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RESUMO

O presente trabalho abrange a discussdo sobre as caracteristicas microbioldgicas de
esgotos hospitalares, bem como os impactos do langcamento destes efluentes sem um pré-
tratamento adequado em corpos receptores, cujos riscos associados incluem a disseminacio de
microrganismos patogénicos no ambiente. Desta forma, estudou-se a eficiéncia de um sistema
de tratamento de esgoto hospitalar localizado na cidade do Rio de Janeiro, para verificar se o
mesmo era capaz de eliminar coliformes totais e fecais, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae resistentes a antibidticos e virus da hepatite A. O sistema experimental se constitui
de uma unidade de reator UASB seguido de pds-tratamento por trés filtros anaerébios dispostos
em série, conferindo-lhe uma caracteristica particular. Também teve como meta a verificagdo da
adequacdo de uma técnica para detectar virus da hepatite A em amostras de esgoto e lodo de
esgoto. Concluiu-se que o sistema de tratamento estudado ndo foi capaz de eliminar os
coliformes totais e fecais, Pseudomonas aeruginosa e bactérias resistentes do efluente tratado.
Entretanto, nenhum virus da hepatite A foi detectado no efluente final tratado, indicando que
este sistema pode ser eficiente na remocao de virus patogénicos. Também foi possivel concluir
que no efluente hospitalar hd uma frequéncia alta de bactérias resistentes a antibioticos: 44,18%
das Klebsiella pneumoniae detectadas foram resistentes contra a gentamicina, 27,9% foram
resistentes contra ceftriaxona e cefoxitina, 46,51% foram produtoras de B — lactamases de
espectro estendido (ESBLs) e 32,5% foram multirresistentes aos antibidticos utilizados. Os
antibidticos mais efetivos, que apresentaram 93,03% de susceptibilidade bacteriana foram:
cefepime, cloranfenicol e ciprofloxacin. Estes resultados confirmam a emergéncia do problema
da alta prevaléncia de bactérias resistentes a antibidticos nos hospitais, bem como em amostras

ambientais.

Palavras - chave: Esgoto hospitalar, lodo de esgoto, bactérias resistentes a antibidticos, virus da

hepatite A, métodos de detec¢do, sistema de tratamento de esgoto.
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ABSTRACT

The present work is concerned about discussion on the microbiological characteristics of
the hospitals wastewater, as well as the impacts of the effluents discharging without a suitable
pre-treatment in the receptors bodies, whose associated risks include the dissemination of
environmental pathogens microorganisms. Thus, we have studied the efficiency of the hospitals
wastewater treatment system in Rio de Janeiro city to verify if it could eliminate the coliforms,
Pseudomonas aeruginosa, antibiotics resistant Klebsiella pneumoniae and hepatitis A virus
(HAV). The experimental system is composed of the UASB reactor unity followed of the three
anaerobic filters disposed in series, providing particular characteristics to the assembly. Also,
other aiming of the work was the verification of the method to detect HAV in sludge and sewage
samples. We have concluded that the treatment system couldn’t eliminate the coliforms,
Pseudomonas aeruginosa and resistants bacterial of the final effluent. However, none hepatitis
A virus was detect at that point, indicating that the present system may be efficient on these
pathogens viruses removal. Also was possible to conclude that in hospitalar effluents there is a
high quantity of the antibiotics resistant bacterial: 44,18% Klebsiella pneumoniae detect were
resistants against the gentamicina, 27,9% were resistants against ceftriaxona and cefoxitina,
46,51% were producers of extended espectre B — lactamases (ESBLs) and 32,5% were
antibiotics multirresistants utilized. The most effectives antibiotics, that presented 93,03% of
bacterial susceptibility were: cefepime, cloranfenicol and ciprofloxacin. These results confirmed
risky and serious emergency problems of antibiotics resistant bacterial on hospitals and

environmental samples.

Key-words: wastewater hospitals, sludge, antibiotics resistant bacterial, hepatitis A virus,

methods of the detection, wastewater treatment system.
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Até recentemente nido havia no Brasil uma preocupacido efetiva com relacdo ao
gerenciamento e ao descarte adequado dos residuos gerados pelos estabelecimentos de assisténcia a
saide, bem como para as dguas residudrias provenientes destes locais. Com o aumento da carga
poluidora nos corpos hidricos e devido as condicdes bastante favordveis no pais a propagacao de
doencas veiculadas pela dgua, cada vez mais vem sendo dada énfase para a necessidade do controle
ambiental. As pesquisas estdo sendo direcionadas a avaliacdo das caracteristicas destes tipos de
efluentes e dos impactos reais que o descarte inadequado, ou o ndo tratamento dos mesmos,
poderiam gerar no ecossistema aquatico.

Muitos estudos tém apontado que os efluentes hospitalares possuem altas concentragcdes
de substincias tdxicas, tais como antibidticos, agentes citostdticos, metais pesados, desinfetantes,
hormonios e bactérias resistentes aos antimicrobianos, os quais podem se disseminar no meio
ambiente (KUMMERER, 2001; MEIRELLES-PEREIRA et al, 2002; REINTHALER et al, 2003;
SCHWARTZ et al, 2003; EMMANUEL et al, 2005).

A preocupacdo com a disseminacdo de bactérias resistentes aos antibidticos se refere,
sobretudo, a infec¢ao hospitalar. Estudos realizados em hospitais brasileiros tém detectado altas
taxas de infeccdo hospitalar no pais (GALLES et al, 1997; DE MORALIS et al, 2000; VILLAS
BOAS et al, 2004; SILVA et al, 2006).

Além de bactérias resistentes, os efluentes hospitalares também contém outros tipos de
microrganismos patogénicos e que podem ser veiculados através dos corpos receptores caso nao
haja um tratamento adequado destes efluentes. Indicadores da polui¢do viral das dguas, tais como
enterovirus e adenovirus, também tém sido identificados em efluente hospitalar (GAUTAM et al,
2006). A deteccdo de virus patogénicos em amostras ambientais vem sendo realizada através de
metodologias especificas, estando o virus da hepatite A entre os microrganismos analisados.

A infeccdo pelo virus da hepatite A € recorrente em vdrias regides do mundo, mas, a
prevaléncia da doengca é mais comum nos paises em desenvolvimento, pois ela estd muito
associada com as condicdes socioeconOmicas e de saneamento basico de cada localidade, sendo
transmitida, principalmente, através da dgua e alimentos contaminados. Ainda que a incidéncia da
doenca venha decrescendo no Brasil, surtos da doenca continuam a ocorrer (VILLAR b et al,
2002). Uma das alternativas de controle da contaminacdo ambiental seria a melhoria dos servigos
de saneamento bdsico oferecidos no pais e o desenvolvimento de tecnologias apropriadas e
eficientes na remocao de tais microrganismos.

Desta forma, um sistema de tratamento de esgoto hospitalar no Rio de Janeiro foi

escolhido para o estudo da caracterizacao de alguns microrganismos presentes em tais efluentes. O

sistema de tratamento anaerdbio € constituido de uma unidade de reator UASB (Upflow Anaerobic



Sludge Blanket) seguido de pOs-tratamento por trés filtros anaerdbios dispostos em série. A
implantacao de sistemas combinados de tratamento formados por reatores UASB seguidos de pds-
tratamento vem sendo incentivada no Brasil (CHERNICHARO, 1997).

O sistema de pods-tratamento composto por trés unidades de filtros anaerébios € raro na
literatura, pois, o pOs-tratamento de reatores UASB por filtros anaerdbios, geralmente envolve
apenas uma unidade de filtro. Desta forma, € necessdria a obtencdo de dados da eficiéncia deste
sistema na remocdao de alguns parametros, tais como microrganismos patogénicos. Além da
particularidade do projeto da estacdo, ainda ha a especificidade do tipo de efluente tratado. As
caracteristicas destes efluentes hospitalares e os dados da eficiéncia dos sistemas de tratamento que
operam em escala real ainda s@o pouco conhecidos no Brasil.

Diante da problemética apresentada, o presente estudo teve como objetivo geral detectar
a populagcdo de coliformes, de Pseudomonas aeruginosa, de Klebsiella pneumoniae resistentes a
antibidticos e virus da hepatite A presentes nos diversos estdgios de um sistema de tratamento de
esgoto hospitalar. Este estudo teve o intuito de verificar se o sistema foi capaz de remover estes
agentes patogénicos, contribuindo para o controle da disseminacdo destes microrganismos no
ambiente.

Um dos objetivos especificos da pesquisa foi verificar se a técnica utilizada para
concentrar o virus da hepatite A, inicialmente desenvolvida para concentrar virus em amostras de
dgua do mar, foi adequada para detectar estes agentes em amostras de esgoto e lodo de esgoto.
Outro objetivo especifico foi verificar se o meio de cultura Tergitol — 7, utilizado para a detecgdo e
a enumeracgdo de bactérias do grupo coliforme em amostras de dgua e alimentos, foi adequado para
quantificar e detectar estes microrganismos nas amostras de esgoto e lodo de esgoto.

Além disso, uma particular aten¢do foi dada para a deteccao de Klebsiella pneumoniae
resistentes a antibidticos, pois, foi possivel avaliar o perfil de resisténcia bacteriana, além da
obtencdo de dados sobre a freqii€ncia de bactérias resistentes em tais ambientes.

O monitoramento destes microrganismos permitiu o conhecimento mais especifico da
populacdo de alguns agentes patogénicos presentes nos efluentes hospitalares e quais sdo
persistentes ao processo de tratamento de esgoto empregado. A questdo do risco de contaminacao
associado com a emissdo de agentes patogénicos em determinados ambientes € extensivamente
abordado nesta pesquisa, bem como a melhoria da saide publica através da pesquisa de residuos
provenientes de estabelecimentos de assisténcia a sauide.

Na primeira parte do trabalho é apresentada uma revisdo sobre as caracteristicas dos

esgotos hospitalares, bem como os impactos do lancamento destes efluentes sem um pré-

tratamento em corpos receptores ou em redes coletoras de esgoto sem que exista um pos-



tratamento. Foram descritas também algumas alternativas especificas para o tratamento de tais
efluentes. Foi dado um enfoque nas metodologias recentemente mais utilizadas na detec¢do de
virus em amostras ambientais, e também para as caracteristicas estruturais e a epidemiologia do
virus da hepatite A.

Na segunda parte € descrita a localizagdo, a caracterizagdo do sistema de tratamento de
esgoto, a amostragem, além dos parametros fisico-quimicos obtidos durante o periodo estudado.
Também foram descritas as metodologias para a deteccio de coliformes, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae resistentes a antibidticos e virus da hepatite A.

A terceira parte contém os resultados obtidos e envolve a discussdo sobre a eficiéncia da
estacdo de tratamento na remocdo dos microrganismos de interesse, a adequacdo das
metodologias utilizadas para detectar bactérias do grupo coliforme e virus da hepatite A e o perfil
de resisténcia antimicrobiana encontradas nas bactérias da espécie Klebsiella pneumoniae
identificadas nas diversas etapas do processo de tratamento.

A conclusio destes resultados consta na parte final do presente estudo.
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2.1 — Caracteristicas do Esgoto Hospitalar

Nos estabelecimentos de assisténcia a saide, entre eles hospitais e postos de satide, ha
uma constante geracdo de residuos, um consumo de 4gua elevado e o conseqiiente descarte de
efluentes que necessitam de uma destinacao adequada.

Os hospitais consomem um volume importante de dgua por dia. O consumo de 4gua
doméstico minimo € de 100 L/pessoa/dia, enquanto os valores demandados pelos hospitais
geralmente variam de 400 a 1200 L/leito/dia. Estes importantes consumos de dgua pelos hospitais
representam volumes significativos de esgoto (EMMANUEL et al, 2005; GAUTAM et al, 2006).

A geracdo de efluentes liquidos nos estabelecimentos de satide provém de diversas
atividades, entre elas: dguas de lavagem de vestimentas, de objetos de uso pessoal, de
procedimentos clinicos, dos funciondrios de servigos de saide, dos visitantes destes servicos e dos
pacientes. Os servicos de saiide geram também efluentes das dguas servidas de refeitdrios, de
higienizacdo de dreas administrativas, bem como das instalagcdes sanitdrias de funciondrios,
podendo conferir ao esgoto hospitalar muitas caracteristicas semelhantes aos esgotos domésticos
(GUEDES e VON SPERLING, 2005).

Um estudo comparando 4guas residudrias de servigos de satde e dguas residudrias
urbanas em Montes Claros, Minas Gerais, com relacdo a alguns pardmetros sanitdrios, tais como:
DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio), DQO (Demanda Quimica de Oxigénio), SST (Sélidos
Suspensos Totais), temperatura, alcalinidade, fosforo total, nitrogénio amoniacal, 6leos e graxas,
oxigénio dissolvido, pH, surfactantes, coliformes totais e E. coli, demonstrou que, para as anélises
de surfactantes, coliformes totais e E.coli, ndo ocorreram diferencas significativas nos efluentes,
indicando a similaridade entre os esgotos domésticos e hospitalares. Para os outros parametros
ocorreram diferengas, mas, nestes casos, as concentragdes médias dos esgotos domésticos foram
mais elevadas do que aquelas dos esgotos hospitalares (GUEDES e VON SPERLING, 2005).

Entretanto, algumas caracteristicas s@o atribuidas ao esgoto hospitalar, tais como uma
grande concentragdo de agentes citostdaticos, medicamentos, metais pesados, desinfetantes,
hormonios, reagentes contendo cloro e radiois6topos (KUMMERER, 2001; EMMANUEL et al,
2005; GAUTAM et al, 2006). Muitas destas substancias presentes nos esgotos hospitalares sao
frequentemente toxicas, mutagénicas e carcinogénicas € podem comprometer o equilibrio do
ecossistema aquatico.

A Tabela 1 mostra os principais grupos de substancias presentes no esgoto hospitalar e

que merecem uma aten¢do especial.



Tabela 1. Compostos presentes no esgoto hospitalar e as suas caracteristicas

Compostos presentes no esgoto hospitalar

Caracteristicas

Agentes citostaticos

Antibidticos e desinfetantes

Hormonios

Clorofendis e outros reagentes que
liberam cloro, meios de diagndsticos
como meios de contraste de raios — X

contendo iodeto orginico

Frequentemente carcinogénicos,

mutagénicos ou embriotdxicos

Toxicidade bacteriana e potencial

para promover resisténcia bacteriana

Desreguladores enddcrinos

Contribuem para a adsorbancia de
compostos halogenados organicos
(AOX). Estes s@o frequentemente

nao biodegradéveis e se difundem no

ambiente aqudtico e /ou entram na

cadeia alimentar

* Metais pesados = Mercurio (Hg)  presente em

desinfetantes (ingredientes ativos, ex:

Mercurochrom®, Nitromersol),
agentes citostaticos contendo platina
(Pt) ou meios de contraste de
ressonancia  magnética  contendo
gadolinio (Gd): nao sdo facilmente

degradados e sdao altamente téxicos

em alguns estados oxidativos

Fonte: KUMMERER, 2001.

Muitas destas substancias, incluindo grandes quantidades de desinfetantes sdo usadas
nos hospitais para desinfetar as superficies, os instrumentos e a pele de pacientes, entre outros.
Alcoois e aldeidos, bem como compostos contendo cloro sao usados como ingredientes

ativos. Também sdo usados compostos quartendrios de amonio (CAQs) que sdo microbicidas



cationicos largamente usados nos desinfetantes para a limpeza de superficies. Eles sdao um dos
mais importantes ingredientes ativos ao lado de alcoois e aldeidos. Os CAQs sdo conhecidos por
serem efetivos contra 0s microrganismos aquaticos, mesmo em baixas concentragdes. Os efeitos
inibitérios contra bactérias denitrificantes tém sido medidos em concentracdes abaixo de 1 a 2
mg/L (WAGNER e KAYSER, 1991 apud KUMMERER, 2001).

Efeitos sinérgicos negativos no ecossistema aquatico decorrentes da combinacdo de
glutaraldeido (composto quimico volatil, téxico e irritante) presente nos desinfetantes com
surfactantes (anidnicos, catidnicos e ndo-idnicos) encontrados no esgoto, resultaram na toxicidade
aguda para a bactéria Vibrio fischeri e Daphnia sp. (EMMANUEL et al, 2005 b).

Uma outra discussdo importante em relacdo ao descarte de efluentes hospitalares e de
servicos de saide sem um tratamento adequado € que eles podem apresentar grandes quantidades
de microrganismos potencialmente patogénicos, dos quais os mais relevantes seriam as bactérias
resistentes a antibidticos e que parecem estar em maiores concentracdes nestes efluentes quando
comparados com efluentes provenientes de outras fontes geradoras (MEIRELLES-PEREIRA et
al., 2002., REINTHALER et al, 2003., SCHWARTZ et al, 2003., CONSTANZO et al, 2005).

H4 uma crescente preocupacdo na saide publica relativa a disseminacdo e ao aumento
de bactérias resistentes a antibidticos, que implicam diretamente no tratamento e na cura das
infecgoes.

A resisténcia bacteriana é um problema médico crescente em todo o mundo, gerado pelo
processo seletivo conseqiiente do uso massivo de antibidticos. Na Austrdlia, é estimado um
consumo de antibidticos de 700 000 Kg/ano. Na Alemanha, em 1999, 411 toneladas de
antibidticos foram usadas em aplicagdes humanas, sendo que 105 toneladas foram consumidas nos
hospitais. Esta quantidade representou aproximadamente 26% do consumo total. Calcula-se que
entre 30% e 90% das doses administradas de antibidticos sdo excretadas na urina como substincias
ativas e, considerando as taxas de excre¢dao destes produtos ndo metabolizados, significa que o
volume de antibidticos descarregados dentro do esgoto é bastante elevado (KUMMERER, 2001;
CONSTANZO et al, 2005).

O maior problema é que estes medicamentos geralmente apresentam baixa
biodegradabilidade e frequentemente podem atingir as dguas superficiais. Kummerer et al (2000)
verificaram que ciprofloxacin, ofloxacin e metronidazol ndo apresentaram biodegradabilidade em
testes de garrafa fechada. A degradacdo dos antibidticos, quando ocorre no meio ambiente, pode
estar mais associada com os processos de eliminagdo nado-bidtico, como adsor¢dao e hidrélise

(KUMMERER et al, 2000).



Entretanto, ainda pouco é conhecido sobre a eliminacdo ou a persisténcia de antibidticos
no meio ambiente, mas o fato € que muitas destas substancias podem se dirigir para os corpos
hidricos, mesmo apds o tratamento do esgoto hospitalar. Brown et al (2005) determinaram a
ocorréncia de antibidticos em efluentes hospitalares, residenciais, municipais, de industrias de
racdo animal e nas dguas do Rio Grande (Novo México), que recebia esgotos da estacdo de
tratamento de Albuquerque.

No efluente hospitalar foi detectado um maior nimero de antibidticos: sulfametoxazol,
trimetoprim, ciprofloxacin, ofloxacin, lincomicina e penicilina G. Nos sitios de amostra
residencial, ofloxacin foi encontrado no efluente de um asilo, enquanto numa reptblica de
estudantes, nenhum antibiético foi detectado. Somente lincomicina foi encontrado no efluente
industrial. No esgoto municipal foi detectado sulfametoxazol, trimetoprim, ciprofloxacin e
ofloxacin (BROWN et al., 2005).

Em ambos os esgotos, bruto e tratado, foram detectados sulfametoxazol, trimetoprim e
ofloxacin em concentragdes de 110 a 470 ng/ L. Nenhum antibidtico foi detectado no Rio Grande a
montante da descarga de efluentes da ETE de Albuquerque e sulfametoxazol foi detectado no Rio
Grande a jusante da descarga do efluente da ETE de Albuquerque, indicando a contaminagdo do
rio por este medicamento (BROWN et al., 2005).

Constanzo et al, 2005, também avaliaram a presenca de trés antibidticos (ciprofloxacin,
norfloxacin e cefalexina) em varios estdgios de um sistema de tratamento de esgoto na Austrdlia e
a jusante (0 m, 50 m, 500 m) do ponto de descarga deste esgoto em um rio. As concentragdes

obtidas nos varios pontos analisados estdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Concentracao de antibi6ticos em diferentes estagios do tratamento de esgoto e nos
pontos do rio receptor

Pontos de coleta Ciprofloxacin (ng/l) Norfloxacin (ng/l) Cefalexina (ng/l)

Afluente 90 NT 2000
Bioreator 154,8 192 316,4
Efluente 132,2 210 78,2
Rio — 0 m 41,5 80 15,4
Rio - 50 m 23 32 20,4
Rio - 500 m ND ND 26,8

Fonte: CONSTANZO, et al, 2005.

NT = nao testado, ND = ndo detectado



Os resultados mostraram que os niveis de remog¢do dos antibidticos através do processo
de tratamento foram muito varidveis. A cefalexina (o segundo antibidtico mais prescrito na
Austrélia) foi encontrada em altas concentragdes no afluente, entretanto, apresentou menor
concentracao no efluente, indicando taxas altas de remocao. Mas, ele foi persistente nas dguas do
corpo receptor por até 500 m apds o lancamento. As taxas de denitrificacio no sistema de
tratamento de esgoto ficaram comprometidas de acordo com o tipo de antibidtico e da
concentracdo, afetando as bactérias denitrificantes Gram negativas, como Nitrosomonas sp.
(CONSTANZO et al, 2005).

Os padrdes de resisténcia a antibidticos também variaram entre os pontos de coleta
analisados. Da 4gua do rio, a cepa de E.coli analisada foi resistente a somente um antibidtico:
ampicilina, enquanto aquelas isoladas do processo de tratamento foram resistentes contra
eritromicina, ampicilina e tetraciclina, indicando que os antibidticos presentes em maiores
concentracdes no sistema de tratamento de esgoto sdo capazes de promover o aumento de
resisténcia bacteriana ou selecionar bactérias resistentes (CONSTANZO et al, 2005).

As bactérias Gram negativas da familia Enterobacteriaceae, principalmente aquelas
multirresistentes aos antibidticos, sdo apontadas como um dos principais grupos de
microrganismos que causam infec¢do hospitalar. Elas sdo comuns nas infec¢des do trato urinério,
nas infec¢Oes da corrente sanguinea e infeccdes intra-abdominais (PATERSON, 2006).

Alguns microrganismos importantes por causarem infeccdes humanas, tais como os
Bacilos Gram Negativos (BGN), incluindo enterobactérias, tais como Enterobacter sp., Klebsiella
pneumoniae e outros BGNs como os nio-fermentadores de glicose (ex. Pseudomonas aeruginosa),
podem persistir por longos periodos no meio ambiente e também podem sobreviver a baixas
concentracdes de antibidticos presentes na dgua (MEIRELLES-PEREIRA et al., 2002).

Trés fatores tém contribuido para o desenvolvimento e a difusdo de resisténcia
bacteriana:

* mutacdo em genes comuns que estendem seu espectro de resisténcia (CONSTANZO et al,
2005);

= transferéncia horizontal de genes resistentes entre 0s microrganismos;

= ambientes seletivos que aumentam a prevaléncia de organismos resistentes (SCHWARTZ

et al, 2003; EMMANUEL et al, 2005).

Meirelles-Pereira et al (2002) compararam as concentracdes de bactérias resistentes a
antibidticos entre os esgotos domésticos, hospitalar (Hospital Universitario Pedro Ernesto, no Rio

de Janeiro) e da zona limnética de trés lagoas (Cabitnas, Imboassica e Geribd, no Estado do Rio de
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Janeiro). Das bactérias analisadas, somente no esgoto hospitalar foram encontradas cepas
multirresistentes aos antibidticos. Os resultados do antibiograma reforcam a idéia do ambiente
seletivo atuando no aumento da freqiiéncia ou na disseminag¢do de genes de resisténcia aos
antimicrobianos.

Da mesma forma, Schwartz et al (2003) analisaram bactérias resistentes a antibidticos e
seus genes de resisténcia em amostras de esgoto municipal e hospitalar, de dguas superficiais e de
dguas de abastecimento publico. Concluiram que Enterococcos resistentes a vancomicina e
Enterobacteriaceae produtoras de B-lactamases foram cultivadas em todos os ambientes e
encontradas menos frequentemente nas dguas superficiais. Além disso, o gene de resisténcia a
vancomicina (vanA) de Enterococcos, o gene de resisténcia a meticilina (mecA) de
Staphylococcos e o gene de resisténcia aos B-lactamicos (ampC) de Enterobacteriaceae foram
amplificados por PCR predominantemente do esgoto hospitalar.

