AZIDA: Meio de cultura para detec¢do presuntiva de Enterococos.

Férmula:
Extrato de carne 4,5¢
Peptona de caseina 15,0g
Glicose 7,5g
Cloreto de s6dio 7,5g
Azida sédica 0,2g
H,O 1000mL
PH a 25°C 7,2 +/- 0,2
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Preparo: Suspender 34,7 gramas em 1000mL de 4dgua destilada. Misturar at¢é que uma
suspensdo uniforme seja obtida. Aquecer com agitacdo até dissolugdo completa. Distribuir em

tubos e esterilizar em autoclave por 15 minutos a 121°. Ajustar o pH para 7,4 +- 0,2 a 25°C.

CALDO CHROMOCULT: Meio cromogénico para confirmacio da presenca de Enterococus

sp.
Férmula:
Proteose peptona 8,6
Cloreto de sé6dio 6,4
5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D- 0,04

glicopiranosidio (X-GLU)

Azida sédica 0,6
Tween 80 2,2

H,O 1000mL
PH a 25°C 7,5+/- 0,2

Preparo: Suspender 18 g (concentrag@o simples) ou 36 g (dupla-concentragdo) em 1 litro de

dgua desmineralizada, dispensar em frascos adequados e autoclavar (15 min a 121 °C).
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CALDO LMX: Meio diferencial para confirmagéo da presenca de E. coli.

Férmula:
Triptose 5,0g
Cloreto de sédio 5,0g
Sorbitol 1,0g
Triptofano 1,0g
Fosfato de hidrogénio di-potéssio 2,7¢g
Lauril-sulfato 0,1g
5-bromo-4-cloro-3-indol-B-D-galactopiranosideo (X-GAL) 0,08g
4-metilumbeliferil-3-D-glucoronido (MUG) 0,05¢g
1-isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosido 0,1g
H,O 1000mL

Preparo: Suspender 17 gramas em 1000 ml de 4gua destilada. Misturar até que uma suspensao
uniforme seja obtida. Aquecer com 201requente agitagdo até dissolugdo completa. Distribuir
em tubos e esterilizar em autoclave por 15 minutos a 121°. Ajustar o pH para 7,4 +- 0,2 a

25°C.
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APENDICE P - SOLUCOES E TAMPOES

AGUA DE DILUICAO: E utilizada para diluicio das amostras.

Solugéo-estoque A 1,25mL
Solugéo-estoque B 5,00mL
Agua destilada 1000,00mL

Preparar uma solugdo-estoque A com a seguinte composi¢ao:
Fosfato de potassio monobdasico (KH,PO4)  34,0g

Agua destilada q.s.p 1000,00mL

Preparar uma solugdo-estoque B com a seguinte composicao:
Cloreto de Magnésio (Mg Cl, 6H,0)  8,11g

Agua destilada 100ml

Misturar as solugdes A e B e distribuir 90ml em frascos com tampa.

TAMPAO TBE 1X

Trisma base (Hidroximetil amino metano) 89 mM
EDTA (etileno diamino tetra acetado) 2,5 mM
H3BO3 (Acido bérico) 89 mM
TAMPAO TAE 50X

Trisma base 2M
Acido acético glacial 1M
EDTA 50 mM

- As solugdes foram autoclavadas por 20 minutos a 1210C e 1 atm, e estocadas a temperatura

ambiente.
CORANTE PARA ELETROFORESE DE DNA
Glicerol 50% (v/v)

EDTA pH 7.5 20mM
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Azul de Bromofenol 0,05% (p/v)
Xileno Cianol 0,05% (p/v)

CORANTE “DCODE” PARA VISUALIZACAO DO GRADIENTE

Azul de Bromofenol 0,05¢g
Xileno Cianol 0,05¢g
Solucdo TAE 1X 10 mL

SOLUCAO DE ACRILAMIDA 40%

Acrilamida 38,93¢g
Bis-acrilamida 1,07g
Agua bisdestilada q.s.p 100mL

SOLUCAO 0% DESNATURANTE (GEL 6% DE ACRILAMIDA)

Solugéo de acrilamida 40% 15 mL
Tampdo TAE 50X 2 mL
Agua bidestilada q.s.p 100 mL

SOLUCAO 70% DESNATURANTE (GEL 6% DE ACRILAMIDA)

Solugéo de acrilamida 40% 15 mL
Tampdo TAE 50X 2 mL

Formamida deionizada 28 mL
Uréia 294 ¢
Agua bisdestilada q.s.p 100 ml

- as solucdes contendo acrilamida foram filtradas em membrana Whatman 0,45 um e estocadas

a 40C envoltas em papel laminado ou frasco ambar.
FORMAMIDA DEIONIZADA

Resina AG 501-X8 (BioRad Laboratories, 5¢g
UK)

Formamida 100 mL
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ANEXO A- AREAS DE PLANEJAMENTO DA CIDADE DO RIO DE JANEIRO, SEGUNDO O INSTITUTO PEREIRA PASSOS (IPP).

PREFEITURA DA CIDADE DO RIO DE JANEIRO
Instituto Pereira Passos - IPP
Diretoria de Informagoes da Cidade- DIC .

Geréncia de Cartografia - 5
PEREIRA PASSOS 2012 e *
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