A forte ocorréncia de ambientes seletivos, tais como efluentes de hospitais, levam ao
aumento na freqiiéncia de genes bacterianos que expressam fendtipos resistentes a estes
medicamentos. A falta de saneamento nas comunidades pode levar ao estabelecimento de rotas de
disseminagdo destes microrganismos e dos elementos genéticos (MEIRELLES-PEREIRA et al.,
2002).

Um modelo ciclico das inter-relagdes entre determinados ambientes na selecdo de
bactérias resistentes a antibidticos ou na transferéncia de genes de resisténcia estd expresso na
Figura 1, indicando como os efluentes hospitalares podem contaminar os corpos receptores e

causar prejuizos para a comunidade.

Selegio
Transferéncia genética

Disseminagao

¥ l

Ambiente de alta selegdo

(hospltais e atividades veterinarias)

1 !

Comunidade

1 }

Reservatdrios de agua natural -—

Figura 1. Modelo ciclico de cepas resistentes por trés ambientes propostos,
considerando selecdo, transferéncia genética e processos de disseminacéo.

Fonte: MEIRELLES - PEREIRA et al; 2002.
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O impacto do lancamento de efluentes hospitalares sem um pré-tratamento em corpos

receptores serd discutido adiante.

2.2 - Impacto do lancamento de efluentes hospitalares sem um pré-tratamento

Na Franca, um estudo de risco ambiental decorrente do descarte de efluentes
hospitalares sem um tratamento adequado dentro da rede de coleta publica foi realizado.
Promoveram-se duas campanhas de amostragem (2001 e 2002) nos efluentes originérios do
Departamento de Doengas Tropicais e Infecciosas (ITDD), com capacidade de 144 leitos. O esgoto
foi coletado antes de entrar na rede de esgoto hospitalar, o qual recebe o volume total dos efluentes
de vérios departamentos do hospital, desembocando na rede de esgoto urbana sem um pré-
tratamento (EMMANUEL et al, 2005).

Os parametros fisico-quimicos e bioldgicos analisados foram: pH, SST, DBO, DQO e
COT (carbono organico total), coliformes e um ensaio de ecotoxicidade (EMMANUEL et al,

2005). A caracterizacao do esgoto hospitalar estd apresentada na Tabela 3.

Tabela 3. Caracterizacao Fisico-quimica e microbiolégica do esgoto hospitalar de ITDD

(Franca)

concentracoes concentracoes Valores de
Parametros 2001 2002 referéncia Referéncia
pH (U) 8.8 8,2 . -
Cloro (mg/ L) 359 127,1 - -
SST (mg/L) 298 236 - -
DBOs (mg/ L) 1559 1530 30 MATE '
DQO (mg/ L) 2516 2664 125 MATE '
COT (mg/ L) 350 3095 - -
NH;" (mg/ L) ND * 68 - -
Bactérias fecais 2x10° 1x10° 1x10° Barkay et al,
(NMP/100ml) 1995

Fonte: EMMANUEL et al, 2005.
* ND: ndo determinado

' MATE (Ministere de I’aménagement du territoire et de ’environment — J. Officiel de la France 1998, 52/3247

12



O pH em todas as amostras analisadas estava sempre alcalino (7,7 a 8,8). De todas as
amostras analisadas, as concentracdes de SST alcangcaram 155 a 298 mg/ L e foram menores do
que os valores de 100 a 350 mg/ L proposto para o esgoto doméstico (METCALF & EDDY, 1991
apud EMMANUEL et al, 2005). As concentragdes de cloro de 47 a 359 mg/ L foram maiores do
que os propostos para esgoto urbano convencional. Estas diferencas podem estar relacionadas a
importantes quantidades de desinfetantes contendo cloro usado nos hospitais (EMMANUEL et al,
2005).

Nas amostras do efluente, as concentracdes de DBO alcancaram de 200 a 1559 mg/ L e
foram maiores do que os valores obtidos para esgoto hospitalar. A mesma observacdo foi obtida
para a andlise de DQO (alcance de 362 a 2664 mg/ L), SST (155 a 298 mg/ L) e COT (160 a 3095
mg/ L). Os valores obtidos para estes parametros também foram maiores do que os valores
propostos por Metcalf e Eddy (1991) para esgotos domésticos (EMMANUEL et al, 2005).

A toxicidade detectada sobre os organismos aquaticos pode ser atribuida a importantes
valores de NH;" (28 a 68 mg/ L) presentes nas amostras e as elevadas concentracdes de DQO
encontradas. As comunidades aqudticas poderiam ser adversamente afetadas pela amonia em
concentracdes totais maiores que 1,04 mg/ L. O estudo concluiu que os efluentes hospitalares se
constituem em uma importante fonte de contaminacio (EMMANUEL et al, 2005).

No Brasil, devido a preocupacdo com a geracdo e o gerenciamento dos Residuos de
Servigos de Satde (RSS) e as implicacdes decorrentes da emissdo de carga poluidora no meio
ambiente, foi criada uma legislacdo especifica instituida na Resolu¢do da Diretoria Colegiada —
RDC n°306 de 10 de dezembro de 2004, da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria),
que dispde sobre o Regulamento Técnico para o Gerenciamento de Residuos de Servigcos de
Saude, estabelecendo que: Os residuos liquidos provenientes de esgoto e de dguas servidas de
estabelecimentos de saiide devem ser tratados antes do langcamento no corpo receptor ou na rede
coletora de esgoto, sempre que ndo houver sistema de tratamento de esgoto coletivo atendendo a
drea onde estd localizado o servico (ANVISA, 2005).

Entretanto, ainda que as localidades sejam servidas pela rede publica de coleta de
esgoto, o tratamento prévio destes efluentes pelos estabelecimentos de saiude é sempre uma
alternativa para minimizar as concentracdes de carga poluidora na rede publica, contribuindo,
desta forma, para reduzir os custos finais de tratamento de esgoto.

Também se deve levar em consideracdo a situagdo das condi¢des de saneamento dos
municipios brasileiros, cuja maioria nao dispde de servicos de esgotamento sanitirio adequado.

Entre os servicos de saneamento bdsico, o esgotamento sanitdrio € o que tem menor

presenca nos municipios brasileiros. Em 2000, dos 5.507 municipios avaliados pela Pesquisa
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Nacional de Saneamento Bésico (PNSB), realizada pelo IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica) apenas 52,2% destes eram servidos com algum tipo de servico de esgotamento
sanitdrio. (IBGE — 2002).

A Tabela 4 apresenta a propor¢ao de municipios, por condi¢do de esgotamento sanitério,

segundo as grandes regides no Brasil, em 2000 (IBGE, 2002).

Tabela 4. Proporcao de municipios, por condicio de esgotamento sanitario, segundo as
grandes regioes - 2000

Proporcao de Municipios, por Condicao de

Esgotamento Sanitario (%)

Grandes Regioes Sem coleta Sé coletam Coletam e Tratam
Brasil 47,8 32 20,2
Norte 92,9 3,5 3,6
Nordeste 57,1 29,6 13,3
Sudeste 7,1 59,8 33,1
Sul 61,1 17,2 21,7
Centro-Oeste 82,1 5,6 12,3

Fonte: IBGE, Diretoria de Pesquisas, Departamento de Populacdo e Indicadores Sociais, Pesquisa Nacional de
Saneamento Basico 1989/2000.

Além da insuficiéncia dos servigos de esgotamento sanitidrio no pais, sobretudo nas
regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste, os volumes de esgoto efetivamente tratados sdo muito
irrisérios. A Figura 2 mostra as discrepancias entre os volumes de esgoto que sdo coletados e
aqueles que sdo tratados, mesmo nas regidoes mais desenvolvidas do pais.

Outro dado bastante desalentador é que nas regides brasileiras que ndo tratam seus
esgotos, estes sdao despejados in natura nos corpos receptores, principalmente nos rios,
comprometendo a qualidade da 4gua utilizada para o abastecimento, a irrigacdo e a recreacao
(IBGE — PNSB - 2002).

Portanto, o tratamento de esgoto hospitalar se torna ainda mais relevante se forem
trazidas a discussdo as condicdes de saneamento bdsico existentes no Brasil, bem como as

caracteristicas destes efluentes. A alta concentragdo de substincias toxicas € microrganismos
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potencialmente patogénicos podem ser persistentes no ambiente. Para controlar os niveis de
poluicdo provenientes de efluentes de estabelecimentos de assisténcia a sadde, algumas

alternativas para o tratamento dos mesmos tém sido propostas.

Volume de esgoto coletado e tratado, segundo as Grandes Regiges - Brasil - 2000

im*/dia)
16 000 000 -
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6 000 000—
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2 000 000— I
0 _ . i , | _—

Brasil Morte Mordeste Sudeste Sul Centro-Oeste

Esgoto coletado ] Esgoto tratado

Figura 2. Fonte: IBGE, Diretoria de pesquisas, coordenacao de populagdo e

indicadores sociais, Pesquisa Nacional de Saneamento Béasico — 2002

2.3 - Alternativas para o tratamento de esgotos hospitalares

Apesar da preocupacdo crescente com o gerenciamento de residuos de servicos de satde,
pouca atencdo vinha sendo dada para o esgoto gerado nestes estabelecimentos, assim como para o
seu tratamento e descarte adequados (GAUTAM et al, 2006). Entretanto, devido aos altos niveis de
poluicdo ambiental, estudos sistemdticos sobre a caracterizacdo e os impactos do langcamento de
efluentes hospitalares em corpos receptores sem um tratamento adequado estdo sendo realizados

recentemente, principalmente nos paises desenvolvidos.
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Devido a presenca de medicamentos e de substincias téxicas contidas em grandes
concentracdes nos esgotos hospitalares, varios sistemas alternativos aos convencionais vém sendo
propostos para realizar o tratamento destes efluentes.

Na China, um sistema de bioreator de membrana submersa foi utilizado em escala real
para o tratamento de um esgoto hospitalar da comunidade de Haidian. O bioreator possuia um
volume de 6 m’ e foi dividido em duas partes iguais por uma placa. Um conjunto de 24 médulos de
membranas de polietileno (Mitsubishi Raygon Co. Ltd. Japao), com tamanhos de poro de 0,4 um,
foram colocadas em cada lado das placas, perfazendo um volume total de drea de membrana de 96
m” Tubos de aeracdo foram colocados sob os mddulos da membrana para fornecer oxigénio a
massa microbiana e para facilitar a pressdo exercida pela bomba de dgua.

Utilizou-se um sensor de nivel de d4gua para controlar a bomba do afluente e para manter
o nivel hidrico constante no bioreator. Um sensor monitorou a pressao transmembrana durante um
longo periodo de operacdo e o esgoto hospitalar do tanque de alimentacdo foi bombeado para o
bioreator, permitindo com que o mesmo passasse através de uma tela fina; o efluente era removido
através da membrana por uma bomba de succ¢do. O lodo utilizado proveio de um tanque de
sedimentacdo secunddrio de um sistema de tratamento de esgoto de Pequin. O tempo de retencdo
hidriulica no reator foi de 7,2 horas. A composicao do esgoto hospitalar e o padrdao para o descarte

de lodo hospitalar preconizado pelas autoridades sanitarias da China, estdo expressos na Tabela 5.

Tabela 5. Caracteristicas do esgoto bruto e do efluente tratado

Parametros Afluente Efluente Padrao *
DQO (mg/ 1) 48 —277,5 <30 150
DBOs (mg/ 1) 20-55 <04 100
NH4" - N (mg/ 1) 10,1 — 23,7 <1 25
Turbidez (UNT) 6,1 -279 <4 -
Temperatura 14 -20 16-18 <55
pH 6,2-17,1 6,2-17,1 6-9
Bactérias (nimero/ 100 ml 9,9 x 10° - -
E.coli (nimero/100ml) > 1600 <23 <50

Fonte: WEN et al, 2004.
* GBJ48-83: Padrdo para o descarte de esgoto hospitalar. NTU: Unidade Nefelométrica de Turbidez

A eficiéncia de remocdo de DQO, NH," e turbidez foi 80, 93 e 83% respectivamente. O

efluente ndo apresentava cor e odor. O sistema apresentou uma alta eficiéncia de remocao de
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amoOnia e a producdo de lodo foi baixa e estavel, nenhum lodo foi descartado em 6 meses de
operacdo do sistema. A pressdo transmembrana aumentou sensivelmente apds o periodo de 100 dias
depois da partida inicial do sistema. Considerou-se que este tipo de sistema € adequado e eficiente
no tratamento do esgoto hospitalar analisado. Entretanto, o préprio estudo indica que nao foi
possivel medir a eficiéncia deste sistema na remog¢do de virus patogénicos (WEN et al, 2004).

Outra opg¢ao de tratamento de esgoto hospitalar foi proposta por Gautam et al, em 2006.
O tratamento proposto foi o fisico-quimico, através de coagulacdo com cloreto férrico (FeCls),
seguido por uma etapa posterior de filtracio e outra de desinfec¢do utilizando concentracdes
apropriadas de cloro como agente desinfetante. Os experimentos foram realizados em aparato de jar
test, em laboratdrio, utilizando-se um efluente de esgoto hospitalar (GAUTAM et al, 2006). As
concentracdes de alguns parametros avaliados no esgoto bruto e apds as etapas de tratamento, estao

apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6. Concentracao de alguns parametros avaliados durante o processo de tratamento

de esgoto hospitalar

Parametros Esgoto bruto Apos coagulacao Ap6os desinfeccao
pH 7,36 6,76 7.4
SST (mg/ L) 531 42 12
DQO (mg/ L) 1067 388 16
Bactérias heterotrofica 7.5 x 10’ 42 x 10*
(UFC/ mL)

Fonte: GAUTAM et al, 2006.

A dose 6tima requerida de cloreto férrico utilizada foi 200 mg/ L. Da DQO inicial de
1067 mg/ L, ocorreu uma redugdo para 388 mg/ L. O pH foi reduzido para 6,76 como resultado
da coagulacdo. Como a concentracdo de solidos suspensos foi de 42 mg/ L, mesmo apds o
tratamento primdrio anterior, um processo de filtracdo foi realizado para que o esgoto pudesse
passar pelo processo de desinfeccdo de maneira mais eficiente. Para o processo de desinfecc¢ao,
uma dose 6tima de 20 mg/ L em um periodo de contato de 30 minutos com hipoclorito de calcio
foi considerada a mais eficiente. A DQO foi reduzida para 16 mg/ L. De modo geral, o processo
apresentado foi considerado eficiente para o tratamento de esgoto hospitalar. Entretanto, os
autores recomendam que mais estudos sejam realizados para corroborar os resultados

apresentados (GAUTAM et al, 2006).
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Outra op¢ao de tratamento fisico-quimico poderia ser a ozonizagdo seguida da adi¢do de
peréxido de hidrogénio (H,O,). Este tratamento foi eficaz para degradar alguns antibidticos e
compostos aromdticos de um esgoto que continha altas concentracdes destas substancias
(BALCIOGLU et al, 2003).

Entretanto, a aplicacdo de ozdnio para a desinfeccdo de microrganismos contidos no
esgoto hospitalar ndo parece ser a melhor opcao, assim como verificado por Silveira et al, 2005.

Silveira et al (2005) analisaram a desinfeccao por ozénio dos coliformes presentes em
esgotos hospitalares e domésticos, concluindo que a adi¢do de 200 mg O3 L™ garantiu a completa
inativacdo de coliformes totais em efluentes domésticos, ao passo que no efluente hospitalar,
mesmo na maior dosagem testada de 315 mg O; L, ndo foi verificada a completa inativagdo
destes microrganismos. Isto pode ter ocorrido devido a presenga da matéria organica complexa do
efluente hospitalar, que pode ter induzido uma demanda inicial de ozonio para a degradacdo destes
compostos.

O estudo da caracterizagdo dos efluentes hospitalares € particularmente importante
porque altas concentracdes de antibidticos ou outras substincias téxicas podem afetar o
desempenho dos sistemas de tratamento de esgoto.

Chelliapan et al (2006) investigaram o desempenho de um reator anaerébio de fluxo
ascendente em escala de laboratério tratando esgoto farmacéutico contendo antibidticos
macrolideos. Foram desenvolvidos dois sistemas de reator anaerébio de fluxo ascendente
idénticos, cada um compreendendo quatro compartimentos cilindricos com 80 mm de didmetro
interno por 64 mm de altura e todos ligados em série. Cada estdgio do reator tinha um separador
trifdsico para reter a biomassa. Cada compartimento foi designado como um estdgio do processo
de tratamento e o volume de cada um foi de 2,75 L. O esquema da unidade de cada estagio do
reator pode ser visualizado na Figura 3.

Operou-se o reator com aumentos seqiienciais da carga organica correspondente a DQO
de 0,43 a 3,73 Kg DQO/m’ d e, novamente reduzidas para 1,86 Kg ao final de 279 dias. No tempo
de retencdo hidrdulica de 4 dias e de carga organica de 1,86 Kg de DQO/ m’da reducdo de DQO
foi de 70 a 75%, mostrando que a biomassa se aclimatou aos antibiéticos. Também foi avaliada a
influéncia de concentracdes elevadas de tilosina sobre o desempenho do sistema, adicionando
concentracdes estabelecidas de fosfato-tilosina. Os resultados mostraram uma eficiéncia similar
para a remocao de DQO, onde a tilosina estava presente em concentracdes de 0 a 400 mg/ L (a
média de remoc¢do foi de 93%). Entretanto, as concentragdes de tilosina de 600 a 800 mg/ L
provocaram um declinio sensivel na eficiéncia do tratamento, de 85 para 75% de remocgao de

DQO, respectivamente (CHELLIAPAN et al, 2006).
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Figura 3. Detalhes de um estagio individual do reator anaerdbio de fluxo ascendente (UASR)
Fonte: Chelliapan et al, 2006.

Paulo et al (2005) também avaliaram a eficiéncia de um reator anaerdobio de fluxo
ascendente no tratamento de esgotos domésticos e hospitalares. Tais autores verificaram que houve
uma reduc¢do do metabolismo das archaea metanogénicas do esgoto hospitalar, as quais podem
estar sofrendo as conseqiiéncias do contato com as concentracdoes elevadas de desinfetantes,
medicamentos ou outras substancias téxicas possivelmente contidas no esgoto hospitalar.

O incentivo para o emprego de tecnologias que utilizam processo anaerdbio de
tratamento de esgoto € importante tendo em vista algumas vantagens de custo, de operacdo e
manutencao que eles oferecem quando comparados com outros tipos de sistemas, como aqueles que
utilizam processo aerobio de tratamento. Porém, € preciso conhecer melhor o desempenho real
destes sistemas quando utilizados para o tratamento de esgotos hospitalares, sem perder de vista a
questao da eficiéncia e da efetividade do processo.

Um sistema de tratamento de esgoto hospitalar composto de reator UASB seguido de
pOs-tratamento por trés filtros anaerdbios dispostos em série utilizado para o tratamento de esgoto
hospitalar na cidade do Rio de Janeiro, Brasil, serd analisado com maiores detalhes nos capitulos
referentes a metodologia e aos resultados e discussdo do presente trabalho, quanto a caracterizacao

e a eficiéncia na remocao de microrganismos patogénicos.
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2.4 — Poluicao microbioldgica das aguas residuarias: virus patogénicos

Os microrganismos patogénicos, entre eles bactérias, virus, protozodrios e helmintos
presentes em esgoto doméstico também sao encontrados em efluentes hospitalares. A maioria
destes patogénicos € de origem entérica, sendo, portanto, excretados na matéria fecal, as quais
podem contaminar o meio ambiente, tendo acesso novamente a novos hospedeiros através de
ingestdo da dgua contaminada. Existem também varios microrganismos nao-entéricos, notadamente
bactérias do género Legionella sp., Micobacterium sp. € varios patogénicos oportunistas que podem
estar presentes na dgua, acarretando um potencial risco epidemioldgico, principalmente em locais
com condi¢des de saneamento precdrias (TOZE, 1999).

Tradicionalmente, as bactérias do grupo coliforme sao utilizadas para monitorar a
qualidade microbiolégica da dgua. Entretanto, virus, ovos de helmintos e cistos de protozoarios
também podem estar presentes e a concentracdo destes microrganismos pode ndo ser equivalente
aquela encontrada para as bactérias presentes nestes ambientes.

Estudos recentes indicam que a presenga de bactérias indicadoras ndo estd relacionada
com a prevaléncia de virus entéricos nas dguas. Este fato ocorre, principalmente, pelas diferentes
propriedades fisico-quimicas encontradas entre virus e bactérias e nas diferencas de resisténcia aos
processos de tratamento de dgua, de esgoto ou de residuos sélidos (BURGENER et al, 2003;
TYRRELL et al, 1995). Os virus entéricos humanos sdo capazes de persistir no ambiente por
longos periodos devido a sua extrema resisténcia as condi¢des desfavoraveis do meio (GILGEN et
al, 1997). Os virus s@o mais resistentes ao cloro em concentragdes geralmente empregadas nas
estacOes de tratamento de esgoto, enquanto as bactérias sao mais sensiveis (TYRRELL et al, 1995).
Desta forma, coloca-se em discussdo qual seria o melhor indicador microbioldgico das dguas, tendo
em vista que, mesmo na auséncia de coliformes fecais, os virus podem estar presentes (BAGGI et
al, 2001; TYRRELL et al, 1995).

Nos esgotos, a concentragdo viral € muito grande e a quantidade de virus presentes varia
de acordo com alguns fatores, tais como: as regides geograficas, as condi¢des socioecondmicas e
sanitdrias e as variacdes sazonais (BLOCK e SCHWARTZBROD, 1989). Villar et al (2002)
avaliaram a sazonalidade da infeccdo pelo Virus da Hepatite A (HAV) no Rio de Janeiro.
Observou-se um aumento sazonal durante a estacdo chuvosa (dezembro a mar¢o) com surtos mais
freqiientes nas estacOes quentes (VILLAR et al, 2002). Vaidya et al (2002) também detectaram um
aumento significativo da propor¢ao da populacao infectada com este virus nos meses de verdo, na

India (VAIDYA et al, 2002).
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Um obsticulo apresentado ao monitoramento de rotina dos virus poderia ser justificado
pela falta de metodologias mais rdpidas e eficientes para a deteccdo destes agentes. Recentemente,
técnicas de biologia molecular t€ém sido aperfeicoadas para identificar e quantificar os virus em

amostras ambientais.

2.5 - Metodologias para deteccao de virus em amostras de agua

Os virus tém particulas de tamanho entre 300 a 20 nm, sdo obrigatoriamente parasitas
intracelulares e para isolar e propagar os virus até meados dos anos de 1980, era preciso propagé-
los na presenca de células vivas de animais ou de ovos embrionados, mais frequentemente, dentro
de culturas de células in vitro (BLOCK; SCHWARTZBROD, 1989).

Em 1980, o surgimento de técnicas de biologia molecular como o PCR (Polymerase
Chain Reaction) revolucionou as técnicas tradicionais para a deteccdo e a quantificacdo de
microrganismos e, mais especificamente de virus presentes em amostras ambientais. Tal técnica
reduziu o tempo requerido para a andlise, além de apresentar resultados mais confidveis na deteccao
e na quantificagdo de virus devido a maior sensibilidade do método.

O PCR € um método que produz multiplas copias de um DNA alvo. O método de PCR
usa uma enzima polimerase termoestdvel (ex: Tag) para criar multiplas copias do DNA alvo. A
deteccao do DNA alvo € alcancada através do uso de pequenas seqiiéncias de oligonucleotideos,
conhecidas como primers. Diferentes ciclos de temperatura sio empregados para promover a
separacdo da dupla fita de DNA (desnaturacio), para anelar os primers ao DNA alvo (anelamento)
e para promover a reproducdo da parte do genoma escolhido pela enzima polimerase (extensao). Os
ciclos de temperatura sdo repetidos muitas vezes, mais de 25 a 30 ciclos, devido a natureza
exponencial do PCR e, mais do que 10° c6pias do DNA alvo podem ser produzidas. Este grande
nimero de segmentos de DNA alvo pode ser visualizado usando um método padrao, tais como a
eletroforese em gel de agarose (TOZE, 1999).

Entre as principais técnicas que utilizam o método de PCR, podem-se citar: RT-PCR
(Reverse Transcription — PCR), Nested PCR, Multiplex PCR, PCR em tempo real (Real Time PCR).
Para detectar virus de genoma de RNA ¢ utilizado o método de RT-PCR, o qual utiliza uma enzima
chamada transcriptase reversa para converter uma amostra de RNA em DNA complementar

(cDNA) antes da etapa de amplificacao.
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O Nested PCR emprega uma segunda etapa de amplificacdo com um par de primers
internos além dos utilizados na primeira etapa de PCR e visa aumentar a sensibilidade do método.

Ja, o Real Time PCR permite que a amplificacdo e a detec¢do ocorram simultaneamente,
quantificando os microrganismos presentes na amostra.

Todos estes métodos envolvem o mesmo conceito, que incluem a extracdo do material
genético (DNA ou RNA), a amplificacdo de uma regido do genoma selecionada através de PCR e a
andlise dos produtos de PCR (BURGENER et al, 2003). O RT-PCR tem sido aplicado com sucesso
para a deteccdo de virus RNA em amostras ambientais (CASAS et al, 2002; VILLAR et al, 2006).

Diversos virus patogénicos, como enterovirus, adenovirus, calicivirus e virus da hepatite
A (HAV) tém sido detectados em amostras ambientais, tais como esgoto e lodo de esgoto e o

monitoramento ambiental destes microrganismos é cada vez mais requerido.

2.6 - VIRUS DA HEPATITE A

2.6.1 - Propriedades estruturais e fisico-quimicas

O virus da hepatite A (HAV) apresenta distribuicdo mundial e devido a alta incidéncia
apresentada, principalmente nos paises em desenvolvimento, representa um sério problema de
saiude publica. A principal via de transmissdo € a fecal-oral, por contato pessoa a pessoa ou por
dgua e alimentos contaminados (FOCACCIA, 1997). A caréncia ou a falta de servigos de
saneamento bdsico, tais como a coleta e o tratamento de esgotos, contribuem para a disseminacao
do virus da hepatite A no meio ambiente e na comunidade.

O HAV pertence a familia Picornaviridae e possui algumas caracteristicas que

permitiram a sua classificacdo dentro de um novo género: Hepatovirus (KNIPE et al, 2001):

* a seqiiéncia de aminodcidos e nucleotideos do HAV € diferente daquela de outros

membros da familia Picornaviridae, assim como o tamanho de vdrias proteinas;

= o0 HAV ndo é de dificil propagacdo em culturas de células e frequentemente a

replicag@o ndo produz um efeito citopatico;
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= o0 HAV ¢ mais resistente a temperatura e a muitas drogas que inativam varios

picornavirus;

= o HAV apresenta somente um sorotipo e um sitio de neutralizacdo ¢

imunodominante;

=  0s anticorpos monoclonais enterovirus-especificos ndo reagem com o HAV.

O HAV ndo possui envelope, tem diametro de 27 a 32 nm, apresenta simetria
icosaédrica e seu genoma € constituido por uma fita simples de RNA de polaridade positiva de
aproximadamente 7,5 Kb. A organizacdo gendmica pode ser dividida em trés partes (KNIPE et al,

2001):

* uma regido nao codificante 5’ que compreende aproximadamente 10% do genoma e
possui uma proteina viral (VPg) que € covalentemente ligada na extremidade 5°, esta

regido parece ser a mais conservada do genoma;

* uma Unica fase de leitura aberta (Open Reading Frame — ORF) que parece codificar
todas as proteinas virais com regides denominadas de P1 (proteinas do capsideo e

estruturais) e P2 e P3 (proteinas ndo estruturais);

* uma pequena regido nao codificante 3, com aproximadamente 60 nucleotideos que

possui uma cauda poli (A).

A Figura 4 apresenta as regides do genoma do HAV que s@o responsiveis pela

traducdo das proteinas virais.
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Figura 4. Diagrama das regides do genoma do virus da hepatite A (HAV).
P1. precurscra das proteinas do capsideo ou estruturais; P2 e P3:
precursoras das proteinas n&o estruturais

Fonte: KNIPE et al, 2001.

O HAV ¢ bem resistente a temperaturas elevadas, a integridade do virus ou a
antigenicidade ndo € afetada quando ele € incubado a 60°C em pH neutro por 60 minutos e é
parcialmente inativado apds 10 a 12 horas. A temperatura na qual 50% das particulas virais se
desintegram € 61°C ap6s 10 minutos (KNIPE et al, 2001; NASSER et al, 1999).

A infectividade pode ser preservada por pelo menos um més apds a secagem e
estocagem a 25°C com 42% de umidade ou por anos a — 20°C ou menos (KNIPE et al, 2001).
Esta infectividade diminui substancialmente com etanol 70% a 25°C (PEREIRA e
GONCALVES, 2003).

O HAV ¢ bastante persistente sob condi¢des adversas e podem sobreviver longos
periodos, de 12 semanas a 10 meses, em dgua. Moluscos e crustdceos podem reter e acumular
estes virus no organismo, podendo contaminar as pessoas que ingerem estes alimentos
contaminados (FERREIRA et al, 2004).

Este virus pode ser inativado por autoclave a 121°C por 20 minutos, por radiacao
ultravioleta, fervura (20 minutos), formalina (3% por 5 minutos), 5 — propiolactona (0,03% por
72 horas a 4°C), por iodo (3 mg/l por 5 minutos), por cloro (2 a 2,5 mg/l apés 15 minutos) ou
por compostos contendo cloro (hipoclorito de s6dio com 3 a 10 mg/l a 20°C por 5 a 15 minutos)

(KNIPE et al, 2001; PEREIRA e GONCALVES, 2003).
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2.6.2 - Manifestacoes Clinicas

As particulas virais s@o ingeridas e adsorvidas no intestino delgado, transitam na
corrente circulatéria e chegam aos hepatdcitos através da circulagdo portal e sist€émica
(PEREIRA e GONCALVES, 2003). Elas se replicam nos hepatdcitos e sdo liberadas para os
canaliculos biliares, indo para o intestino, juntamente com a bile e, consequentemente,
eliminadas com as fezes em grandes quantidades. Os sintomas mais comuns sdo: fadiga, febre,
problemas gastrointestinais como anorexia, ndusea, vomito, dor abdominal, hepatomegalia e
ictericia verificada nas membranas mucosas, da conjuntiva e da pele. Altas concentracdes de
HAV sao expelidas nas fezes de 3 a 10 dias antes do aparecimento dos sintomas clinicos ou
poucos dias antes da ictericia. Mas também tem sido relatado que o virus pode ser excretado até

8 dias ap6s os sintomas ictéricos (KNIPE et al, 2001).

A gravidade do quadro clinico estd diretamente ligada a idade do paciente. A ictericia
costuma estar presente em menos de 10% das criancas com idade inferior a 6 anos, em 40 a
50% daquelas com mais idade e em 70 a 80% dos adultos. Nos pacientes que ndo desenvolvem
ictericia, os virus comportam-se da mesma maneira, disseminando-se no meio ambiente, antes

do diagndstico ser realizado (FERREIRA et al, 2004).

2.6.3 - Epidemiologia

A principal rota de transmissdo é a fecal-oral, podendo ser considerada como uma
doenca transmitida entericamente. A transmissdo parenteral € rara, mas pode ocorrer quando se
utiliza sangue de um doador, durante a fase de viremia no periodo de incubagcdo (FOCACCIA,

1997).

Estima-se que 125 000 a 200 000 casos de infeccdo por hepatite A ocorrem
anualmente nos Estados Unidos, dos quais 84 000 a 134 000 s3o sintomdticos. Baseado no
numero total de casos de hepatites virais relatados em 1998 nos Estados Unidos, 63%
correspondeu a hepatite A, 28% de hepatite B e 9% para hepatite C (KNIPE et al, 2001). No
Brasil, a hepatite A continua sendo o principal causador das doencgas por hepatites,

representando 43% dos casos registrados de 1996 a 2000 (CLEMENS et al, 2000).
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A hepatite A tem distribuicdo universal, sendo endémica em muitas regides, mas a
prevaléncia da infeccdo varia muito com o grau de higiene e de acordo com os servicos de
saneamento oferecidos para a populacdo. A prevaléncia da hepatite A em vdrias regides do

mundo pode ser vista pela Figura 5.

Prevaléncia Anti-HAV

M Ata B intermediaria
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Figura 5. Mapa mostrando a prevaléncia da hepatite A em vdrias regides do mundo.

Fonte. Centers for Disease Control and Prevention — CDC - Feb 2007.

Nos paises menos desenvolvidos, com baixos niveis de saneamento, a infeccdo tem
incidéncia muito alta e mais de 90% das criangas tem sorologia positiva para o HAV até o final
da primeira década de vida, adquirindo imunidade posterior ao virus, fazendo com que as
epidemias se tornem mais raras.

Nos paises com melhores condi¢cdes de saneamento, a prevaléncia da infeccao atinge a

fase final da infancia e o inicio da adolescéncia e, nestas regides, a hepatite aguda é mais
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freqiiente e os surtos epidémicos podem ocorrer devido a contaminacdo acidental da dgua e dos
alimentos.

Té&m-se incluido o Brasil como um pais de condi¢des intermedidrias na prevaléncia da
doenca, pois, as condi¢des de vida e dos servigos de saneamento prestados estdo melhorando
nos ultimos anos e a soroprevaléncia de anticorpos anti-HAV estd sendo mais pronunciada
numa populagdo com idade um pouco mais avancada, mais frequentemente dos 5 aos 9 anos de
idade, de acordo com uma andlise de anticorpos anti-HAV entre os anos de 1996 e 2000
realizadas em algumas regioes do pais (CLEMENS et al, 2000; FERREIRA et al, 2004).

Altas taxas de soroprevaléncia da hepatite A ainda sdo encontradas no Brasil,
sobretudo nas regides menos desenvolvidas. Clemens et al (2000) analisaram a soroprevaléncia
da hepatite A no pais, numa populagao de 3600 individuos com idades entre 1 e 40 anos, em 4
diferentes capitais e obtiveram os resultados gerais de 64,7% de soroprevaléncia. Os maiores
padrdes de ocorréncia foram documentadas nas regides Norte e Nordeste (92,8% e 76,5%,
respectivamente), enquanto as menores endemicidades foram observadas no Sul e Sudeste
(55,7%). O nivel sécio-econdmico e as condi¢des de saneamento bdsico ainda influenciam os
padrdes epidemioldgicos da doenga no Brasil (CLEMENS et al, 2000).

Nas regides desenvolvidas, a incidéncia da doenca é baixa e mais prevalente em
adultos jovens, podendo ocorrer surtos esporddicos, principalmente devido as migracdes. Em
regides desenvolvidas com pouca migragdo, a incidéncia da doenca é muito baixa e ocorre em
adultos ou idosos, geralmente por pessoas que viajaram para areas endémicas. Os surtos

epidémicos sdo raros.

2.6.4 - Prevencao

Como jé descrito anteriormente, o principal modo de transmissdao do HAV ¢ através de
dgua e alimentos contaminados e, sendo assim, uma das melhores formas de prevengdo seria a
melhoria dos servicos de saneamento bdsico, mais especificamente dos servicos de
abastecimento de 4gua e esgotamento sanitdrio. Outras formas de prevencdo seriam: a
imunizacdo passiva através da injecao intramuscular de gamaglobulina ou da imunizacdo ativa,
através de vacinas inativadas, introduzidas pelos programas de vacinacao.

Tém-se discutido o uso de vacinas como uma das formas de prevenir e erradicar a
doenca, sobretudo nos paises que apresentam prevaléncia intermedidria ou baixa. Porém, o

custo da vacinacdo ainda é bastante elevado no Brasil, embora esta medida venha ganhando
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importancia na medida em que os padrdes de prevaléncia comecam a ser mais freqiientes em
faixas etdrias tardias e cujas implicagdes da doenca sdo mais graves. Entretanto, surtos da
doenca ainda sdo freqiientes no Brasil (VILLAR et al, 2002 b) e sdo relacionados,
principalmente, com a qualidade da dgua. Enfatiza-se a importancia da melhora dos servigos de
saneamento das comunidades brasileiras, sobretudo nas regides mais carentes. Esta medida, em

longo prazo, pode reduzir os custos destinados a vacinagdo e a medicina curativa no pais.
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3 - METODOLOGIA
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3.1 — Caracterizacao da Estaciao de Tratamento de Esgoto (ETE) Hospitalar

A Estacdo de Tratamento de Esgotos (ETE) especifica do estudo recebe os efluentes de
um hospital, na cidade do Rio de Janeiro — RJ, Brasil.

A ETE utiliza processo anaerébio de tratamento de esgotos, composta pelas unidades de
reator UASB seguido de pds-tratamento por trés filtros anaerdbios, dispostos em série, com
direcdo de fluxo ascendente.

O uso de tecnologias que empregam sistema anaerébio de tratamento, tais como reator

UASB e filtro anaerébio, € interessante, sobretudo do ponto de vista de custos. Estes sistemas nao
demandam gasto de energia (exceto para estacdo elevatéria de chegada, quando houver), funcionam
bem a altas temperaturas (condi¢io bastante favoravel para paises de clima tropical como o Brasil),
apresentam maior simplicidade de operagdo e manuten¢do, baixos custos de implantacdo, da ordem
de 20 a 30 dolares per capita, baixa producdo de solidos, cerca de 5 a 10 vezes inferior ao que
ocorre nos sistemas aerébios, além da aplicabilidade em pequena e grande escala
(CHERNICHARO, 1997), podendo-se tornar vantajoso para o tratamento de efluentes hospitalares.

Os esgotos a serem tratados sdo provenientes das unidades que compdem o hospital,
como laboratdrios, unidades de reabilitacdo, didlise, internacdo, cirurgia, ambulatdrios, lavanderia
e refeitorio.

Os parametros de cdlculo do projeto da ETE foram baseados na capacidade de
atendimento do hospital e nas atividades exercidas neste estabelecimento. Os parametros adotados
foram obtidos do memorial de cédlculo da ETE correspondente a época da execu¢do do projeto

(junho de 2002) e podem ser vistos na Tabela 7:

Tabela 7. Parametros de Projeto de acordo com a capacidade hospitalar®

Numero de leitos 200 leitos
Pacientes externos 2000 pacientes
Numero de funciondrios 800 funciondrios
Didlise 9 cadeiras
Cozinha 1300 refei¢coes/dia
Lavanderia 6Kg/leito x 200 leitos = 1200 kg/dia
*junho de 2002

As principais unidades que compdem este sistema de tratamento de esgotos sao:
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= Sistema de gradeamento: para a retencdo e remoc¢do de sélidos grosseiros que estdo

contidos no fluxo.

= Estacao elevatoria: para elevar o liquido da cota de chegada apds a etapa de
gradeamento, até o nivel de entrada do reator anaerébio, através de dois conjuntos

motor-bomba do tipo submerso, acionada por béias de nivel.

=  Reator Anaerobio de Fluxo Ascendente e Manta de Lodo (UASB): onde € realizado
o principal processo de estabilizagdo da matéria organica, através da formacdo de uma

manta de lodo densa e de elevada atividade.

= Filtros anaero6bios: unidades de pds-tratamento para o polimento de esgotos, utilizando
trés filtros bioldgicos anaerdbios em série, de fluxo ascendente, com uma capacidade de
remo¢dao complementar de matéria organica. Apresentam como suporte de

preenchimento pedra brita n° 4.

= Sistema de cloracao: desinfeccdo do efluente final utilizando pastilhas de hipoclorito
de cdlcio para a eliminagio de organismos patogénicos. E importante enfatizar que foi
estabelecido um acordo com os técnicos de operagao da ETE para que no periodo de
coleta das amostras de esgoto, ndo fossem adicionadas as pastilhas de hipoclorito de
calcio para a desinfeccao do efluente final, pois, o objetivo da presente pesquisa nao foi
avaliar a eficiéncia do processo com a interferéncia de cloro como agente de remocao de

patégenos, mas, somente a eficiéncia dos filtros.

A seguir, serd apresentado o dimensionamento do reator UASB e dos filtros anaerébios:

Dimensionamento do reator UASB:

= Vazio média (adotada): 220 m d'ou254L. s
= DBO afluente: 290 mg/L

= DQO afluente: 580 mg/L

= Tempo de retencao hidraulica (TRH): 8 horas

=  Volume total do reator: 73,36 m’
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= Altura do reator: 4,5 m

» Area corrigida: 16,5 m>

* Distribuidores internos: 8

* Estimativa da eficiéncia de remog¢do de DQO: Epgo = 67,5%

= Estimativa de eficiéncia de remog¢ao de DBO: Epgo = 75,4%

= Estimativa das concentragdes de DQO e DBO na saida do reator:
*  Spgo = 189,6 mg/l

* Sppo=71,3 mg/l

* Avaliagdo da producao de metano: Qcps = 22,5 m’d’

O dimensionamento do reator UASB estd representado na Figura 6:
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Figura 6. Dimensionamento do reator UASB
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Dimensionamento do filtro anaerobio:

Para o dimensionamento dos filtros anaerébios utilizaram-se as disposi¢des contidas na
norma ABNT 7229/93 referentes a fossas sépticas e disposicao final de efluentes. Como parametro
de tempo de retencdo hidrdulica média para filtro anaerébio como unidade de pds-tratamento,

adotou-se 4 horas.

= Volume dtil: 50,7 m’

* Profundidade maxima do filtro: 1,2 m

»  Area (adotada): 42,24 m?

= Eficiéncia esperada: E = 56,5%

= Estimativa das concentragdes de DQO e DBO na saida do efluente final:
*  Spoo = 82,5 mg/l

* Sppo =31 mg/l

= Suporte de preenchimento dos filtros: pedra brita n° 4

O esquema geral das unidades de tratamento que compdem o sistema pode ser visto em anexo

(pdg. 113).

O afluente que chega do hospital passa pela primeira etapa de tratamento que consiste na
remocao de solidos grosseiros (particulas com dimensdes maiores ou iguais a lcm e areia) através
de gradeamento e, logo em seguida, é bombeado para o interior do reator UASB. O efluente do
reator UASB passa pelos trés filtros anaerdbios dispostos em série, com dire¢ao de fluxo
ascendente e pela etapa final de desinfeccdo por cloragdo, através da adicdo de pastilhas de
hipoclorito de s6dio. Apds o tratamento, o efluente € lancado na rede publica de coleta de esgotos
da CEDAE (Companhia Estadual de Agua e Esgotos).

Um esquema geral da dindmica e das unidades de tratamento de esgoto envolvidas pode

ser visto através de um fluxograma simplificado (Figura 7).
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Figura 7. Fluxograma geral do processo e das unidades de tratamento de esgoto

A ETE localiza-se numa 4drea externa dentro dos limites do estabelecimento hospitalar e
o reator UASB e os filtros anaerébios cobertos podem ser vistos nas Figuras 8 e 9,

respectivamente.
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Figura 8. Reator UASB Figura 9. Filtros Anaerébios

Alguns parametros fisico-quimicos foram obtidos durante o periodo de coleta de
amostras. Os parametros analisados foram: DQO, DBOs, pH, turbidez, amdnia e SST presentes no
lodo. A vazao também foi medida durante algumas coletas realizadas.

A turbidez foi medida no préprio local de coleta através de um turbidimetro 2100P

Turbidimeter — Hexis, da Hach. Os outros parametros foram obtidos pelo laboratério de
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Saneamento e Meio Ambiente da UERJ. As metodologias utilizadas para o monitoramento

destes parametros foram baseadas no Standard Methods for Examination of Water and

Wastewater (APHA, 1998).

Os resultados dos parametros fisico-quimicos e da vazao estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Parametros fisico-quimicos obtidos da ETE hospitalar

Parametros Unidade Média Desvio padrao
Vazio L.s' 2,37 0,27
SST (lodo) mg. L 1726,5 1441,7
pH afluente 6,95 0,11
pH UASB 6,96 0,15
pH efluente 6,54 0,40
Turbidez afluente UNT 44,9 28,3
Turbidez UASB UNT 13,41 11,02
Turbidez efluente UNT 5,34 3,69
Amonia afluente mg.L'1 13,57 6,33
Amdnia UASB mg.L" 17,79 20
Amonia efluente mg.L'1 4,46 7,18
DBOs afluente mg.L" 30,15 13,11
DBOs UASB mg.L" 11 4,3
DBOs efluente mg.L" 4,25 4,85
DQO afluente mg.L" 158,43 81,3
DQO UASB mg.L" 71,82 11
DQO efluente mg.L" 343 15,98

Obs: os resultados correspondentes a saida do reator UASB e da saida final foram obtidos

das coletas em que ETE operava normalmente.

3.2 - Amostragem

3.2.1 - Coleta de Esgoto e Lodo de Esgoto

Foram realizadas 10 coletas de esgoto e lodo de esgoto para as andlises bacterioldgicas e 5

coletas de esgoto e lodo de esgoto para as andlises do virus da hepatite A, durante o periodo

compreendido entre outubro de 2005 a novembro de 2006. As coletas ocorreram no periodo da

manha (entre as 9:00 e 11:00 horas), na maioria delas as segundas-feiras e as amostras eram

levadas imediatamente para os laboratérios de anélise.
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O horério das coletas realizado pela manha foi escolhido em decorréncia da necessidade de
processar rapidamente as amostras nos laboratérios de andlise. O dia de coleta predominante
(segunda-feira) também foi escolhido para que houvesse tempo hdbil de realizar as andlises

bacterioldgicas sem periodos longos de interrup¢ao das metodologias aplicadas.

Os pontos de amostragem foram:

= Afluente (esgoto bruto)

* Lodo (amostra composta correspondente aos trés compartimentos de alturas
diferentes)

» Efluente do reator UASB

= Efluente tratado (ap6s a passagem pelos filtros anaerébios)

Os volumes de amostras necessdrios para realizar os experimentos em cada coleta

foram:

= 2 L de esgoto retirados de cada ponto de coleta e 2 L. de lodo de esgoto (amostra

composta) para a andlise dos virus da hepatite A.

= Aproximadamente 100 mL de esgoto retirados de cada ponto de coleta e 100 mL de
lodo de esgoto (amostra composta) para a andlise de coliformes totais e fecais,

enterobactérias e Pseudomonas aeruginosa.

Os materiais utilizados para a coleta foram: frascos de plastico de 1L para a
armazenagem do esgoto e do lodo, balde, luvas de borracha e funil, devidamente lavados e
desinfetados.

As andlises bacteriologicas foram realizadas no Laboratério de Enterobactérias do
Departamento de Bacteriologia do IOC/ FIOCRUZ e as andlises do Virus da hepatite A no
Laboratorio de Virus da Hepatite A, do Departamento de Virologia — IOC/ FIOCRUZ.
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3.3 — Analise de Coliformes Totais e E.coli - Técnica dos Tubos Miiltiplos

A andlise de coliformes totais e termotolerantes (E.coli) foi realizada através do método
de fermentacdo em tubos multiplos, padronizada pelo Standard Methods for Examination of
Water and Wastewater (APHA, 1998).

Os ndmeros de coliformes foram obtidos através da Tabela do Ndmero Mais Provavel
(NMP) e representam os valores encontrados em 100 mL de amostra (NMP/ 100 mL).

Foram obtidas as médias geométricas dos resultados de coliformes totais e E.coli € o
calculo da média geométrica, da férmula:

Média geométrica =10 (média aritmética dos logaritmos)

Os resultados foram apresentados em tabelas e graficos para facilitar a visualizacao.

3.4 — Analise de Enterobactérias e Pseudomonas aeruginosa

Para isolar e identificar os microrganismos da familia das Enterobacteriaceae, os seguintes
meios de cultura foram utilizados: Tergitol — 7 (Oxoid) com adicio de TTC (cloreto de
trifeniltetrazélico a 0,05%) (Figura 10), EMB (Eosina Azul de Metileno) (Figura 11) e GSP

(Glutamato Starch Phenol Red) — (Figura 12), para a deteccao de Pseudomonas aeruginosa.

Figura 10. Tergitol — 7 Figura 11. EMB Figura 12. GSP

As amostras de esgoto e lodo de esgoto foram inoculadas diretamente nas placas (10 uL) e

também foram diluidas em solu¢do salina, nas concentragdes de 10'1, 102 ¢ 10° para cada ponto
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de coleta e meio de cultura utilizado, perfazendo um total de 48 placas de meios de cultura por

coleta. O esquema adotado para as dilui¢des pode ser visto na Figura 13.
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Figura 13. Esquema das diluicdes empregadas na andlise por cada ponto de coleta

e meio de cultura utilizado

Ap6s semeadas (spread plate) as placas foram incubadas na estufa a 35°C por 24 a 48
horas para o crescimento das coldnias e apds este periodo foi realizada a contagem das coldnias
nas placas.

A selecdo das colonias para o isolamento e a identificacdo foi baseada nas diferencas
morfoldgicas apresentadas e aproximadamente 10 colonias foram isoladas de cada meio de cultura
por dia de coleta. Diferentes tipos de colonias isoladas foram submetidas aos meios de triagem:
CV (Costa & Vernin), SIM (Sulfato/Indol/Motilidade) e Agar Citrato. Apds a semeadura nestes
meios, incubou-se novamente e colocou-se na estufa a 35°C por mais 18 a 24 horas. As provas
bioquimicas adicionais para a identificacdo das espécies foram realizadas segundo a orientagao do
Manual de Detec¢ao e Identificagdo de Bactérias de Importancia Médica (ANVISA, 2005).

O resultado do crescimento de colonias foi expresso em UFC (Unidades Formadoras de
Colonias) nos meios de cultura utilizados correspondente as amostras de esgoto e lodo de esgoto

dos diferentes estdgios do sistema de tratamento de esgoto.
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3.5 — Antibiograma (Técnica de Disco-Difusao e Disco Combinado)

O antibiograma foi realizado através dos testes de disco-difusdo, recomendados pela Norma M2
— A8, V.23, n° 1, 8 edicdo da ANVISA, padronizados pelo CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2005). O método de discos combinados para detectar Klebsiella pneumoniae
produtoras de ESBL (B-Lactamases de Espectro Estendido) foi realizado de acordo com o CLSI
(2005).

3.5.1 - Disco-difusao

Para o teste de disco-difusdo, as colonias identificadas como Klebsiella pneumoniae
foram semeadas em agar nutriente. Deste meio, uma al¢ada das colonias foi transferida para uma
solucdo salina e a suspensdo foi comparada com o padrdao de turvacdo 0,5 da escala de Mac
Farland. Em seguida foi realizada a semeadura no meio de agar Miieller-Hinton e os discos de
antibidticos (Oxoid — Basingstoke, Hampshire, England) préprios para bactérias Gram negativas
foram introduzidos no meio.

Os antibidticos e suas respectivas concentracoes e classes podem ser vistos na Tabela 9.

As placas foram colocadas na estufa a 35°C +/- 2°C, por 16 a 18 horas. O resultado do
teste de disco-difusdo para a resisténcia aos antibidticos foi obtido através da medida do halo de
inibicdo de crescimento, provocado pelos discos de antibiéticos colocados nas placas semeadas. De
acordo com o diametro do halo de inibicao foi possivel conferir se a bactéria era sensivel, mais ou
menos sensivel (intermedidria) ou resistente ao antibidtico testado. A zona do diametro € particular
para cada droga e microrganismo, sendo comparados com didmetros padronizados do CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2005).

O uso de amoxacilina com o inibidor de B — lactamases, o acido clavulanico, foi
utilizado como um indicador de bactérias produtoras de ESBLs (8 — lactamases de espectro
estendido). Estes discos foram colocados ao lado dos antibidticos 3 — lactimicos (ceftriaxona e
ceftazidima) e a presenca de uma zona clara entre os discos indicou a possivel presenca de bactérias
produtoras de ESBLs. Estas bactérias suspeitas de serem ESBL positivas foram submetidas ao teste

de discos combinados.
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Tabela 9. Antibiodticos utilizados, concentracio e classe a que pertencem

Antibiéticos Concentracao (pg)* Classe do antimicrobiano
Cefoxitina (FOX) 30 Cefalosporina de 2* geragac
Ceftriaxona (CRO) 30 Cefalosporina de 3* geragac
Ceftazidima (CAZ) 30 Cefalosporina de 3* geragac
Cefepima (FEP) 30 Cefalosporina de 4* geragac
Imipenem (IMP) 10 carbapenem
Gentamicina (CN) 10 aminoglicosideo
Amicacina (AK) 30 aminoglicosideo
Ciprofloxacin (CIP) 5 fluoroquinolona
Cloranfenicol (C) 30 cloranfenicol
Sulfametoxazol- Inibidores da via
trimetoprim (SXT) 1,25/ 23,75 metabodlica
dos folatos
Tetraciclina (TE) 30 Tetraciclina

Amoxacilina + acido

clavulanico (AMC) 20/ 10

Penicilina + inibidor de B -

lactamases

* Concentragdes padronizadas pelo CLSI (2005).

3.5.2 - Discos combinados

Para o método de discos combinados, as bactérias que apresentaram indicio de ESBL
positivas foram transferidas para uma solucao salina e a suspensao foi comparada com a escala 0,5
de Mac Farland. Foi feita a semeadura e dois antibiéticos 8 — lactimicos foram inseridos nas placas:
cefotaxima (CTX, 30 pg) e ceftazidima (CAZ, 30 ng), e os mesmos antibidticos em conjunto com
um inibidor de 8 — lactamases, o dcido clavulanico (10 pg). Os discos foram inseridos nas placas
aos pares, um par de cefotaxima e cefotaxima em conjunto com &cido clavulanico e o outro par de

ceftazidima e ceftazidima em conjunto com 4cido clavulinico, dispostos a uma distancia

aproximada de 2 cm.
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O resultado foi positivo para a producdo de ESBL quando os discos de ceftazidima
possuiam um halo menor que 22 mm e menor que 27 mm para os discos de cefotaxima. Foram
consideradas cepas produtoras de ESBL quando ocorreu um aumento de mais de 5 mm de diferenca
entre os halos dos discos de ceftazidima e ceftazidima com 4cido clavulanico e um aumento de mais
de 3 mm entre o disco de cefotaxima comparado com o disco de cefotaxima com 4cido clavulanico.
A cepa controle utilizada foi a Klebsiella pneumoniae ATCC 700603.

A freqiiéncia relativa de bactérias resistentes por antibidtico testado foi apresentada em

tabelas e graficos para facilitar a visualiza¢do dos resultados.

3.6 — Analise de Virus da Hepatite A

A metodologia utilizada para identificar o virus da hepatite A nas amostras de esgoto e lodo

de esgoto se consistiu de trés procedimentos essenciais:

* Adsorcao-elui¢cdo
= Concentracdo
= Andlises de biologia molecular através de RT-PCR (Reverse Transcription - Polymerase

Chain Reaction) seguido pelo Nested PCR.

As etapas serdo descritas a seguir:

3.6.1 - Adsorcao-eluicao

Materiais:

= Sistema Millipore Corporation, Bedford, Massachussetts 01730. Capacidade méaxima: 10L
Catalog. N° XX6700P10® - funciona a alta pressao

= Filtro AP20 14250 Millipore, microfibra de vidro, 0,45 um de poro, 142 mm de didmetro,
branco, liso (1°filtro)

= Filtro HAWP 14250 Membrana HA em ester de celulose, 0,45 um de poro, 142 mm de

didmetro, branco, liso (2°fltro)
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Reagentes:

» NaOH ImM pH 10,5
= TE (Tris-EDTA) 100X 1M pH 8

= 1M Tris HCI pH 8 ¢/ 100mM EDTA
» H,S0,0,5mM pH 3

= HCI6N

A etapa que consistiu na purificagdo e na concentracdo dos virus, seguiu a metodologia
realizada previamente por Katayama (2002). Este método consiste no uso de um sistema de bomba
a vacuo, cuja amostra a ser analisada passa através de duas membranas: (AP20), para a retencao de
bactérias e outras impurezas e através de outra membrana (HA - Millipore) carregada
negativamente para a adsor¢do dos virus.

Para concentrar os virus das amostras de lodo de esgoto foi necessario incluir um passo de
diluicdo para que as amostras pudessem passar pela etapa da filtracdo. Todas as amostras tiveram

um volume final de 2 L. As dilui¢Ges empregadas em cada amostra estdo especificadas a seguir:

= Coleta 04/10/05: ndo foi realizada a andlise de lodo

= Coleta 08/05/06: 2 L de lodo foram passados pelo sistema de filtracao

= Coleta 22/05/06: 200 mL de lodo foram diluidos em 1800 mL de dgua destilada
= Coleta 06/06/06: 1 mL de lodo foram diluido em 1999 mL de dgua destilada

= Coleta 14/08/06: 10 mL de lodo foram diluidos em 1990 mL de dgua destilada

Dos volumes de lodo utilizados em cada diluicdo, foram obtidas as concentracdes
correspondentes em miligrama de lodo, baseados na conversdao dos valores de sélidos suspensos
totais (SST mg/ L).

Foram utilizadas as concentragdes de S6lidos Suspensos Totais (SST) correspondentes
as coletas dos dias 22/05/06, 06/06/06 e 14/08/06. Na coleta do dia 08/05/06 nao foi possivel obter
a andlise de solidos da amostra, por isso, a massa de lodo correspondente ndo foi considerada. Os
valores de sélidos suspensos totais (SST) em mg/ L, correspondentes as amostras analisadas de

acordo com cada dilui¢do utilizada, estao apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10. SST (mg/ L) e valores correspondentes em miligrama de lodo utilizados em

cada amostra

Datas das coletas SST (mg/ L) Massa de lodo
(mg)
22/05/06 15565 3100
06/06/06 3788 3,7
14/08/06 759 7,5

A primeira etapa da andlise consistiu na filtracio de cada amostra (2L) através do
sistema de bomba a vicuo (Millipore — Figura 14) que funciona a alta pressdo. O Liquido filtrado
passou primeiramente através do filtro AP20 de tamanho de poro 0,45 um, que retém as bactérias
e outras impurezas.

O liquido filtrado (aproximadamente 2 L) foi colocado no agitador magnético por 10
minutos com adi¢@o de 1,2 g de MgCl,. O pH da 4gua foi ajustado para 5 utilizando HCI.

O liquido foi passado novamente pelo sistema de bomba a véicuo através de outro filtro
(membrana carregada negativamente HA Millipore de 0,45 pm de didmetro de poro) para adsorver

as particulas virais. A dgua residual foi desprezada.

Figura 14. Sistema de filtracao

Em seguida, 350 mL de H,SO4 a 0,5 mM e pH 3 foi passado através da membrana
carregada negativamente pelo sistema de bomba para extrair os cations. O filtro foi cortado e
colocado em tubo Falcon com 15 mL de NaOH a 1mM, agitando no vértex por 10 minutos para a

eluicdo dos virus. Ao final dos 10 minutos, o eluato foi transferido para outro tubo contendo 50 uL
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de H,SO4 50 mM e 50 pL de tampao TE 100X para neutralizagdo, perfazendo um volume final de

aproximadamente 15 mL.

3.6.2 - Concentracao

O proximo passo foi concentrar a amostra usando o kit Centriprep YM — 50
(Regenerated Cellulose 50,000 MWCO - Amicon), centrifugando (centrifuga 5804R — Instrucom)
por 10 minutos a 5000 rpm (rotacdes por minuto) a 4°C. O volume do concentrado final foi de 2
mL. As amostras foram estocadas a — 20°C até serem utilizadas para os testes de biologia

molecular.

3.6.3 - Identificacido do virus da hepatite A (RT-PCR e Nested PCR)

Para a identificacdo dos virus presentes na amostra, cinco passos essenciais foram realizados:

= Extracdo do RNA viral

» Transcricdo Reversa do RNA para cDNA (DNA complementar)
= PCR

= Nested PCR

» Visualizac@o dos produtos do PCR através de gel de eletroforese

Os procedimentos empregados nesta etapa serdo especificados a seguir:

1) Extracdo do RNA viral das amostras de esgoto e lodo de esgoto:

O RNA das amostras foi extraido utilizando-se o kit comercial: “Viral RNA Mini Kit”
(Qiagen Sciences, Maryland, EUA), segundo as instru¢des do fabricante.

Apo6s a identificacdo dos tubos (numeragdo das amostras), 560 uL. do tampao AVL
(Viral Lysis Buffer) foram adicionados e, logo em seguida, foram acrescentados 140 uL de cada
amostra (esgoto e lodo de esgoto) correspondente. Apds a homogeneizagdo e a incubacdo em
temperatura ambiente por 10 minutos, foi adicionado 560 pL de etanol a 100% e novamente

homogeneizado por meio de vortex por aproximadamente 15 segundos.
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Esta solucgdo foi transferida para colunas e estas foram submetidas a uma centrifugacdo
(centrifuga 5415R — AG 22331 — Hamburg, Germany) por 1 minuto a 8 000 rpm.

Os tubos coletores das colunas foram descartados e novos tubos foram recolocados. Os
tubos coletores contém uma membrana que servem para adsorver o RNA viral. O préximo passo
foi a adi¢do de 500 pL do tampao AW1 (Washer Buffer 1) para a lavagem da coluna (retirar as
impurezas da membrana), seguida por nova centrifugacio a 8 000 rpm por 1 minuto.

Novamente, os tubos coletores foram descartados e novos tubos foram recolocados. Os
tubos internos com a membrana foram repassados para novos tubos coletores. Foram adicionados
500 ul do tampao AW?2 (Washer Buffer 2) para a segunda lavagem. As colunas foram
centrifugadas a 14 000 rpm por 3 minutos e os tubos coletores com o liquido sedimentado foram
descartados. Os tubos internos com as membranas foram transferidos para tubos conicos estéreis
de poliestireno de 1,5 mL e foram adicionados 60 uL de tampao AVE (Elution Buffer) para eluir o
RNA da membrana e estas colunas foram submetidas a centrifugacao por 1 minuto a 8 000 rpm.

Posteriormente, as colunas internas com a membrana foram descartadas (o0 RNA foi
eluido e estava sedimentado no fundo do tubo) e os tubos cOnicos estéreis contendo o RNA viral

foram submetidos a sintese do DNA complementar através da reacdo da transcriptase reversa.

2) Transcricao Reversa

Materiais:
Mix para a reagdo (concentragdes por amostra):
* random primer — 2 pmol/ pL (Invitrogen, Escécia)
= dNTP’s—1puL
= RNAsin - 0,5uL
= Tampao - 4 uL
* Enzima Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (MMLV-RT) ( Invitrogen,
CA,EUA)-1puL

Apés a mistura, as amostras foram incubadas no termociclador (TC-312, Analitica) a
37°C durante 60 minutos para ocorrer a transcri¢cdo reversa do RNA em DNA complementar.
Logo em seguida, a enzima foi inativada pela incubacdo das amostras a 65°C por 10 minutos. As

amostras estavam prontas para a préxima etapa: PCR 1.
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3)PCR1

Mix para a reagdo (concentragdes por amostra):

= Agua Milli-Q — 9,7uL

= dNTP -4 uL (GIBCO, NI, EUA)

* Tampao — 2,5 uL (Invitrogen, CA, EUA)

= MgCl,-1,5uL

®  Primer Fs— 1 puL

*  Primer F;—1puL

» Taq DNA polimerase — 0,3 uL (Invitrogen, CA, EUA)
» Adicionar 5 uL do cDNA

Apés a mistura dos reagentes especificados anteriormente, 25 puL. da solu¢do obtida
foram transferidas para cada tubo de poliestireno (0,5 mL) para a reacdo de PCR. As amostras
foram colocadas em um termociclador (TC-312, Analitica, UK) e, apds a desnaturagdo inicial
de 94°C por 4 minutos, foram submetidas a 30 ciclos de amplificagdo. Cada ciclo consistia de:
94°C por 30 segundos para a desnaturacdo, 40°C por 30 segundos para a hibridizacdo dos
oligonucleotideos, 72°C por 1 minuto para a sintese do DNA. Apds o ultimo ciclo, uma etapa
de 72°C por 7 minutos foi acrescida para o elongamento final das cadeias de DNA. Em seguida,

as amostras foram submetidas a um segundo ciclo de amplificacao (Nested RT-PCR).

4) Nested PCR (PCR 1I)

Mix da reagao:
= Agua Milli-Q — 13,9 uL
= dNTP-4uL
* tampdo — 2,5 uL
= MgCL,-1,5uL
*  Primer Fg -1 puL
*  Primer Fg—1puL
» Taq DNA polimerase - 0,15 uL
= Adicionar 2 uLL do PCR 1
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Apés a mistura dos reagentes especificados anteriormente, 26 uL. da solu¢do obtida
foram transferidas para cada tubo de poliestireno (0,5 mL) para a reacao de PCR II. Colocaram-
se as amostras em um termociclador (TC-312, Analitica, UK) e apds a desnaturacao inicial de
94°C por 4 minutos, as mesmas foram submetidas a 40 ciclos de amplificacdo. Cada ciclo
consistia de: 94°C por 30 segundos para a desnaturacdo, 48°C por 30 segundos para a
hibridiza¢do dos oligonucleotideos, 72°C por 1 minuto para a sintese do DNA. Apéds o dltimo
ciclo, uma etapa de 72°C por 7 minutos foi acrescida para o elongamento final das cadeias de
DNA. Os produtos da reacdo de nested PCR estavam prontos para a visualizacio em

eletroforese em gel de agarose.
Oligonucleotideos utilizados nas reacoes de PCR:
Os oligonucleotideos (par de primers) utilizados nas reagdes de PCR correspondem a

regido do genoma VP1/2A e as polaridades, as posi¢cdes no genoma e as seqiiéncias nucleotidicas,

podem ser vistos na Tabela 11.

Tabela 11. Oligonucleotideos utilizados nas reacoes de PCR

Oligonucleotideo Polaridade Posicao Seqiiéncia (De Paula et al, 2002)
no genoma
F6 Positiva 2897 TATTCAgATTgCAAATTAYyAAT
F7 Negativa 3288 AAYTTCATYATTTCATgCTCCT
F8 Positiva 2949 TTgTCTgTYACAgAACAATCAg
F9 Negativa 3192 AggRggTeggAAgYACTTCATTTgA

5) Visualizacio dos produtos de PCR através do gel de eletroforese

Materiais:
*= Tampao Tris-Acetato/EDTA (TAE) (50x: 242g Tris base/ 57,1 mL de 4cido acético glacial/
100 mL de EDTA 0,05 M; pH 8,0)
» Tampao da amostra (50% de glicerol, 0,4% de azul de bromofenol, 0,4% de xileno cianol)
* Brometo de etideo (EtBr) — 0,5ug/ mL
* Agarose 1,5% em tampao TAE contendo 0,5% de EtBr
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* Padrdo de peso molecular (247 pb) (/X174 DNA/Hae III fragments 1) (Invitrogen, CA,
EUA)

Um volume de 10 pL do produto da reacdo de Nested PCR foram submetidos a
eletroforese (85 volts/ 40 minutos) em gel de agarose a 1,5%, contendo 0,5% de brometo de
etideo, em tampao TAE. O marcador molecular [1X174 foi colocado em um orificio em cada gel
para a determinacdo do tamanho da banda obtida na reagao de PCR. Um controle negativo também
foi utilizado em cada gel para confirmar e comparar com os resultados apresentados. Apos a
corrida eletroforética, o gel foi examinado em luz ultravioleta no transiluminador (TMW-20, UVP

Imagestore, CA, EUA) para a visualizacdo das bandas de DNA de 247 pb (pares de bases).

48



4 - RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 — Resultados de coliformes totais e termotolerantes

O estudo do monitoramento de coliformes foi realizado porque estes microrganismos
ainda sdo considerados os melhores indicadores da polui¢do microbiana das dguas e também
ainda sdo extensivamente usados como indicadores da eficiéncia de sistemas de tratamento
de esgotos na remocao de microrganismos.

Antes da apresentacdo dos resultados, é preciso descrever que a ETE em estudo
apresentou problemas operacionais (falhas na bomba de succido) durante parte do periodo de
coletas de amostras, comprometendo os resultados de coliformes presentes nos diversos
estagios do processo de tratamento de esgoto.

Foram considerados como resultados fidedignos aqueles obtidos durante as coletas
em que a ETE estava operando normalmente. Todos os resultados do afluente, antes da
entrada no sistema, foram considerados. Entretanto, as médias dos resultados de coliformes
obtidas dos pontos de coleta do lodo, do efluente do reator UASB e do efluente tratado
foram correspondentes aos dias de coleta em que a ETE operou normalmente.

A seguir serdo apresentados os resultados de coliformes totais e termotolerantes
encontrados nos efluentes hospitalares (Tabelas 12 e 13) e a eficiéncia do sistema na

remogao destes microrganismos (Tabela 14).
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Tabela 14. Resultados das eficiéncias médias de cada unidade que compdem o sistema e
eficiéncia total na remocao de coliformes totais e termotolerantes
Parametros  Entrada UASB E (%) Saida E (%) E total
(%)
Col. Totais ~ 1,12x 10° 2,3x 10° - 2,8x10° 98,78 98,78
(NMP/100mL.)

E.coli(N\MP/  2x10" 63x10° 68,5 3,5 x10° 94,44 98,25
100mL)

Médias dos resultados de coliformes totais e termotolerantes por pontos
de coleta

222748

NMP/100mL

Entrada Lodo UASB Saida
Pontos de coleta

m Coliformes Totais @ Coliformes Termotolerantes

Figura 15. Numero Mais Provavel (NMP) de ColiformesTotais e Termotolerantes
por 100 mL de amostra pelos respectivos pontos de coleta.

O niimero de coliformes totais (1,12 x 10> NMP/100 mL) e coliformes termotolerantes
(2,8 x 10° NMP/ 100 mL) encontrados no afluente hospitalar no diferiram muito das concentracdes
que geralmente ocorrem em afluentes de esgoto doméstico, cujas concentragdes para coliformes
totais frequentemente estdo entre os valores de 10°a 10" organismos por 100 mL e entre 10° a 10°

para coliformes termotolerantes (VON SPERLING, 2005).
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Entretanto, alguns trabalhos relataram que as concentracdes de coliformes fecais
encontradas no afluente de esgotos hospitalares apresentaram valores menores, da ordem de 10° a
10° bactérias por 100 mL (WEN et al, 2004; EMMANUEL et al, 2005; GALLERT et al, 2005).

Descreve-se na literatura internacional que os afluentes hospitalares geralmente
apresentam concentracdes de bactérias menores que 10/ 100 ml, comumente presentes nos sistemas
de esgoto municipal (METCALF & EDDY, 1991 apud EMMANUEL et al, 2005). Uma hipétese
para explicar o menor nimero de coliformes expressos por NMP nos efluentes hospitalares tem sido
atribuida a presenca de desinfetantes e antibidticos, que provavelmente possuem um potencial
genotoxico para estas bactérias (LEPRAT, 1998 apud EMMANUEL et al, 2005).

No presente trabalho, nas condi¢des normais de operacdo da ETE estudada, parece que
os fatores que poderiam influenciar na queda do nimero de coliformes, tais como uma concentracao
elevada de medicamentos ou substancias toxicas, ndo foram significativos. Além disso, os dados de
coliformes do afluente hospitalar também foram compativeis com os dados apresentados por
Guedes et al (2005) para as concentragdes de coliformes presentes nos efluentes hospitalares de
estabelecimentos de assisténcia a satide em Minas Gerais.

As concentragdes de coliformes termotolerantes (fecais) presentes no lodo de esgoto (1,6
x 10° NMP/100 mL) foram elevadas. Entretanto, ja era esperado que o lodo contivesse uma
concentracdo alta de bactérias, tendo em vista que muitas delas permanecem retidas no reator
UASB ao passarem através das camadas de lodo. Um estudo de Chitnis et al (2004) demonstra que
uma maior concentracdo de bactérias permanece contida nas fases s6lidas dos efluentes hospitalares
filtrados em relacdo aos efluentes liquidos (CHITNIS et al, 2004).

Apesar do lodo de esgoto ndo ter sido retirado do reator UASB desde o periodo inicial
de operacdo da ETE, deve-se considerar a possibilidade futura de retirada e o conseqiiente descarte
deste residuo. A disposicao de lodo proveniente de ETEs hospitalares em aterros sanitdrios ou em
outros locais ndo apropriados pode comprometer as condi¢des do ambiente em que este residuo for
disposto, caso ndo haja um processo de desinfec¢ao adequado.

O descarte de lodo de ETEs, muitas vezes, € realizado em corpos hidricos ou em lixdes,
provocando impacto ambiental devido a concentragdo de substincias toxicas, metais pesados e
microrganismos potencialmente patogénicos. As bactérias podem permanecer ativas no lodo ou na
mistura solo-lodo por longos periodos, podendo contaminar o lengol fredtico através da percolacao
do liquido contaminado através do solo. Mesmo apds a desidratacdo e a desinfeccdo através de
radiacdo solar, o lodo permanece com uma alta concentrac¢do de coliformes.

Chitnis et al (2004) avaliaram as concentracdes de bactérias presentes no lodo liquido e

no lodo seco de uma estacdo de tratamento de esgoto hospitalar e encontraram a concentragdo de
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34x 10° UFC/g no lodo imido. O lodo foi exposto a radiacio solar e este processo nao apresentou
um efeito satisfatério na reducdo da populagdo de bactérias. A concentragdo aumentou para 5,7 X
10® UEC/g, indicando a interferéncia da turbidez neste processo de desinfeccdo.

Prado et al (2003) também encontraram resultados semelhantes sobre a viabilidade de
bactérias no lodo de esgoto aplicado no solo e submetido a exposicdo da radiagdo solar por
periodos de tempo prolongados. Foi concluido que de um a dois dias apds a aplicagdo de lodo no
solo ha um aumento da populagdo bacteriana inicial e somente apds 15 dias de exposi¢dao a
radiacdo € que a populacdo de coliformes decresce consideravelmente. Durante este periodo de 15
dias, hd um risco eminente de percolacdo de bactérias através do solo e também h4 um risco de
contaminacdo humana através da manipulacdo ou do contato com este solo contendo o lodo
infectado. Por este motivo, é necessdrio que sempre se realize o monitoramento adequado deste
residuo, a fim de evitar danos a saude e ao meio ambiente.

Em decorréncia das altas concentragdes de microrganismos patogénicos, de metais
pesados e das evidéncias de contaminagdo por substincias toxicas tais como medicamentos, a
aplicacdo de lodo de esgoto proveniente de estabelecimentos de assisténcia a saide para outras
finalidades, como, por exemplo, na reutilizacao como fertilizante agricola, é desconsiderada.

Outros tipos de microrganismos presentes no lodo de esgoto hospitalar, tais como virus
patogénicos e bactérias resistentes a antibidticos, também devem ser monitorados e a discussao
envolvendo a contaminacdo do lodo da ETE hospitalar por estes agentes serd discutido
posteriormente.

Os valores obtidos de coliformes totais na saida do reator UASB foram bastante elevadas

(2,3 x 10 NMP/100 mL) e ndo ocorreu uma reducdo satisfatéria destes microrganismos através
deste processo de tratamento. A eficiéncia média de remocdo de coliformes fecais através do
processo de tratamento por reator UASB apresentou um resultado de 68,5%, valor abaixo da
eficiéncia média de remog¢do de coliformes que geralmente varia entre 70 a 90% para este tipo de
tratamento (VON SPERLING, 2005).

Com relagdo as eficiéncias médias totais de remog¢ado de coliformes apds a passagem dos
efluentes pelos filtros anaerébios (98,78% de remocao para coliformes totais e 98,25% de remog¢ao
para coliformes fecais) estas se apresentaram na faixa dos valores encontrados na literatura para
padrdes de eficiéncia de sistemas de fossa séptica, seguido de pds-tratamento por filtro anaerébio
(70 2 90%) (VON SPERLING, 2005).

Como as tecnologias de reator UASB seguida por varias op¢des de pds-tratamento sio
relativamente recentes no Brasil, ainda ndo ha dados suficientes na literatura sobre a eficiéncia de

remog¢do de coliformes nestes tipos de sistemas, pois, as op¢des de pds-tratamento também sao
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bastante diversificadas. Além disso, o tipo de sistema composto de reator UASB seguido pelo pds-
tratamento de trés filtros anaerdbios dispostos em série € raro na literatura, sendo mais freqiiente a
utilizacdo de reator UASB seguido de pds-tratamento de filtro anaerébio de camara tnica.

Mello Janior (1999) analisou a eficiéncia de remog¢do de coliformes em um sistema de
tratamento de esgoto, compostos por unidades de tanque séptico seguido de pds-tratamento por trés
filtros anaerébios dispostos em série, tratando esgoto de beneficiamento de pescado. As
concentracdes de coliformes nos efluentes finais também foram da ordem de 10° NMP/ mL
(MELLO JUNIOR, 1999).

Apesar das eficiéncias médias de remoc¢do final de coliformes, apds a passagem pelo
tratamento dos filtros anaerdbios, terem atingido 98,78% para coliformes totais e 98,25% de
remog¢ao para coliformes fecais, os nimeros de coliformes encontrados na saida do sistema sao
bastante elevados (2,8 x 10° e 3,5x 10° NMP/ 100 mL, respectivamente) e ndo se enquadram nos
valores de coliformes termotolerantes permitidos para padrdes de corpo receptor de classe I,
estabelecido pela Resolugdo CONAMA 357/2005. De acordo com esta Resolucdo, ndo deve ser
excedido um limite de 1000 coliformes termotolerantes por 100 mL de amostra.

Estudos desenvolvidos por Von Sperling e Chernicharo (2000 apud SOARES et al,
2002) indicam que as tecnologias de tratamento de esgotos empregadas no Brasil sdo eficientes
somente no que se refere a remocdo de Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), Demanda
Quimica de Oxigénio (DQO) e Sélidos em Suspensao (SS). Entretanto, ndo produzem um efluente
compativel com os padrdes de qualidade exigidos pela legislagdao anteriormente referida em termos
de amoOnia, nitrogénio, coliformes fecais e fosforo.

Desta forma, como descrito por estes autores, o sistema de tratamento estudado se
mostrou eficiente na remo¢ao dos parametros fisico-quimicos analisados e os valores encontrados
no efluente final de pH = 6,54, DBOs = 4,25 mg/ L e turbidez = 5,34 UNT atingem um limite
adequado, atendendo as especificagdes da Resolucaio CONAMA 357/2005 para padrdes de corpos
receptores de classe II. Entretanto, ele ndo se mostra muito adequado para reduzir a carga de
microrganismos como desejado.

Deve-se descrever que o sistema foi projetado para operar com valores de carga organica
maiores do que os apresentados pela presente pesquisa. Uma hipétese pode ser atribuida a possiveis
mudancas de atividades exercidas no estabelecimento ou a diminuicdo da capacidade de
atendimento hospitalar.

Entretanto, os valores dos parametros obtidos para pH, DBOs, DQO, amdnia e turbidez

no esgoto hospitalar estdo de acordo com os valores encontrados por Wen et al (2004) e os valores

de DBOs e DQO também se enquadram nos valores de referéncia estabelecidos na Franga para
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padrdes de esgotos hospitalares (Ministere de I’aménagement du territoire et de I’ environment apud
EMMANUEL et al, 2005).

As concentragdes de carga organica e presenca de microrganismos patogénicos podem
ser varidveis de acordo com as atividades exercidas em cada hospital, com a capacidade de
atendimento e com a regido geografica em que se localiza cada estabelecimento.

No que se refere as condi¢des especificas do tipo de esgoto hospitalar estudado, a fracdo
de DQO/ DBOs encontrada no afluente hospitalar e nos efluentes das etapas do processo de
tratamento, encontrou-se acima da faixa de 3,5 ou 4, indicando que a fracdo ndo biodegradavel do
esgoto € elevada e que outro tipo de tratamento, como o fisico-quimico, poderia ser a melhor opcao
(VON SPERLING, 2005).

Porém, muitos tratamentos fisico-quimicos também podem ndo ser capazes de remover
com a eficiéncia desejada os microrganismos patogénicos presentes em tais ambientes. Vdrias
alternativas de tratamento ja foram descritas anteriormente e poderiam ser aplicadas nestas
situacoes.

Entretanto, cabe uma andlise mais detalhada sobre a real composicdo quimica e da
matéria organica nao biodegradavel dos efluentes hospitalares para verificar qual seria a op¢ao mais
adequada para as condicdes especificas de cada localidade, levando-se em consideracdo que
sistemas que empregam processo anaerdbio de tratamento apresentam algumas vantagens, tais
como custos reduzidos de implantagdo, operacdo e manutengdo se comparado aos sistemas que
empregam processo aerdbio de tratamento, tornando-os vidveis para serem implementados em
estabelecimentos de assisténcia a saude.

A concentracdo elevada de carga tdéxica, que poderia ser um fator limitante para a
aplicacdo do sistema anaerdbio no tratamento de efluentes hospitalares, parece nao ter tido grande
influéncia na eficiéncia da remocao de DQO e DBOs do sistema avaliado na presente pesquisa.

Entretanto, uma maior eficiéncia de remog¢ao destes parametros e de coliformes poderia
ter sido observada se o sistema operasse continuamente, sem interrupcdes devido as falhas
mecanicas. Chelliapan et al (2006) estudaram a viabilidade de um sistema anaerébio para o
tratamento de um efluente contendo altas concentracdes de medicamentos e verificaram um bom
estado de funcionamento para as condi¢des propostas.

Ainda que se tenha discutido a eficiéncia deste sistema na remocdo de coliformes, esta
alternativa de tratamento ndo deve ser desconsiderada para o tratamento de efluentes hospitalares,
pois, mesmo nao atingindo concentragdes de coliformes desejadas no efluente tratado, o sistema foi
capaz de remover 2 unidades logaritmicas em relacdo a concentracdo do afluente. Esta reducdo tem

um maior impacto para as regides onde ndo hé servicos de esgotamento adequado (condicao de
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grande parte dos municipios brasileiros) e onde os esgotos, sejam eles domésticos ou hospitalares,
sdo langados in natura nos corpos receptores (IBGE, 2000).

A ETE hospitalar em estudo também apresenta a vantagem de ser coberta. Nao havia
emanac¢ao de maus odores e nem o risco de dispersao de aerosséis proximos ao hospital. Também &
importante salientar que tal sistema apresenta uma etapa de desinfec¢do do efluente final, através de
cloracdo, com a adicao de pastilhas de hipoclorito de cédlcio e que, devido a um acordo estabelecido
entre a direcdo e os técnicos de operacdo da estacdo, aquelas ndo foram introduzidas durante o
periodo de estudo. Provavelmente, as concentragcdes de cloro eliminariam a maioria dos
microrganismos presentes no efluente final.

Mas, seria interessante o incentivo de sistemas que nao utilizassem cloro como processo
de desinfeccdo, pois, este composto pode reagir com a matéria organica presente, gerando
compostos altamente téxicos e com potencial carcinogénico, como os trihalometanos. Estes
compostos podem persistir no ambiente e causar diversos danos a microbiota € a biota do
ecossistema, além da possibilidade de provocar danos eventuais a saide publica.

Porém, o processo de desinfeccdo de efluentes através de cloracdo ainda € bastante
utilizado e apresenta menores custos e maiores facilidades de aplicagdo se comparado a outros
métodos utilizados com esta finalidade como a ozonizagdo, a radiac¢do ultravioleta ou a filtragdo em
membrana, entre outros, justificando a preponderancia de seu uso nas estacdes de tratamento de
esgoto existentes no pais.

O estudo de métodos alternativos de desinfeccdo de efluentes que sejam eficientes e
apresentem menores custos de implantagdo, deve ser incentivado para minimizar os impactos

decorrentes do lancamento de substancias toxicas € microrganismos patogénicos no ambiente.

4.2 — Resultados da deteccao de enterobactérias e Pseudomonas aeruginosa

Os meios de cultura utilizados nesta pesquisa foram escolhidos devido a sua
especificidade para isolar e identificar os microrganismos de interesse. O meio de Tergitol — 7 com
adicao de TTC foi escolhido inicialmente para realizar uma contagem diferencial das espécies de
coliformes contidas nas amostras.

O 4gar tergitol — 7 € um meio seletivo e diferencial para a detec¢do e enumeragdo de
coliformes em amostras de alimentos e dgua. A adicdo de TTC permite o reconhecimento

antecipado e a identificagdo de Escherichia coli e Enterobacter aerogenes. O Tergitol — 7 inibe os
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microrganismos Gram positivos e a fermentacdo de lactose € visualizada pela alteracdo na cor do
indicador de pH: azul de bromotimol. O TTC € rapidamente reduzido a formazan, um composto
insolivel de cor vermelha pela maioria dos microrganismos, exceto por E.coli, Klebsiella spp. e
Enterobacter spp. As colonias de E.coli sdo amarelas, com drea amarelada, algumas vezes com
centro cor de ferrugem e Enterobacter e Klebsiella spp apresentam coldnias amarelo-esverdeadas,
geralmente, mucdides. As demais espécies apresentam colOnias vermelhas com drea azulada.
O meio de EMB ¢ preparado de acordo com a férmula especificada pela APHA (1998)
para a deteccdo e diferenciagdo de microrganismos do grupo coliforme. O meio € mais utilizado
para o isolamento e a identificacdo de E.coli e Enterobacter aerogenes.
O meio de GSP foi proposto por Kielwein em 1971 para a detec¢dao de Aeromonas spp.
e Pseudomonas aeruginosa em amostras de alimentos e dguas residudrias (FLINT et al, 1996).

Entretanto, a detec¢ao das bactérias de interesse através do uso destes meios de cultura
foi bastante varidvel, e o uso do Tergitol — 7 para a contagem dos coliformes ndo se mostrou muito
adequado, como sera discutido adiante. Algumas dilui¢des foram testadas para o conhecimento do
nimero de coldnias que cresceriam nas placas. Deve-se descrever que a ETE passou por
problemas operacionais durante parte do periodo de coleta de amostras, o que acabou
comprometendo o isolamento de muitas coldnias, sobretudo do ponto de coleta correspondente ao
efluente tratado. Os resultados do nimero médio de bactérias que cresceram nas placas sdo
correspondentes as datas em que a ETE operou normalmente, pois, quando a mesma niao operou
em situacdo normal, os resultados foram muito diversos e os nimeros de colonias que cresceram
nos meios de cultura foram muito baixos. Apenas para os resultados do afluente foram
considerados todos os dados obtidos para o resultado das médias de UFC nas placas.

Todos os resultados obtidos do crescimento de coldnias, independentemente dos dias de

coleta, estdao inseridos em anexo.

O resultado da contagem total média de colonias que cresceram nos meios de cultura
estd apresentado na Tabela 15.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 15, a melhor diluicio para
promover o crescimento e o isolamento de bactérias nos trés meios de cultura foi 10™. O nimero
médio de colbnias que cresceram nos meios de cultura foi de 25 bactérias por placa, sendo a

concentracao mais adequada para o isolamento das colonias.

59



Tabela 15. Média das Unidades Formadoras de Colonias (UFC) nos respectivos
meios de cultura por pontos de coleta*

Meios de Entrada Lodo UASB Saida
cultura
Tergitol puro 340,8 246 162,25 253,33
Tergitol 10™ 21,69 27.33 41,25 2
Tergitol 10 2,39 3,66 1,25 1,5
Tergitol 107 0,41 0 0 0
EMB puro 190,96 138,33 191,33 138,33
EMB 10! 36,64 45 28 3,75
EMB 102 2,16 3,33 2,75 0
EMB 107 0 0 0 0
GSP puro 202,62 208 126.66 240
GSP 10" 22,02 18,33 24,25 7,75
GSP 102 2,51 2,66 1,25 0,75
GSP 107 0 0 0 0

* A média dos resultados sdo correspondentes aos valores encontrados nas datas de coleta em que a ETE

operou normalmente.

A introducdo de 10 pL sem dilui¢do nas placas promoveu um crescimento muito
acentuado de coldnias, sendo que a quantidade média de bactérias que cresceram em todos os
meios de cultura por placa foi geralmente maior do que 200 UFC, independentemente do ponto de
coleta. O isolamento de coldnias ficou comprometido nesta concentracao, pois as coldnias ficavam
muito préximas umas das outras e frequentemente sobrepostas, de modo que muitas colOnias
poderiam estar contaminadas por mais de um microrganismo, comprometendo o isolamento e a
identificacdo das espécies.

Nas dilui¢des de 102 e 10~ o ndmero médio de bactérias que cresceram nos meios de
cultura por placa foi de 2,5 bactérias e praticamente zero bactérias, respectivamente. A quantidade
de 2,5 bactérias por placa é muito pequena para estimar a variedade de espécies contidas nas
amostras analisadas, podendo subestimar os valores reais de coliformes. A diluicdo de 10 sobre a
concentracdo inicial de 10uL de amostra ndo se mostrou efetiva para a detec¢do dos
microrganismos.

A viabilidade do meio de Tergitol - 7 para quantificar os nimeros de coliformes,
mostrou-se pouco adequada, uma vez que, em algumas coletas, outros tipos de microrganismos,
como bacilos Gram negativos ndo fermentadores cresceram neste meio e apresentaram colonias
semelhantes aquelas referidas para detectar espécies de Klebsiella e Enterobacter, comprometendo
a identificacdo de coliformes presentes nas amostras analisadas. Além disso, espécies de Klebsiella

pneumoniae, Citrobacter freunddii, Aeromonas sp. e E.coli apresentaram, em algumas anélises,
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coldonias com o mesmo tipo de coloracdo vermelha, sendo que espécies de E.coli e Klebsiella
pneumoniae deveriam se diferenciar das outras espécies pela coloragdo referida.

As espécies de E.coli deveriam crescer antes do crescimento de outras coldnias nas
placas, mas este comportamento nao foi observado. Portanto, este meio pdde ser considerado mais
adequado para realizar uma triagem inicial da populacdo de enterobactérias presentes nas amostras,
sendo pouco eficiente para quantificar com precisdo as espécies de coliformes presentes nas
amostras de esgoto e lodo de esgoto.

Yénez et al (2005) analisaram um método alternativo utilizando o agar Tergitol — 7 com
a adi¢do de TTC para a identificacdo e a enumeracido de coliformes em amostras de dgua. Foi
proposta uma filtragdo de 100 mL de amostra em uma membrana de ester celulose, com tamanho
de poro 0,45 um (Millipore) incubada em agar Tergitol — 7. Apds o crescimento, as colonias
amarelas ou alaranjadas foram contadas como coliformes presuntivos e a membrana foi transferida
para o dgar TBX (modificacdo do agar bile triptona), onde o substrato S—bromo—4—cloro—3- indol
— b —D-glucuronide — BCIG - foi adicionado. Este substrato (BCIG) € clivado pela enzima 3—D-
glucuronidase (GUD) que é produzida por aproximadamente 95% de cepas de E.coli. Apds a
incubacdo a 44°C por 2 horas, todas as coldonias amarelas ou alaranjadas que apresentaram uma
turvacao da coloracdo original para verde foram contadas como E.coli.

Os resultados foram expressos por numero de coliformes presentes em 100 mL de
amostra. O método foi comparado estatisticamente a outros métodos, tais como agar Chromocult e
ndo foi verificada uma diferenca significativa entre eles (YANEZ et al, 2005). A maior limitacdo
do método € o tempo requerido, que leva pelo menos dois dias para a completa identificacdo das
colonias tipicas. Entretanto, o método apresenta como vantagem a simplicidade e os menores
custos envolvidos para realizar as andlises (YANEZ et al, 2005).

Discute-se também a viabilidade do método proposto por Yanez et al (2005) para isolar
e quantificar os microrganismos das amostras de esgoto e lodo de esgoto, pois estas amostras
possuem uma turbidez elevada, o que pode comprometer a etapa da filtragdo em membrana.

Outros meios cromogénicos como o agar Chromocult, que também permite o
isolamento de col6nias ou cromofluorogénicos como o kit comercial “Colillert®”comercializado
pelo IDEXX, também sdo eficientes para a quantificacdo de coliformes em amostras ambientais.
Entretanto, os custos envolvidos na aquisi¢do dos materiais necessdrios podem restringir 0 uso
destes métodos.

O meio de EMB utilizado nesta pesquisa foi adequado para detectar E.coli e espécies de
Klebsiella sp. e Enterobacter sp, embora muitas colonias de Klebsiella e Enterobacter nao tenham

se diferenciado umas das outras, apresentando morfologia semelhante.
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Quanto ao meio de GSP poucas espécies de Pseudomonas aeruginosa puderam ser
isoladas. Espécies de Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae e algumas bactérias ndo
fermentadoras de glicose frequentemente cresceram neste meio. Além disso, o meio ndo se
mostrou muito diferencial para isolar Pseudomonas aeruginosa, pois, muitas bactérias que
cresciam neste meio, apresentavam a mesma coloracdo (ver Figura 12).

Algumas hipéteses podem ser levantadas: a concentragdo de Pseudomonas aeruginosa
presentes no tipo de esgoto analisado poderia ser baixa ou poderia estar ocorrendo a inibi¢ao destas
bactérias no meio de cultura por outras espécies de bactérias presentes na amostra ou por
compostos contidos no esgoto hospitalar que poderiam interferir no crescimento destas bactérias.

Chitnis et al (2004) encontraram uma baixa concentracdo de Pseudomonas aeruginosa
presentes nos efluentes de um esgoto hospitalar quando comparadas com as concentragdes de
coliformes e, de acordo com o seu trabalho, o grupo de bactérias predominantes no tipo de esgoto
hospitalar foi o entérico (CHITNIS et al, 2004).

Durante todo o periodo de coletas foram isoladas 220 colonias de bactérias entre
enterobactérias e bactérias pertencentes a outros géneros que ndo foram do interesse da presente
pesquisa. Entretanto, foi possivel verificar que muitos tipos de microrganismos que sao
caracteristicos dos esgotos domésticos, tais como Aeromonas hydrophila, Citrobacter freunddii,
Alcaligenes denitrificans, Pseudomonas aeruginosa e espécies de bactérias Gram positivas
também estdo presentes nos efluentes hospitalares.

A distribuicao das bactérias identificadas por pontos de coleta estd expressa na Tabela
16 e a distribuicdo do nimero de colOnias totais, de bactérias pertencentes ao género das
enterobactérias e de Klebsiella pneumoniae identificadas por pontos de coleta estd apresentada na

Tabela 17.

Tabela 16. Bactérias identificadas nos pontos de coleta

Entrada Lodo UASB Saida
Bactérias (n) Bactérias (n) Bactérias (n) Bactérias (n)
E.coli (17) E.coli (3) E. coli (4) E. coli (5)
K.pneumoniae (36) K.pneumoniae (11) K. pneumoniae K. pneumoniae (8)

(18)
K. oxytoca (1) Enterobacter sp (2)  Enterobacter sp Pseudomonas
2) aeruginosa (2)
Serratia sp (1) Enterobacter Enterobacter Aeromonas
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cloacae (1)

Serratia marcenscens Enterobacter
(D) aerogenes (2)
Serratia rubidaea (1) Pseudomonas
aeruginosa (2)
Citrobacter sp (1) Pseudomonas
oryzihabitans (1)
Citrobacter freundii Acinetobacter
(D) Iwoffii (1)
Enterobacter Alcaligenes sp (2)
aerogenes (1)
Enterobacter Sphingobacterium
aglomerans (2) sp (1)
Enterobacter cloacae Shingomonas
(D) prucimobilis (1)
Enterobacter sp (3) Aeromonas
hydrophila (4)
Enterobacter Chromobacterium

violdceo (1)

gergoviae (1)
Bastonete Gram

Enterobacter sakazakii

(1) negativo (2)
Pantoae aglomerans Coco Gram
(D) negativo (1)
Acinetobacter BGN néao
baumannii (1) fermentador (6)
Acinetobacter lwoffii Coco Gram

2) positivo (1)

A. xiloridans (1)

Shingomonas sp (1)
Alcaligenes
denitrificans (2)
Stenotrophomonas
maltophilia (2)
Pseudomonas
oryzihabitans (1)
Aeromonas hydrophila
(5
BGN néao fermentador
(2
Bacilo Gram negativo
(2)
Coco Bacilo Gram
negativo (2)
Coco Gram positivo

2)

cloacae (1)
K. oxytoca (1)

Pseudomonas
aeruginosa (2)
Pseudomonas

oryzihabitans (2)

Serratia sp (1)

Acinetobacter

baumannii (2)

Acinetobacter
Iwoffii (2)

Alcaligenes sp (1)

Alcaligenes
piechaudii (1)

Aeromonas sp (2)

Aeromonas
hydrophila (6)
Aerogenes
denitrificans (1)
Roseomonas sp
(2
BGN nao
fermentador (20)
Coco Gram
positivo (2)

hydrophila (1)
Aeromonas sp (1)

Enterobacter cloacae
()
Diplococo Gram
positivo (1)

Variedade de

Variedade de espécies
espécies = 17

=27

Variedade de
espécies = 18

Variedade de
espécies =7




Tabela 17. Distribuicio do nimero de colonias identificadas por pontos de coleta

Pontos de coleta N° total de N° de N° de Klebsiella
colonias enterobactérias pneumoniae
Entrada 92 66 36
Lodo 38 19 11
UASB 70 26 18
Saida 20 15 8
Total 220 126 73

Através dos resultados foi possivel observar que o afluente hospitalar continha uma
maior variedade de espécies de bactérias, enquanto o efluente final apresentou uma menor
variacdo, possivelmente porque grande parte das bactérias presentes no esgoto ficou retida nos
filtros anaerdbios.

Entretanto, microrganismos tais como Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas spp €
diplococos Gram positivos foram detectados na saida final do efluente, juntamente com outros
coliformes, mostrando que estes microrganismos também sdo persistentes ao processo de
tratamento empregado.

Chitnis et al (2004) analisaram a reducdo da populacdo bacteriana em um sistema de
tratamento de esgoto hospitalar e concluiram que Pseudomonas e Staphylococos foram mais
resistentes ao processo de tratamento sendo que suas concentragdes foram mantidas até o estdgio
final de cloragdo. O efluente tratado com cloro no dltimo estdgio (tanque de tratamento) destruiu a
massa bacteriana e as bactérias residuais (5,1 x 10%mL) foram predominantemente de esporos de
bacilos aerébios.

O menor nimero de bactérias isoladas no efluente final do sistema também € decorrente
das condi¢des operacionais da ETE durante parte das coletas realizadas, comprometendo o
crescimento e o isolamento de muitas bactérias. Disto decorre que praticamente nenhuma bactéria
cresceu nos meios de cultura correspondentes as amostras do efluente final quando a ETE nao
operou normalmente.

Mesmo sob estas condic¢des, foi interessante observar que a populacdo de bactérias se

alterava, sendo que, nestas coletas em que a ETE estava parada, as bactérias predominantes das
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amostras correspondentes a saida do reator UASB ndo eram enterobactérias, mas cocos Gram
positivos e Bacilos Gram negativos ndo fermentadores de glicose. Isto pode significar que as
enterobactérias sao mais sensiveis aos processos bioldgicos de tratamento de esgotos e que o
decaimento bacteriano ocorre mais rapido em relacao as outras bactérias.

Uma hipétese é que na competicdo pelo consumo de nutrientes, as enterobactérias
podem ser mais vulnerdveis. Nas condi¢des em que a ETE estava parada, a fracdo da matéria
organica biodegradavel ja havia sido consumida (Ver resultados de DBOs na Tabela 21 em anexo).
Como a glicose € a fonte mais utilizada de carbono pelas enterobactérias, a falta deste substrato
pode ter contribuido para a morte das bactérias.

Muitas das colonias identificadas foram mantidas em agar estoque para serem utilizadas
posteriormente nos testes de antibiograma. Das 73 Klebsiella pneumoniae identificadas, 43 foram

utilizadas para a anélise do antibiograma.

4.3 — Resultados do antibiograma

O estudo da susceptibilidade bacteriana aos diferentes antibidticos disponiveis e
utilizados na clinica médica é importante devido a necessidade do conhecimento da eficiéncia de
tais medicamentos no controle das infeccdes e devido aos altos indices de infec¢do hospitalar
associada com a disseminacdo e ao aumento na freqii€ncia de bactérias resistentes aos
antimicrobianos em vdrias regides do mundo.

O Ministério da Satde define infeccdo hospitalar como aquela adquirida apds a
admissdo do paciente no hospital e cuja manifestacdo de infec¢do ocorre durante a internagio ou
ap6s a alta, podendo ser relacionada com a internacdo ou procedimentos hospitalares (VILLAS
BOAS et al, 2004). Ainda que muitos dados sobre o indice geral de infec¢io hospitalar nio sejam
frequentemente divulgados no Brasil (TURRINI et al, 2002), estudos isolados em hospitais
brasileiros t€ém detectado altas taxas de infec¢do hospitalar (GALLES et al, 1997; DE MORALIS et
al, 2000; VILLAS BOAS et al, 2004; SILVA et al, 2006).

Os impactos negativos gerados a saude publica devido a ocorréncia de infeccao
hospitalar elevada sdo decorrentes do aumento no tempo de internagcdo, do aumento nos custos de
internacdo e nos maiores indices de mortalidade na populacio acometida (VILLAS BOAS et al,

2004). As infeccdes hospitalares acometem principalmente os pacientes submetidos aos
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procedimentos invasivos, tais como cirurgias e sdo bastante freqiientes nas Unidades de
Tratamento Intensivo (UTIs), nos pacientes com o sistema imunoldgico comprometido ou nos
grupos vulnerdveis e mais susceptiveis, como idosos, pacientes com diabetes mellitus, HIV ou
AIDS e patologia pulmonar, entre outras (DE MORAIS et al, 2000; VILLAS BOAS t al, 2004
SILVA et al, 2006).

Um estudo realizado em um Hospital Universitirio em Sao Paulo, de 1999 a 2000,
mostrou que a taxa de infec¢do hospitalar encontrada nos pacientes idosos internados foi de
23,6%, um nimero bastante elevado e a taxa de mortalidade dos pacientes com infeccdo hospitalar
foi mais alta do que a dos pacientes que ndo apresentaram infeccdo: 22,9% contra 9,6%,
respectivamente (VILLAS BOAS et al, 2004).

A resisténcia bacteriana tem emergido como um problema mundialmente importante,
fazendo com que muitas classes de antimicrobianos tenham se tornado menos efetivas nos ultimos
anos (GALLES et al, 1997). A principal causa no aumento de bactérias resistentes a antibidticos
estd associada com o uso indiscriminado destes medicamentos, sobretudo na cura de doencas
comuns, tais como diarréias, que, muitas vezes, poderiam ser tratadas de formas alternativas
(DINIZ-SANTOS et al, 2006).

Para controlar estas infeccdes, os pacientes sdo submetidos cada vez mais a
antimicrobianos mais potentes e estaveis aos mecanismos de resisténcia bacteriana.

Uma das maiores preocupacdes atualmente envolve o aumento de bactérias que
expressam fendtipos de resisténcia contra uma grande variedade de antibidticos e estdo associadas
com enzimas que geralmente hidrolizam tais medicamentos. Estas enzimas sdo conhecidas como
B-lactamases e provocam resisténcia contra a maioria dos antibidticos B-lactamicos utilizados
contra elas, incluindo as penicilinas e as cefalosporinas.

As B-lactamases constituem um grupo heterogéneo de enzimas produzidas por diferentes
microrganismos. A atividade enzimdtica € varidvel de acordo com o tipo de B-lactamase
produzida. A producdo destas enzimas € codificada geneticamente no cromossomo bacteriano e
em plasmidios e transposons (TAVARES, 1996).

Os genes de resisténcia mediados através de plasmidios e transposons (elementos
genéticos moveis) sao particularmente importantes na disseminacio dos genes de resisténcia entre
as espécies, principalmente em ambientes que promovem uma maior pressao seletiva.

Muitas B-lactamases tém sido identificadas atualmente e elas s@o classificadas de acordo
com a origem genética, de acordo com os antibidticos aos quais atuam, de acordo com o seu peso
molecular, com a mobilidade eletroforética, com a inibi¢cdo por diferentes substancias e com o

perfil das proteinas de acordo com o seu potencial isoelétrico (TAVARES, 1996). Estas classes de
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enzimas estdo presentes nas bactérias Gram negativas e, sobretudo, nas espécies da familia das
Enterobacteriaceae. As enzimas que promovem resisténcia contra a maioria dos antibidticos B-
lactamicos sdo conhecidas como B-lactamases de espectro estendido (ou ampliado) — ESBLs.

Atualmente grande parte das infeccdes hospitalares € provocada por bacilos Gram
negativos, especialmente os pertencentes a familia das Enterobacteriaceae (TORTORA et al,
2002). A Klebsiella pneumoniae tem sido uma das bactérias mais importantes associadas as
infec¢des hospitalares e elas s@o particularmente muito comuns nas infec¢des do trato urinério, do
trato respiratério, em abscessos do figado e nas bacteremias primdrias (SUN et al, 2006). A
deteccao destas bactérias no ambiente hospitalar, bem como em amostras ambientais também &
importante para avaliar os perfis de resisténcia bacteriana do local analisado e para identificar as
possiveis rotas de contaminacao e disseminagdo destes agentes.

Desta forma, na presente pesquisa, isolados de Klebsiella pneumoniae de amostras de
esgoto e lodo de esgoto hospitalar foram submetidas aos testes de susceptibilidade antimicrobiana
a uma série de antibidticos utilizados contra bactérias Gram negativas e de uso rotineiro na clinica
médica. Os resultados do antibiograma, as freqiiéncias relativas de bactérias resistentes por
antibidtico utilizado, encontradas no esgoto hospitalar, estdo expressas na Tabela 18 e na Figura
16.

Para uma anéalise mais concisa dos resultados, serdo consideradas bactérias resistentes

aquelas que expressaram o fendtipo de resisténcia juntamente com aquelas que expressaram o
fenétipo de resisténcia intermedidria aos antibidticos testados.

De acordo com os resultados apresentados, as espécies de Klebsiella pneumoniae
analisadas neste estudo foram mais resistentes ao antibitico aminoglicosideo gentamicina
(44,18%), seguida pela resisténcia as cefalosporinas de 2* e 3* geracdes, cefoxitina (27,9%) e
ceftriaxona (27,9%), pelo sulfametoxazol-trimetoprim (25,58%), pela tetraciclina (25,58%),
imipenem (13,95%). ceftazidima (11,62%) e amicacina (11,62%).

As maiores frequéncias de sensibilidade foram encontradas para os antibidticos:

cefepime (6,97% de resisténcia), ciprofloxacin (6,97%) e cloranfenicol (6,97%).

Das bactérias resistentes, 32,5% apresentaram resisténcia simultanea para dois ou mais
antibiodticos, sendo consideradas como multirresistentes. A maioria das bactérias multirresistentes
apresentaram ESBLs (%) e resisténcia simultanea, principalmente, contra as cefalosporinas. Um
nimero expressivo do total de bactérias apresentou producdo de ESBL, correspondendo a 46,51%

do total.
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Tabela 18. Freqiiéncia de Klebsiella pneumoniae resistentes, com resisténcia intermediaria e

a somatoria da freqiiéncia das bactérias resistentes e intermediarias aos antibidticos

utilizados
Antibiéticos Freqiiéncia (%) de Freqiiéncia (%) de Freqiiéncia (%) de Klebsiella
Kiebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae pneumoniae resistentes e
resistentes (n = 43) intermediarias intermediarias (n = 43)
(n=43)
CRO 6,97% (n = 3) 20,93% (n=9) 27,90% (n =12)
CAZ 9,30% (n =4) 2,32% (n=1) 11,62% (n =5)
FEP 232% (n=1) 4,65% (n=12) 6,97% (n = 3)
IMP 13,95% (n = 6) 0% (n=0) 13,95% (n = 6)
CN 34,88% (n =15) 9,30% (n=4) 44,18% (n=19)
AK 11,62% (n =5) 0% (n=0) 11,62% (n =5)
CIP 4,65% (n=2) 2,32% (n=1) 6,97% (n = 3)
SXT 23,25% (n = 10) 2,32% (n=1) 25,58% (n=11)
CLO 4,65% (n=12) 2,32% (n=1) 6,97% (n = 3)
TET 4,65% (n=2) 20,93% (n=9) 25,58% (n=11)
FOX 25,58% (n=11) 2,32% (n=1) 27,90% (n=12)
ESBL + 46,51% (n = 20)
MR 32,5% (n = 14)

CRO: Ceftriaxona; CAZ: Ceftazidima; FEP: Cefepima; IMP: Imipenem; CN: Gentamicina; AK: Amicacina;
CIP: Ciprofloxacin; SXT: Sulfametoxazol — Trimetoprim; CLO: Cloranfenicol; TET: Tetraciclina; FOX:
Cefoxitina; ESBL: 8 — Lactamases de Espectro Estendido; MR: Bactérias Multi-resistentes (foram consideradas

as bactérias com resisténcia a dois ou mais antibidticos).

Através dos resultados da pesquisa foi possivel observar que um grande nimero de
bactérias apresentou producdo de B — lactamases de espectro estendido - ESBL (46,51%). Desde o
seu reconhecimento inicial, estas enzimas tém sofrido altera¢des bioquimicas substanciais e tém
sido detectadas em todo o mundo, sendo mais prevalentes entre as espécies de Escherichia coli e

Klebsiella sp. (KOTAPATI et al, 2005).
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Frequéncia (%) de Klebsiella pneumoniae resistentes e com resisténcia
intermediaria aos antibioticos utilizados
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O Resistentes W Resisténcia intermediaria B Resistentes e intermediarias

Figura 16. Freqiiéncia (%) de Klebsiella paneumoniae resistentes e com resisténcia

intermediaria aos antibiéticos utilizados.

Até 1987 ndo havia relatérios de ESBLs no Brasil. Em 1988 um estudo brasileiro foi
realizado pelo Programa de Pesquisa Antimicrobiano em 20 laboratdrios clinicos e em 36 hospitais
localizados em diversas regides do pais, onde 855 isolados foram analisados, incluindo 591
enterobactérias. Os dois patégenos que ocorreram com maior frequéncia foram E.coli e K.
pneumoniae. Destas bactérias, 13,6% de E.coli e 42,1% de K. pneumoniae foram cepas produtoras
de ESBL (MOTA et al, 2003). Mais recentemente, no Recife, Brasil, 30% de Klebsiella
pneumoniae hospitalares isoladas foram positivas para a produ¢dao de ESBL (LOPES et al, 2005).
Em Ribeirdo Preto, em um hospital universitario, 45,19% de Klebsiella pneumoniae isoladas de
pacientes foram produtoras de ESBL (BELLISSIMO-RODRIGUES et al, 2006).

O guia do CLSI (2005) recomenda que os laboratérios de microbiologia relatem os

produtores de ESBLs isolados como resistentes para todas as penicilinas, cefalosporinas e

aztreonam, de acordo com os resultados de teste in vitro. A presenca de produtores de ESBLs
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identificados incorretamente produz implicacdes importantes para a terapia com antibidticos e para
o controle das infec¢cdes (PATERSON, 2006).

Esta recomendacdo € importante, pois, assim como foi verificado através deste estudo,
algumas bactérias se mostraram sensiveis as cefalosporinas utilizadas, porém, quando submetidas a
andlise do teste de ESBL, elas se apresentavam produtoras destas enzimas. Muitas bactérias podem
ndo expressar o fenétipo de resisténcia as cefalosporinas in vitro, mas, quando os pacientes com
infeccdo por bactérias produtoras de ESBLs sdo submetidos ao tratamento por estes
antimicrobianos, frequentemente ocorre falha no tratamento.

A resisténcia apresentada pelo antibidtico gentamicina (aminoglicosideo) foi bastante
elevada (44,18%). A gentamicina € muito utilizada na cura de septicemias, meningoencefalites,
infec¢des urindrias, respiratorias, peritonites, infec¢des biliares e outros processos causados por
bacilos Gram negativos e estafilococos (TAVARES, 1996).

A resisténcia aos antibidticos aminoglicosideos pode estar associada com um gene (arm
A) mediado por um plasmideo conjugativo e que, portanto, tem um grande potencial para
transferéncia horizontal destes genes. O gene estd associado com a produgdo de uma
metiltransferase que produz uma metilacdo pds-transcricional do RNAr culminando em uma menor
afinidade pelos aminoglicosideos, entre eles a gentamicina e a amicacina (LEE et al, 2000).

A frequéncia de resisténcia apresentada para amicacina foi menor (11,62%). Mas,
poderia ser esperado que os isolados clinicos resistentes a amicacina fossem raros, porque a
amicacina foi desenvolvida para bloquear o acesso a uma variedade de enzimas modificadoras dos
aminoglicosideos em seus sitios especificos. Na Coréia, as taxas de resisténcia a amicacina em K.
pneumoniae aumentaram de 8% em 1997 para 13% em 2003. Em 2004, em um hospital coreano, a
taxa de K. pneumoniae resistente a amicacina foi de 46%, sugerindo uma possivel presenca de
cepas produtoras de metilase do RNAr 16S (LEE et al, 2006).

Das bactérias analisadas neste estudo, 27,9% apresentaram resisténcia a cefoxitina. A
cefoxitina € uma cefalosporina de segunda geracdo e caracteriza-se por apresentar espectro de acao
mais amplo que o das cefalosporinas de primeira geragdo. E empregada, sobretudo, em pneumonias
e septicemias hospitalares causadas por E.coli e Klebsiella spp.(TAVARES, 1996).

A cefoxitina também tem a propriedade de induzir a produgdo de 3 — lactamases por
determinados bacilos Gram negativos. Estas B — lactamases induzidas t€ém origem cromossOmica e
resultam da liberacdo de genes existentes nestas bactérias e cujas enzimas se encontram
habitualmente reprimidas por um gene repressor. A cefoxitina, algumas cefalosporinas da 3*

geracdo e o imipeném determinam a desrepressao genética destes microrganismos induzindo o gene
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reprimido a produzir B — lactamases que podem ser ativas sobre as cefalosporinas de 2* e 3*
geracdes (TAVARES, 1996).

Devido o seu potencial de inducdo de resisténcia e a resisténcia adquirida por muitos
microrganismos, sua indicagdo passou a ser menos utilizada na terap€utica das infecgdes.
Entretanto, a droga continua a ser uma alternativa para o tratamento da infeccdo cirtrgica em
cirurgias de colo e reto, nas apendicites e nas cirurgias ginecoldgicas (TAVARES, 1996).

A frequéncia de resisténcia a cefoxitina € muito varidvel em cada regidao. De 2116 cepas
de Klebsiella pneumoniae isoladas de pacientes tratados em um hospital na Nova Escécia, Canada,
apenas 25 (1,18%) do total apresentou fenétipo de resisténcia para cefoxitina (MELANO et al,
2006). A porcentagem de resisténcia no Canadé € baixa quando comparada com outros paises. No
Brasil, entre 1997 e 1998, 20% de Klebsiella pneumoniae isoladas de varios hospitais brasileiros
foram resistentes a cefoxitina (SADER et al, 2001).

O aumento de resisténcia as cefalosporinas (cefoxitina) pode estar associado com
mecanismos de resisténcia como a deficiéncia na producdo de porinas e a superexpressdo das
bombas de efluxo em Klebsiella pneumoniae resistentes a cefoxitina (MELANO et al, 2006).

A resisténcia de Klebsiella pneumoniae as cefalosporinas é geralmente associada a
producdo de plasmidios que carregam genes produtores de 5 — lactamases de espectro estendido.

Outro mecanismo de resisténcia envolvendo os B — lactdmicos € a deficiéncia na
regulacdo de porinas. Duas das maiores proteinas de membrana (OMPs) tem sido descritas em
Klebsiella pneumoniae: OmpK 35 e OmpK 36. A producdo de B — lactamases associadas com a
destruicio de OMP pode resultar no aumento de resisténcia as cefalosporinas e a outros B —
lactamicos, incluindo os carbapenens (MELANO et al, 2006). Na India, a resisténcia a todas as
cefalosporinas aumentou consideravelmente entre o periodo de 2001 a 2004 e as taxas de Klebsiella
pneumoniae produtoras de ESBL aumentaram de 5,3% para 61% entre 1997 e 2004 (GROVER et
al, 20006).

A ceftriaxona e a ceftazidima sdo cefalosporinas de terceira geracdo e apresentaram
freqiiéncia de resisténcia de 27,9% e 11,62% respectivamente. As cefalosporinas de 3* geracdo
foram originalmente desenvolvidas como B — lactamicos capazes de acabar com as resisténcias
causadas pelas b — lactamases comuns. Sua poténcia antimicrobiana é maior que a das geragdes
anteriores se caracterizando por agirem em baixas concentragdes inibitérias minimas. Quando
foram introduzidos, os agentes da 3" geracdo como ceftriaxona e ceftazidima, apresentaram-se
estaveis na presenca de B — lactamases comuns. Entretanto, em poucos anos, os bacilos Gram

negativos adquiridos em hospitais, como Klebsiella pneumoniae e outras, comecaram a produzir
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versdes mutantes destas 3 — lactamases que se mostraram resistentes as cefalosporinas de 3* geracao
(TAVARES, 1996).

De acordo com o National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS), em 2003 20,6%
de todas as Klebsiella pneumoniae isoladas de pacientes de unidades de cuidado intensivo nos
EUA, foram resistentes as cefalosporinas de 3* geracdo. Isto representou um aumento de 47%
comparado as taxas de resisténcia de 1998 a 2002. Estudos internacionais relatam frequéncias
maiores de Klebsiella pneumoniae resistentes nos hospitais (PATERSON, 2006).

Uma das causas do aumento da freqii€ncia de resisténcia as cefalosporinas de 3* geracdo
estd associada com o uso indiscriminado destes antibidticos na cura das infec¢des.

A resisténcia contra o cefepime, uma cefalosporina de quarta geracdo, foi de 6,97%.
Conjuntamente com ciprofloxacin e cloranfenicol, foi o que apresentou os melhores niveis para o
controle das bactérias analisadas. O cefepime tem mostrado indices de cura em torno de 95% no
tratamento de pacientes hospitalizados com infec¢des respiratdrias, urindrias, ginecoldgicas e
cutaneas (TAVARES, 1996).

O cefepime € resistente a muitas B - lactamases. De 23 K.pneumoniae isoladas de
pacientes internados na India, somente 6,2% foram resistentes ao cefepime (GUPTA et al, 2006),
taxa bem proxima a encontrada na presente pesquisa. Vdrios estudos revelam que a presenca de
ESBL por espécies de Klebsiella pneumoniae afetam negativamente o tratamento por cefepime
(KOTAPATI et al, 2005). A estratégia que vem sendo adotada para combater a resisténcia de
bactérias produtoras de ESBL € o uso de um B-lactimico de amplo espectro em conjunto com um
inibidor de B-lactamase, por exemplo, o 4cido clavulanico, que inibe a fun¢do desta enzima
(GUPTA et al, 2006).

As taxas de resisténcia ao cefepime entre os produtores de ESBL sdo muito varidveis ao
redor do mundo: 5,6% no Canada a 50,4% na América Latina (GROVER et al, 2006).

A resisténcia encontrada para o imipeném foi de 13,95%. O imipeném € um carbapeném
de amplo espectro e ele inibe a sintese da parede celular das bactérias provocando lise osmética,
sendo resistente a degradacdo por quase todas as B-lactamases, tanto as de origem cromossdmica
como as de origem plasmidial. Ele € utilizado em pacientes com infeccdes respiratdrias, urindrias,
ginecoldgicas, osteo-articulares e intra-abdominais (TAVARES, 1996).

As freqiiéncias de resisténcia ao imipeném sdo varidveis, mas, grande parte dos estudos
indica que o imipeném € uma droga eficiente no combate as bactérias resistentes. De 23 Klebsiella
pneumoniae isoladas de hospitais na India, somente 0,4% apresentaram resisténcia contra o

imipenem (GUPTA et al, 2006).
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Baixas frequéncias de resisténcia também foram verificadas contra o ciprofloxacin
(6,97%). A resisténcia as quinolonas geralmente resulta de mutacdes em genes cromossOmicos.
Considerando que as mutacdes que afetam a atividade da DNA girase sdo pouco freqiientes, a
resisténcia dos microrganismos a estas drogas sdo pouco freqiientes na clinica. Entretanto, a
resisténcia pode ser adquirida pelas alteracbes na permeabilidade das membranas dos
microrganismos (TAVARES, 1996).

Menores frequéncias de resisténcia também foram encontradas contra o cloranfenicol
(6,97%). O cloranfenicol € um derivado do propanodiol, que pode ser sintetizado em laboratério
com relativa facilidade o que torna baixo o seu custo. Por isso, ele se tornou um dos antibidticos
mais utilizados na clinica didria. Porém, como apresenta efeitos colaterais mais graves e com o
surgimento de outros grupos de drogas com a mesma atividade ou superior, a sua utilizagdo vem
sendo reduzida (DINIZ-SANTOS et al, 2006). Esta pode ser uma explicacdo para as menores
frequéncias de resisténcia verificadas contra o cloranfenicol.

A resisténcia contra os inibidores da via metabdlica dos folatos, o sulfametoxazol-
trimetoprim foi razoavelmente elevada (25,58%). Um dos motivos de resisténcia contra estes
medicamentos em Klebsiella pneumoniae pode ser relacionado com a mutagdo na produgdo de
diidrolato-redutase (uma enzima que € afetada pela acdo dos antibidticos) sendo que estas perdem a
afinidade pela trimetoprima. Outra forma de resisténcia adquirida contra esta classe de
antimicrobianos inclui a sintese de vias metabdlicas alternativas, geralmente pela producao
adicional da enzima que seria inativada por tais medicamentos. A resisténcia as sulfonamidas e a
trimetoprima pode ser encontrada em até 25% dos microrganismos isolados de material clinico
(TAVARES, 1996), frequéncia proxima a encontrada na presente pesquisa.

No Brasil, microrganismos resistentes foram isolados de hemocultura de neonatos de
uma unidade de tratamento intensivo neonatal, do Hospital Maternidade Alexander Fleming II, no
Rio de Janeiro, no periodo de julho de 1997 a julho de 1999. Um total de 301 microrganismos
foram isolados com a predominancia de K. pneumoniae (22,9%). As K. pneumoniae foram
altamente susceptiveis a cefoxitina, ao imipeném e ao ciprofloxacin e tiveram susceptibilidade
intermedidria a tetraciclina e 60,9% das mesmas foram produtoras de ESBL (LOUREIRO et al,
2002).

O SENTRY (Programa Mundial e Longitudinal de Vigilancia de Resisténcia a
Antimicrobianos) avaliou as taxas de sensibilidade a antibidticos em bactérias isoladas do trato
respiratério baixo de pacientes com pneumonia internados em hospitais brasileiros. Foram
analisadas 525 amostras bacterianas de 11 hospitais brasileiros e os isolados foram submetidos a

metodologia da microdiluicdo em caldo. As cinco espécies mais freqiientes foram: Pseudomonas
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aeruginosa (30,1%), Staphylococcus aureus (19,6%), Acinetobacter spp. (13%), Klebsiella spp.
(9,5%) e Enterobacter spp. (8,4%). Das Klebsiella pneumoniae, 36% indicaram producdo de
ESBL e os antimicrobianos mais ativos contra elas foram: carbapenens (100% de sensibilidade) e
quinolonas (92% de sensibilidade) (SADER et al, 2001).

Os dados de Loureiro (2002) e do SENTRY, em parte, confirmam os resultados da
presente pesquisa, em que 86,05% das K. pneumoniae isoladas foram susceptiveis ao imipeném e
93,03% foram susceptiveis ao ciprofloxacin. Frequéncias de resisténcia intermedidria também
foram encontradas para tetraciclina (20,93%) e 46,51% do total foram produtoras de ESBLs.

No esgoto hospitalar, uma grande taxa de resisténcia também foi encontrada para a
tetraciclina (25,58%). As tetraciclinas s@o antibidticos de largo-espectro e sdo ativas contra um
grande nimero de bactérias Gram negativas e Gram positivas. Elas inibem a sintese de proteinas
pelo impedimento da ligacdo das moléculas aminoacil-RNAt na subunidade ribossomal 30S. Os
dois mecanismos mais difundidos da distribui¢c@o de resisténcia a tetraciclina sdo os efluxos ativos e
a protecao do ribossomo. A resisténcia a tetraciclina € geralmente codificada por plasmidios ou por
transposons, 0s quais sdo conjugativos, embora alguns genes de resisténcia também tenham sido
encontrados em cromossomos. Vdrios genes codificam uma proteina externa responsavel pelo
efluxo de tetraciclina em bactérias Gram negativas, denominados de Tet (GUILLAUME et al,
2000).

Guillaume et al (2000) analisaram a distribui¢ao dos genes de resisténcia a tetraciclina
(Tet A a E) em Salmonella hadar isolados de fezes de pacientes na Bélgica e da comunidade
microbiana de lodo ativado de esgoto hospitalar e doméstico. Uma alta porcentagem de isolados
resistentes a tetraciclina foram isolados do processo de tratamento de lodo ativado de esgoto
hospitalar. O gene Tet A e C foram predominantemente detectados, tanto dos isolados clinicos
quanto das amostras ambientais, apresentando uma forte correlacdo positiva entre a genotipagem
dos isolados clinicos e da microflora do lodo ativado (GUILLAUME et al, 2000).

A comparacgdo da genotipagem entre os isolados clinicos e aqueles obtidos da amostra de
lodo de esgoto hospitalar revela que o mesmo perfil de resisténcia bacteriana pode ser encontrado
na amostra ambiental e nas amostras clinicas, indicando que ambientes que provocam uma maior
selecdo de microrganismos resistentes, tais como os hospitais, t€ém maior potencial para disseminar
microrganismos resistentes no ambiente, principalmente através das dguas residudrias.

A eliminacgdo destas bactérias resistentes no meio ambiente também foi analisada através
da distribuicdo das Klebsiella pneumoniae resistentes de acordo com as etapas do processo de

tratamento de esgoto hospitalar.
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A distribui¢do de bactérias resistentes e com resisténcia intermedidria encontradas nos
respectivos pontos de coleta analisados estd apresentada na Tabela 19.

De acordo com os resultados apresentados, o sistema de tratamento em questdo nao
eliminou as bactérias resistentes do meio ambiente. As maiores frequéncias de resisténcia
encontrada nas bactérias do efluente final foram para os antibidticos: gentamicina (50%), seguidos
pela ceftazidima, amicacina e tetraciclina, estes apresentando freqiiéncias de 33,33% . Também foi
observado que 33,33% das bactérias do efluente final foram produtoras de ESBL. Gentamicina,
tetraciclina e amicacina possuem genes de resisténcia mediados por plasmidios conjugativos, o que
deve conferir maior potencial de disseminacdo dos genes de resisténcia entre as espécies,

principalmente no esgoto, pois a concentracio € o contato dos microrganismos sao maiores.

O maior problema do lancamento de bactérias resistentes a antibioticos em corpos
receptores € a possibilidade da disseminagdo de genes de resisténcia para outras espécies. Também

foi demonstrado que muitas bactérias resistentes a antibidticos ficam acumuladas no lodo dos
processos de tratamento de esgoto e isto pode acarretar problemas futuros dependendo da
manipulacdo e da disposicao final deste residuo.

Apesar de terem sido observadas algumas diferengas nas frequéncias de resisténcia aos
antimicrobianos encontrados nos isolados dos pontos de coleta correspondentes ao afluente e o
efluente final tratado, tais diferencas podem ser atribuidas ao menor nimero de isolados analisados
no ponto de coleta correspondente a saida final do sistema. Além disso, ha indicio de que o perfil
de resisténcia bacteriana nao se altera no decorrer das etapas do processo de tratamento de esgoto
(REINTHALER et al, 2003).

Entretanto, mais estudos investigativos sdo sugeridos para corroborar esta hipétese, pois,
¢ discutida a questao de que o esgoto hospitalar seria um ambiente que exerce uma grande pressao
seletiva, contribuindo para a disseminacdo de bactérias resistentes. Esta caracteristica ndo seria
atribuida somente devido ao maior contato e a concentracdo destas bactérias presentes neste tipo
de efluente, mas, também, porque os efluentes hospitalares podem conter uma alta concentracdo de
antibidticos, proporcionando uma maior sele¢do. Ainda ndo sd@o bem conhecidas as interagdes
entre os medicamentos e as bactérias presentes em dguas residudrias e nem as taxas de
transferéncia genética entre as espécies nestes ambientes, embora se acredita que isto ocorra com

frequéncia.
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Tabela 19. Freqiiéncia (%) de Klebsiella pneumoniae resistentes e intermediarias aos

antibiéticos utilizados distribuida por pontos de coleta

Antibiéticos Entrada Lodo UASB Saida
n=15) n=6) (n=16) n=6)
CRO 40% (n=6) 16,66% (n=1) 25% (n=4) 16,66% (n=1)
CAZ 13,33% (n=2) 0% (n=0) 6,25% (n=1) 33,33% (n=2)
FEP 6,66% (n=1) 0% (n=0) 6,25% (n=1) 16,66% (n=1)
IMP 0% (n=0) 33,33% (n=2) 25% (n=4) 0% (n=0)
CN 33,33% (n=5) 66,66% (n=4) 43,75% (n=7) 50% (n=3)
AK 20% (n=3) 0% (n=0) 0% (n=0) 33,33% (n=2)
CIpP 6,66%( n=1) 0% (n=0) 6,25% (n=1) 16,66% (n=1)
SXT 20% (n=3) 16,66% (n=1)  37,5% (n=6) 16,66% (n=1)
CLO 6,66% (n=1) 0% (n=0) 6,25% (n=1) 16,66% (n=1)
TET 33,33% (n=5) 16,66% (n=1) 18,75% (n=3) 33,33% (n=2)
FOX 13,33% (n=2) 33,33% (n=2) 43,75% (n=7) 16,66% (n=1)
ESBL + 53,33% (n=8) 50% (n=3) 43,75% (n=T7) 33,33% (n=2)

CRO: Ceftriaxona; CAZ: Ceftazidima; FEP: Cefepima; IMP: Imipenem; CN: Gentamicina; AK: Amicacina;
CIP: Ciprofloxacin; SXT: Sulfametoxazol — Trimetoprim; CLO: Cloranfenicol; TET: Tetraciclina; FOX:
Cefoxitina; ESBL: B — Lactamases de Espectro Estendido; MR: Bactérias Multi-resistentes (foram consideradas

as bactérias com resisténcia a dois ou mais antibidticos).

Reinthaler et al (2003) também analisaram as freqiiéncias de bactérias resistentes aos
antibi6ticos em trés sistemas de tratamento de esgoto por processo de lodo ativado na Austria. Um
dos sistemas recebia os esgotos de um hospital e de um posto de saide. Foi concluido que as
maiores taxas de bactérias resistentes aos antibidticos foram encontradas no sistema que recebia
esgoto hospitalar. Nos trés sistemas analisados, cefepime, cefotaxima e ceftazidima foram 100%
efetivas contra as E.coli isoladas. Somente no sistema de tratamento de esgoto hospitalar encontrou-
se E.coli resistentes ao ciprofloxacin (2%). As maiores taxas de resisténcia contra o cloranfenicol
foram de 8%, encontradas no esgoto hospitalar e 24% das bactérias foram resistentes contra a
tetraciclina, sendo 57% das bactérias resistentes a este medicamento, encontradas no lodo de esgoto
hospitalar. As resisténcias médias contra o antibidtico sulfametoxazol-trimetoprim foram de 13%
(REINTHALER et al, 2003).

Sugerem-se mais estudos acerca deste tema, principalmente para mais obten¢ao de dados

sobre as frequéncias de resisténcia bacteriana em efluentes de esgotos hospitalares e as diferencas
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de resisténcia durante as etapas dos processos de tratamento destes efluentes; a viabilidade destes
microrganismos no ambiente apds serem langados no corpo receptor € um estudo comparando as
taxas de resisténcia a antibidticos entre esgotos hospitalares e esgotos domésticos para verificar se
ha uma real diferenca entre a propor¢do destes microrganismos presentes nestes ambientes. O
estudo da genotipagem de tais microrganismos também seria interessante para comparar os perfis
genéticos de resisténcia entre cepas provenientes de diversas fontes e, através de dados
epidemioldgicos, estabelecer a origem de um surto infeccioso.

Através dos resultados da pesquisa foi possivel observar que o antimicrobiano menos
efetivo no combate as infecgdes por Klebsiella pneumoniae isoladas da ETE do estabelecimento
hospitalar estudado tem sido a gentamicina, proporcionando frequéncias de resisténcia elevadas. O
antibidtico que se mostrou mais efetivo foi o cefepime, uma cefalosporina de quarta geragao e
cujas bactérias apresentaram uma taxa de susceptibilidade de 93,03%. Taxas de susceptibilidade
de 93.03% também foram observadas para o cloranfenicol e ciprofloxacin.

A resisténcia a antibidticos aminoglicosideos, como a gentamicina, estd frequentemente
associada com genes mediados por plasmideos, que conferem maiores chances de disseminacao
dos genes resistentes entre as espécies, sobretudo através do processo de conjugacdo. Este
mecanismo de transferéncia genética € particularmente importante nos efluentes hospitalares,
pois, nestes ambientes, a possibilidade de trocas genéticas aumenta devido a maior concentragdao
e contato destes microrganismos. Apesar de ndo ter sido o objetivo da pesquisa detectar
antibiéticos no ambiente estudado, dados da literatura indicam que os efluentes hospitalares
possuem uma alta concentragdo destes medicamentos, o que também pode contribuir no processo
de selecdo.

A alta prevaléncia de bactérias produtoras de ESBLs confirmam os dados da literatura

sobre a emergéncia do problema de bactérias resistentes a maioria dos antimicrobianos usados
atualmente na clinica médica, tanto no ambiente intra-hospitalar, quanto em bactérias presentes em

amostras ambientais.

4.4 — Resultados de Virus da Hepatite A

Além da referida presenca de bactérias resistentes a antibidticos, os efluentes

hospitalares também contém outros tipos de microrganismos patogénicos e parte da literatura
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especializada sobre o tema considera que o monitoramento de virus € particularmente importante
em tais ambientes.

Combinando informacdes do monitoramento de virus em determinados ambientes com
os dados epidemioldgicos da doenca em certas localidades, a detec¢ao de um surto se torna mais
eficiente.

Os virus sdo agentes causadores de doencas e sua concentracdo nos corpos receptores
indica um grau critico de polui¢do viral das dguas e dos perfis epidemioldgicos de uma
comunidade.

Ainda que a incidéncia da doenga causada pelo virus da hepatite A venha decrescendo
no Brasil, surtos da doenca continuam a ocorrer, principalmente nas regides com niveis
socioecondmicos mais baixos e com condi¢des de saneamento precdrias. Dai a relevancia de
monitorar estes agentes, sobretudo, nos seus varios locais de incidéncia, a fim de prevenir os
riscos associados aos surtos epidemioldgicos da doenga.

A detec¢do de HAV em amostras ambientais tem sido recentemente realizada através
de métodos de biologia molecular, tais como RT-PCR e real-time PCR. Estes métodos sao
altamente sensiveis e permitem detectar os virus, mesmo estando em baixas concentracdes nos
ambientes. Algumas metodologias para concentrar estes virus de amostras ambientais tém sido
pesquisadas e comparadas a fim de se estabelecer protocolos especificos e melhorar a acuidade
analitica de tais métodos.

A técnica utilizada no presente trabalho para concentrar o HAV foi descrita
previamente por Katayama et al (2002) para concentrar HAV e virus entéricos de amostras de
aguas marinhas. Como ndo havia um protocolo especifico para concentrar o HAV do lodo de
esgoto analisado utilizando a mesma metodologia, foi necessdrio incluir as dilui¢des destas
amostras para que as mesmas pudessem passar pela etapa de concentragio dos virus.

A seguir serdo apresentados os resultados correspondentes a andlise dos HAV

detectados durante as respectivas etapas do processo de tratamento de esgoto hospitalar. As bandas
correspondentes ao peso molecular de 247 pb podem ser visualizadas através do gel de eletroforese

e as amostras positivas contém as bandas com este peso molecular (Figura 17).
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1 - Entrada 04/10/05; 2 — UASB 04/10/05; 3 — Saida 04/10/05; 4 — Entrada 22/05/06; S -
Lodo 22/05/06; 6 — UASB 22/05/06; 7 — Saida 22/05/06; 8 — Entrada 05/06/06; 9 — Lodo
05/06/06; 10 — UASB 05/06/06; 11 — Saida 05/06/06; 12 — Entrada 08/05/06; 13 — Lodo
08/05/06; 14 — UASB 08/05/06; 15 — Entrada 14/08/06; 16 — Lodo 14/08/06; 17 — UASB
14/08/06; 18 — Saida 14/08/06; M: Marcador Molecular; CN: Controle Negativo

Figura 17. Resultados do Nested RT-PCR
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Tabela 20. Deteccao de RNA de HAYV através de Nested RT-PCR por pontos de coleta

da ETE
Datas das Entrada Lodo UASB Saida
coletas
04/10/05 - NA - -
08/05/06 - - - NA
22/05/06 + - + -
05/06/06 + - - -
14/08/06 + + - -

n+/ n testado (f%) n+/ ntestado (f%) n+/ntestado (f%) n+/ ntestado (f%)

3/5 (60%) 1/4 (25%) 1/5 (20%) 0/4 (0%)

NA: Nio avaliado

De acordo com os resultados, 60% das amostras analisadas no afluente hospitalar foram
positivas para a detec¢do de HAV. Uma amostra positiva foi encontrada no lodo de esgoto (25%)
e uma amostra positiva foi detectada ao ponto de coleta correspondente a saida do reator UASB
(20%). Nenhum RNA de HAYV foi detectado nas amostras do efluente final.

Os resultados indicam que os virus de hepatite A ndo sdo completamente eliminados
pelo processo de tratamento por reator UASB, e que eles também se concentram no lodo
proveniente do processo. O sistema de tratamento constituido pelos filtros anaerébios parece ser
eficiente na remoc¢ao de virus da hepatite A, pois, em todas as coletas em que o RNA de HAV foi
detectado no afluente, no lodo ou na saida do reator UASB, a presenca dos virus nao foi
verificada no efluente final.

Entretanto, nas coletas de amostras correspondentes aos dias 04/10/05 e 22/05/06, a
ETE apresentou problemas operacionais e, embora tenha sido detectado RNA de HAV na
amostra do dia 22/05/06 no afluente € no efluente do reator UASB, a auséncia do virus no
efluente tratado pode ter sofrido a influéncia do estado de operagcao do sistema. Ainda que em
duas coletas com a ETE funcionando normalmente tenham sido detectados HAV no afluente e
no lodo, sdo recomendados mais estudos que corroborem a eficiéncia dos filtros anaerébios na
remogao de tais microrganismos.

Embora nao seja possivel afirmar quantas particulas de virus ficaram retidas no lodo e
qual a eficiéncia, em termos percentuais, do potencial do reator UASB para reduzir a carga viral,

ha um indicio de que os virus ficam retidos no lodo de esgoto e que também podem se concentrar
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neste residuo. Nas coletas em que o RNA de virus ndo foi detectado no lodo, uma explicacdo
plausivel pode ser baseada nas quantidades de lodo que foram utilizadas para concentrar os virus.

A amostra positiva de HAV detectada no lodo correspondeu a massa de lodo de 7,5 mg
presentes em 10 ml de lodo diluidos em 1990 ml de 4gua destilada, indicando que foi uma
quantidade mais efetiva para a deteccdo de HAV.

Quando 2L de lodo (provavelmente a massa de lodo correspondente seria maior do que
3100 mg) e 3100 mg de lodo presentes em 200 mL de lodo diluidos em 1800 mL de 4gua
destilada foram filtrados através do sistema de bomba a vacuo, os filtros com poros de 0,45 um
de didmetro ficaram saturados e a pressdo do sistema nao foi suficiente para filtrar as amostras.

Quantidades menores (3,7 mg de lodo presentes em 1 ml de lodo diluido em 1999 mL
de 4gua destilada) podem ser insuficientes para detectar o HAV deste tipo de amostra. Portanto,
7,5 mg de lodo parece ser uma concentracdo suficiente para detectar o virus da hepatite A em
amostras de lodo de esgoto através do método de concentragdo utilizado.

O problema relacionado a presenga de microrganismos patogénicos presentes no lodo
de esgoto envolve os riscos associados a manipulagdo ou ao seu descarte inadequado, implicando
em sérios problemas de saide publica e a futuros impactos ambientais, principalmente porque os
virus sdo muito resistentes as condi¢des desfavoraveis do meio.

Além dos altos niveis de resisténcia dos virus em ambientes especificos, devem-se levar
em consideracdo as concentracdes destes agentes e a dose infecciosa necessdria para causar uma
doenca.

De acordo com o relatério da OMS (Organizacio Mundial da Sadde — 1979 apud
BLOCK e SCHWARTZBROD, 1989), muitas infec¢des humanas podem ser provocadas por
uma unidade viral, diferentemente da dose infecciosa bacteriana minima, que geralmente é
superior a 10° bactérias.

Desta forma, ainda que pequenas concentracdes de virus sejam encontradas nas dguas, €
importante que se faca um monitoramento detalhado das possiveis rotas de contaminacdo e de
transmissao destes agentes patogénicos, tendo em vista que doses muito pequenas sdo capazes de
provocar uma infeccao.

Os resultados também mostram que a metodologia de adsorcdo-eluicdo previamente
utilizada por Katayama (2002) para concentrar virus entéricos € HAV de dguas marinhas,
seguido pela deteccdo através de Nested RT-PCR, pode ser usada para identificar o HAV em
amostras de esgoto e lodo de esgoto e avaliar o potencial de sistemas de tratamento de esgoto na

remog¢ao de virus RNA, mais especificamente virus da hepatite A. A adequagdo deste método
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para identificar HAV em amostras ambientais também tém sido descritas por outros
pesquisadores, como Villar et al (2006).

Villar et al (2006) compararam o método de Katayama (2002) com outro método de
concentracdo descrito por Jothikumar et al (1993), ambos empregando membranas carregadas
negativamente para a adsor¢do e a elui¢do das particulas virais, para monitorar a contaminagdo
de HAV em amostras de dgua de torneira, d4gua de rio, 4gua mineral e em dguas costeiras. RT-
PCR (qualitativo) e Real-Time PCR (quantitativo) foram usados para detectar e quantificar RNA
de HAV nas amostras de d4gua concentrada.

O método descrito por Katayama (2002) foi mais adequado para concentrar o HAV de
agua mineral. O HAV inoculado experimentalmente foi detectado nas amostras de dgua de rio
por ambos os métodos e na dgua costeira por nenhum método, possivelmente porque esta
amostra deve conter inibidores da reacdo de PCR. Usando ambos os métodos de concentracdo,
foi possivel detectar HAV com o PCR qualitativo em amostras de dgua, apresentando uma
sensibilidade para detectar até 2310 genomas/ mL (VILLAR et al, 2006).

Embora Villar et al (2006) nao tenham detectado HAV nas amostras de dguas costeiras,
possivelmente devido a presenca de inibidores para a reagdo de PCR, o mesmo resultado nao foi
apresentado pela presente pesquisa, onde o HAV pdde ser detectado de uma amostra com
grandes concentragdes de matéria organica, inorganica e fons presentes. Porém, ndo se podem
afirmar com seguranca quantas particulas virais poderiam estar presentes nas amostras de esgoto
e lodo de esgoto analisada. Outros métodos quantitativos, como o real-time PCR, apresenta
maior sensibilidade e € capaz de detectar poucos genomas presentes em uma amostra.

Rose et al (2006) analisaram as concentragdes de virus da hepatite A e enterovirus dos
canais de Veneza, na Itdlia e préximo a praia de Lido através de Real-Time RT-PCR. Dos canais
de Veneza, 78% das amostras foram positivas para HAV e enterovirus, com niveis alcangando de
75a730e 3 a 1614 cépias de genoma/ L, respectivamente.

Na praia de Lido nenhum HAYV foi detectado, mas os enterovirus foram detectados em
todas as amostras da praia de Lido, em niveis alcangando de 2 a 71 genomas/ L. Além disso,
houve uma correlacdo estatisticamente significativa entre a densidade de coliformes
termotolerantes e os niveis de HAV (p = 0,0002), e a correlacdo entre coliformes termotolerantes
e niveis de enterovirus nao foi significativa (p > 0,05) (ROSE et al, 2006).

Ainda que a correlacdo entre as concentragdes de coliformes e de virus da hepatite A
presentes em aguas tenha sido positiva pelos estudos de Rose et al (2006), mais investigacdes sao
sugeridas para comprovar estes resultados e conferir ao HAV o potencial como indicador viral da

contaminagdo microbioldgica destes tipos de amostras.
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Quanto ao método de extracdo de RNA, o kit utilizado na presente pesquisa parece ser
um dos mais adequados para extrair RNA de HAV de amostras de esgoto e lodo de esgoto.

Burgener et al (2003) compararam diferentes métodos de extracdo de RNA viral de
amostras concentradas com volume de 1 a 2 mL (BURGENER et al, 2003). O kit QIAmp Viral
RNA Mini Kit foi comparado a outros trés métodos de extragdo de RNA viral. Os kits QIAmp e
Nuclisens mostraram-se os mais sensiveis para a extracdo de RNA em amostras de 4gua
(BURGENER et al, 2003). Entretanto, foi observado que em amostras com turbidez mais
elevada o passo envolvendo a concentragdo através do kit Centricon YM — 100 poderia ficar
comprometida. O método do Centricon QIAmp poderia ser usado somente para a extracdo do
RNA viral em amostras mais puras, como de dgua potavel ou de rio (BURGENER et al, 2003).

Ja o kit Centriprep YM — 50 utilizado na presente pesquisa foi adequado para
concentrar os virus, mesmo considerando que as amostras de esgoto e lodo de esgoto possuem
alta turbidez.

Embora o método de concentracdo e de extracdo de RNA tenham sido eficazes para a
deteccio de HAV em amostras de esgoto e lodo de esgoto, alguns possiveis inibidores da
amostra para a reagdo de PCR podem ndo ter sido completamente removidos e puderam ser
percebidos através do gel de eletroforese pela presenca de manchas brancas no perfil de bandas.

Mas, isto ndo comprometeu a anélise e a identificagdo dos HAV, podendo-se considerar
as metodologias de adsorcdo-elui¢do, concentracdo e Nested RT-PCR adequada para detectar

virus da hepatite A em amostras de esgoto e lodo de esgoto.
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5-CONCLUSAO
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Através dos resultados da pesquisa foi possivel concluir que as concentragcdes de
coliformes totais e termotolerantes encontrados no afluente hospitalar ndo diferiram das
concentracoes comumente presentes em esgotos domésticos, indicando que substincias com
potencial genotdxico ndo tiveram maior efeito na redu¢do do nimero destes microrganismos
antes de passarem pelo processo de tratamento.

As concentracdes elevadas de coliformes presentes no lodo de esgoto confirmam a
hipétese de que os microrganismos permanecem fortemente aderidos na massa residual s6lida. O
reator UASB ndo foi eficiente na remocdo de coliformes totais, mas, reduziu 1 unidade
logaritmica de coliformes termotolerantes. Entretanto, esta eficiéncia de remocao foi inferior as
caracteristicas de desempenho tipicas deste sistema.

Os filtros anaerdbios foram capazes de reduzir em média 2 unidades logaritmicas com
relacdo a populacdo de coliformes inicial e a eficiéncia global média do sistema na remocao de
coliformes totais foi de 98,78% e de coliformes termotolerantes de 98,25%. O numero de
coliformes do efluente final foi elevado, da ordem de 10° NMP/ 100 mL, e estas concentracdes
estdo acima dos padrdes de coliformes permitidos para um corpo receptor de classe II, de acordo
com a Resolucio CONAMA 357/2005.

Apesar do sistema ndo ter removido estes microrganismos como desejado, a ETE foi
eficiente na remog¢do dos parametros fisico-quimicos, embora a concentracdo de carga organica
lancada no sistema tenha sido reduzida em relagdo as concentragdes propostas nos cdlculos do
projeto da estagao.

Embora altas concentracdes de coliformes tenham sido encontradas no efluente tratado,
os resultados estdo de acordo com outros dados da literatura sobre eficiéncia de sistemas
anaerdbios na remocgao de tais microrganismos.

Com relagdo a adequacdo dos meios de cultura utilizados para detectar e isolar os
microrganismos de interesse, tais como Pseudomonas aeruginosa e outras espécies de coliformes
como Klebsiella pneumoniae, Enterobacter sp. e E.coli, foi concluido que o meio de cultura de
Tergitol — 7 ndo se mostrou adequado para quantificar os coliformes presentes nas amostras de
esgoto e lodo de esgoto. Entretanto, seu uso € interessante para realizar uma triagem inicial dos
coliformes presuntivos contidos nestas amostras.

O meio de EMB foi adequado para isolar espécies de E.coli, Klebsiella sp. e
Enterobacter sp, embora, em muitas andlises, tenham crescido bactérias de outras familias com
morfologia semelhantes aquelas das enterobactérias. Poucas espécies de Pseudomonas
aeruginosa foram identificadas através do meio de GSP, possivelmente devido a menor

concentracdo deste grupo bacteriano em relagdo as outras espécies presentes neste ambiente
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estudado ou devido a inibi¢do de crescimento no meio de cultura por outras espécies bacterianas.

Os resultados mostram que o esgoto hospitalar € uma amostra bastante complexa e
apresenta uma diversidade muito grande de microrganismos, o que faz com que mesmo 0s meios
de cultura consagrados para detectar e isolar microrganismos especificos em amostras de dgua
percam sua seletividade e especificidade quando aplicados para a deteccdo em amostras de
esgoto e lodo de esgoto.

A diluicdo de 107" das amostras de esgoto e lodo de esgoto foi a mais eficiente para
promover o isolamento e a selecdo das bactérias presentes nos meios de cultura e em todos os
pontos de coleta foram identificadas bactérias de vdrios géneros, mas as espécies
predominantemente isoladas foram as enterobactérias. Bactérias de outros géneros como
Pseudomonas, Acinetobacter, Shingomonas, Stenotrophomonas, Alcaligenes, Aeromonas entre
outras, puderam ser isoladas através dos meios de cultura utilizados, demonstrando que elas
também estao presentes nos efluentes hospitalares.

Espécies de Aeromonas sp., bactérias Gram positivas e Pseudomonas aeruginosa foram
encontradas no efluente tratado juntamente com outros coliformes, indicando que elas também
sdo resistentes ao processo de tratamento utilizado.

Nos efluentes hospitalares analisados, altas frequéncias de Klebsiella pneumoniae
resistentes aos antibidticos foram detectadas. O antibiético menos efetivo no controle das
Klebsiella pneumoniae isoladas foi a gentamicina (44,18% de resisténcia), seguida pelas
cefalosporinas de segunda e terceira geracdes (cefoxitina e ceftriaxona, com 27,9% de
resisténcia), sulfametoxazol-trimetoprim e tetraciclina (25,58% de resisténcia), imipeném
(13,95%) e ceftazidima e amicacina (11,62%). Os antibidticos mais efetivos foram cefepime,
ciprofloxacin e cloranfenicol, com taxas de susceptibilidade bacteriana de 93,03%.

As altas frequéncias de resisténcia antimicrobiana verificada contra as cefalosporinas
estdo muito associadas com a emergéncia da difusdo de bactérias que produzem B-lactamases de
espectro estendido (ESBLs), aos quais lhes conferem altas taxas de resisténcia contra a maioria
dos antibidticos B-lactamicos, entre eles as penicilinas e cefalosporinas. Estes resultados s@o
confirmados pelos altos indices de bactérias produtoras destas enzimas: 46,51% das bactérias
isoladas foram produtoras de ESBLs e muitas das quais apresentaram resisténcia contra as
cefalosporinas.

De todas as bactérias analisadas, 32,5% apresentaram multirresisténcia contra dois ou
mais antibidticos simultaneamente.

O sistema de tratamento de esgoto também ndo foi capaz de eliminar as bactérias

resistentes € no efluente final tratado 50% das bactérias isoladas foram resistentes contra
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gentamicina, 33,33% resistentes contra ceftazidima, amicacina, tetraciclina e produtoras de
ESBLs.

Também foi possivel verificar que muitas Klebsiella pneumoniae detectadas no lodo de
esgoto apresentaram resisténcia antimicrobiana. Das bactérias analisadas, 66,66% apresentaram
resisténcia contra a gentamicina, 33,33% apresentaram resisténcia contra o imipeném e a
cefoxitina, 16,66% foram resistentes contra ceftriaxona, sulfametoxazol-trimetoprim, tetraciclina
e 50% apresentaram producao de ESBLs.

Os resultados da presente pesquisa corroboram a emergéncia do problema da difusao de
bactérias resistentes a antibidticos, ndo sé no ambiente hospitalar, mas também que as mesmas
estdo presentes em altas propor¢des em ambientes especificos, tais como em efluentes
hospitalares.

Quanto ao HAYV, este pdde ser detectado das amostras de lodo na quantidade de massa
de 7,5 mg (comparada com as concentragdes de sdlidos totais da amostra), indicando que esta
seja uma quantidade suficiente para detectar os virus deste tipo de amostra e foi concluido que a
técnica referida é adequada para a concentracdo de HAV em amostras de lodo.

Também foi possivel concluir que, dos HAV detectados nas etapas do processo de
tratamento de esgoto, 60% estavam presentes no afluente, 25% no lodo e 20% no efluente do
reator UASB. Nenhum RNA de HAV foi detectado no efluente final tratado, indicando que os
filtros anaerdbios podem ser eficientes na remocdo de virus da hepatite A. Entretanto, &
importante esclarecer que em duas coletas de amostras, a ETE apresentou falhas mecanicas e isto
pode ter contribuido para que nenhum HAV fosse detectado nos efluentes finais nas respectivas
coletas referidas.

A deteccdo de HAV nos efluentes do reator UASB indica que este processo de
tratamento ndo é capaz de eliminar os virus e que parte destes microrganismos se concentra no
lodo formado dentro do reator.

Através dos resultados obtidos foi possivel concluir que as metodologias de
concentracdo e de biologia molecular por Nested RT-PCR empregadas foram adequadas para
detectar HAV de amostras de esgoto e lodo de esgoto.

O estudo também indica que o controle da contaminacdo ambiental é importante para
minorar os problemas que podem afetar a saide publica, caso 0os microrganismos patogénicos ou
as substancias altamente téxicas nao sejam eliminadas do nosso meio.

Desta forma, esta pesquisa contribuiu para difundir os conhecimentos acerca de
sistemas de tratamento de esgoto que possam reduzir ou eliminar estes agentes patogénicos do

meio ambiente, além de verificar que os efluentes hospitalares sdo fontes importantes de
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contamina¢do microbioldgica dos corpos hidricos. O estudo ganha relevancia, sobretudo, para
regides com condicdes de saneamento precérias, cujos esgotos, independentemente dos locais de
origem, sdo lancados in natura nos corpos receptores, condicao frequentemente verificada no
Brasil.

Embora tenha sido dado um enfoque para a questdo da polui¢do microbioldgica, ndo se
desconsidera o potencial do referido sistema estudado na remoc¢do de carga organica €, mesmo
nao alcancando uma eficiéncia desejada na remogdo de coliformes, ele foi capaz de reduzir 2
unidades logaritmicas em relacdo a concentracdo destes microrganismos do afluente. Além disso,
ha um indicio de que o referido sistema seja eficiente na remog¢do de virus da hepatite A.

Em virtude das condi¢des de saneamento basico verificadas em grande parte do Brasil,
esta reducdo de patogé€nicos ja representa um avango para o controle da polui¢do microbioldgica

dos corpos hidricos no pais.
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6 - RECOMENDACOES
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Durante a fase de levantamento bibliografico referente as caracteristicas de efluentes
hospitalares conjuntamente com os resultados obtidos na presente pesquisa, foi possivel suscitar
algumas questdes que podem ser esclarecidas mediante mais estudos.

Foi verificado que poucas pesquisas sdo realizadas no Brasil com relacdo a um estudo
mais sistematico sobre a caracterizagdo e a periculosidade destes tipos de efluentes e qual seria o
real impacto que o lancamento dos mesmos poderia provocar no ambiente ou a saude publica,
caso nao sejam devidamente tratados.

Com a expectativa de continuidade deste trabalho, algumas recomendagdes sao
sugeridas para corroborar alguns resultados obtidos pela presente pesquisa e para fornecer
conhecimentos adicionais sobre a problemética que envolve a saide publica.

A primeira questido reside no fato de que muitos dados da literatura indicam que os
efluentes hospitalares conteriam concentracdes maiores de bactérias resistentes aos antibidticos
se comparados com efluentes provenientes de outras fontes, tais como os efluentes domésticos.
Entretanto, ainda faltam resultados mais consistentes que confirmem esta hipétese. Os efluentes
domésticos também podem conter concentracdes elevadas de bactérias resistentes aos
antibidticos e, por esta razdo, recomenda-se que estudos comparando as concentragdes de
bactérias resistentes a antibiticos entre efluentes hospitalares e domésticos sejam realizados.

Outra questdo se refere a viabilidade de microrganismos patogénicos, mais
especificamente de bactérias resistentes a antibidticos, em determinados ambientes e apds serem
lancados em um corpo receptor. Alguns fatores podem interferir na sobrevivéncia destes
microrganismos no meio aquatico, como, por exemplo, a salinidade (MEIRELLES-PEREIRA et
al, 2002). Os riscos de contamina¢do dependem da sobrevivéncia dos microrganismos em tais
ambientes e, por isso, recomenda-se mais estudos sobre a viabilidade de bactérias resistentes a
antibidticos em outros ambientes, tais como rios ou dguas marinhas.

Alguns estudos também indicam que a proporc¢do de resisténcia bacteriana nao se altera
no decurso do processo de tratamento de esgoto e que as mesmas freqii€ncias relativas de
resisténcia sdo encontradas nas bactérias presentes nos afluentes e nos efluentes de um sistema
de tratamento (REINTHALER et al, 2003). Entretanto, os efluentes hospitalares contém uma
concentracdo elevada de medicamentos, tais como antibidticos, € que poderiam exercer uma
pressdo seletiva contribuindo para o aumento da freqiiéncia de bactérias resistentes a antibidticos
durante as etapas de um processo de tratamento de esgoto. Sendo assim, também s@o sugeridos

mais estudos que confirmem esta hipdtese.
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O estudo da genotipagem de cepas bacterianas encontradas em diversos ambientes
também € interessante para tentar estabelecer a origem de um surto infeccioso ou as rotas de
disseminagdo destes agentes.

Com relacdo a eficiéncia do referido sistema na remog¢do de virus patogé€nicos, mais
especificamente de HAV, sdo recomendados mais estudos para corroborar os resultados da
eficiéncia dos filtros anaerébios no processo de remocdo destes agentes. Também se recomenda
uma andlise quantitativa de HAV presentes nas etapas deste processo de tratamento para que se
conheca a eficiéncia do mesmo, em termos percentuais, do potencial do sistema para remover
estes microrganismos patogenicos.

A aplicabilidade do método utilizado nesta pesquisa para concentrar HAV de amostras
de lodo também pode ser mais explorada, procurando desenvolver uma metodologia que
apresente uma maior acuidade analitica, além de um protocolo adequado para deteccido destes

virus presentes em tais tipos de amostras.
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RESULTADOS DE DBOs

As analises de DBOs foram realizadas no laboratério da UERJ. Nao foi feita
inoculagdo de semente.
Os pontos analisados foram: entrada, saida do reator UASB e saida final.

Os resultados estdo expressos nas Tabelas abaixo.

Tabela 21. DBOs (mg/L) nos respectivos pontos de coleta e nas datas de coleta

Data das Entrada UASB Saida
coletas
04/10/05 51,8 0 0
22/05/06 30 6 3
05/06/06* 50 18 12
26/06/06 16 3,5 1
17/07/06* 24 8 2
14/08/06* 30 7 1
28/08/06* 28 11 0,29
12/09/06 36 12 1
25/09/06 15 3,5 0,40
07/11/06 20 4 1,5
08/11/06 45 4 2
29/11/06* 16 11 6
Médias 30,15 11 4,25

As datas das coletas em que a ETE operou normalmente. As médias dos valores obtidos

para a saida do reator UASB e da saida final correspondem a estas datas.
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Tabela 22. Concentracao de DQO (mg/L) nos respectivos pontos e datas de coleta

RESULTADOS DE DQO

Data das Entrada UASB Saida
coletas
04/10/05 75,9 55,2 20,7
22/05/06 185,2 50,8 14,5
05/06/06* 209,1 69,7 31,0
26/06/06 117,6 39,2 23,5
17/07/06* 156,8 78,4 23,5
14/08/06* 158,1 71,1 47,4
28/08/06* 94,8 55,3 15,8
12/09/06 116,2 46,5 23,2
25/09/06 68,8 30,6 15,3
07/11/06 183,2 38,2 229
08/11/06 374 22,9 7,6
29/11/06* 161,5 84,6 53,8
Médias 158,43 71,82 343

* Estas datas correspondem ao periodo em que a ETE estava funcionando normalmente. As

médias dos valores obtidos para a saida do reator UASB e da saida final correspondem a

estas datas.

DBQO; e DQO (mg/l)

180
160
140
120 -
100 -

Valores médios de DBO; e DQO nas etapas do processo

de tratamento de esgoto

N

80

\\

——DBO
—=—DQO

60
40 -
20 -

.

\‘\.

0

Entrada

Uasb

Pontos de coleta

Saida

104



Tabela 23. SOLIDOS SUSPENSOS TOTAIS DO LODO (SST)

Datas das coletas Concentracao de SST (mg/ L)
04/10/05 782
22/05/06 15565
05/06/06* 3788
26/06/06 1030,5
17/07/06* 1654,5
14/08/06* 759

28/08/06* 704,5
12/09/06 1395
25/09/06 9435

Média 1726,5

* Dias das coletas em que a ETE operou normalmente

Tabela 24. DETERMINACAO DE AMONIA [N-NH;] (mg/L)

Data das coletas Entrada UASB Saida
04/10/05 10,92 23,24 5,09
22/05/06 10,18 8,16 0,09

05/06/06* 12,86 8,42 7,20
26/06/06 16,56 20,33 0,26
17/07/06* 7,96 7,86 0,88
14/08/06* 5,12 8,82 0,09
28/08/06* 29,89 53,72 0,52
12/09/06 18,57 27,04 0,14
25/09/06 9,23 16,45 0,12
07/11/06 13,39 12,45 0,26
08/11/06 13,83 12,81 10,21
29/11/06* 14,34 10,13 13,61
Médias 13,57 17,79 4,46

* Dias das coletas em que a ETE operou normalmente. Os resultados das médias
correspondentes aos pontos do reator UASB e da saida foram calculados a partir destes
dados.
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pH e TURBIDEZ

O pH e a turbidez foram monitorados, quando possivel, nos pontos de coleta

correspondentes a entrada, saida do reator UASB e saida final. A turbidez foi medida no

proprio local de coleta e o pH no laboratério da UERIJ, logo apds a coleta. O pH foi medido

através de PHmetro Digimed, modelo DM21 e a turbidez através de um turbidimetro 2100P

Turbidimeter — Hexis, da Hach.

Os dados gerais estido expressos na Tabela 7.5.

Tabela 25. Resultados de pH e Turbidez (UNT)

pH Turbidez
(UNT)
Datada | Vazao
coleta (I/s) | Entrada | UASB Saida | Entrada UASB Saida

04/10/05 - 6,9 7,1 7,2

22/05/06 - 7,0 7,0 7,1 - - -
05/06/06* - 7,1 7,1 7,0 - - -
26/06/06 - 7,0 7,2 7,1 - - -
17/07/06* | 2,85 7,0 6,8 6,2 38,8 28,3 6,61
14/08/06* | 2,20 7,1 7,1 6,5 81,3 13,6 3,88
28/08/06* | 2,30 6,8 7,0 6,1 35,5 2,02 1,12
12/09/06 | 2,25 7,0 7,8 7,1 49,6 5,82 3,20
25/09/06 | 2,25 7 7,5 7 54,5 6,17 2,65
07/11/06 - 6,7 7,2 6,5 89,7 6,3 4,1
08/11/06 - 7 7.4 7.3 - - -
29/11/06* - 6,9 6,8 6,9 9,75 9,75 9,75

Médias | 2,37 6,95 6,96 6,54 44,9 13,41 5,34

Datas de coleta em que a ETE funcionava normalmente. As médias obtidas para os parametros

analisados nos pontos do reator UASB e da saida final correspondem aos valores obtidos

nestas datas.
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Tabela 26. Parametros fisico-quimicos obtidos da ETE hospitalar

Parametros Unidade Minimo Maximo Média Desvio N° de
padrao dados
Vazio L.s' 2,20 2,85 2,37 0,27 5
SST (lodo) mg. L! 704,5 3788 1726,5 1441,7 4
pH afluente 6,7 7,1 6,95 0,11 12
pH UASB 6,8 7,1 6,96 0,15 5
pH efluente 6,1 7 6,54 0,40 5
Turbidez UNT 9,75 89,7 44,9 28,3 7
afluente
Turbidez UNT 2,02 28,3 13,41 11,02 4
UASB
Turbidez UNT 1,12 9,75 5,34 3,69 4
efluente
AmoOnia mg.L ! 5,12 29,89 13,57 6,33 12
afluente
AmoOnia mg.L ! 7,86 53,72 17,79 20 5
UASB
Amdnia mg.L" 0,09 13,61 4,46 7,18 5
efluente
DBOs mg.L‘1 15 51,8 30,15 13,11 12
afluente
DBOs mg.L”’ 7 18 11 4,3 5
UASB
DBOs mg.L" 0,29 12 4,25 4,85 5
efluente
DQO mg.L'1 68,8 209,1 158,43 81,3 12
afluente
DQO mg.LL ! 55,3 84,6 71,82 11 5
UASB
DQO mg.LL ! 15,8 53,8 34,3 15,98 5
efluente

Obs: os resultados correspondentes a saida do reator UASB e da saida final foram obtidos
das coletas em que ETE operava normalmente.
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Tabela 27. Contagem total de unidades formadoras de colonias (UFC) nos respectivos

pontos de coleta e por meios de cultura utilizados

Data das coletas Meios de Entrada Lodo UASB Saida
cultura
Tergitol puro 280 248 32 0
Tergitol 10™' 8 240 4 0
Tergitol 107 4 0 0 0
Tergitol 107 1 1 0 0
EMB puro 110 Incontavel 36 0
EMB 10" 0 1 1 0
22/05/06 EMB 10° 0 0 0 0
EMB 107 0 0 0 0
GSP puro Incontavel Incontdvel Incontavel 0
GSP 10" 0 0 5 0
GSP 10~ 0 0 0 0
GSP 107 0 0 0 0
Entrada Lodo UASB Saida
Tergitol puro 400 400 350 400
Tergitol 10™! 60 70 150 8
Tergitol 10~ 6 10 2 6
Tergitol 10” 0 0 0 0
EMB puro 240 300 300 400
EMB 10" 50 100 100 6
05/06/06* EMB 10~ 7 10 0 0
EMB 107 0 0 0 0
GSP puro 240 400 200 200
GSP 10 50 30 80 18
GSP 107 7 8 2 3
GSP 10° 0 0 0 0
Entrada Lodo UASB Saida
Tergitol puro 260 2 24 0
Tergitol 10™' 48 0 0 0
Tergitol 10~ 5 0 0 0
Tergitol 107 0 0 0 0
EMB puro 180 4 Incontavel 0
EMB 10" 36 0 0 0
26/06/06 EMB 10° 3 0 0 0
EMB 107 0 0 0 0
GSP puro Incontavel 0 Incontavel 0
GSP 10" 19 0 0 0
GSP 10~ 7 0 0 0
GSP 107 0 0 0 0
Entrada Lodo UASB Saida
Tergitol puro 416 88 58 360
Tergitol 10™! 40 12 10 0
Tergitol 107 4 1 0 0
Tergitol 10 NA NA NA NA
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17/07/06*

28/08/06*

12/09/06

25/09/06

EMB puro
EMB 107!
EMB 107
EMB 107

GSP puro
GSP 10!
GSP 10?
GSP 10

Tergitol puro
Tergitol 10™"
Tergitol 107
Tergitol 107

EMB puro
EMB 10"
EMB 107
EMB 10

GSP puro
GSP 10
GSP 10
GSP 10

Tergitol puro
Tergitol 10™!
Tergitol 10~
Tergitol 107

EMB puro
EMB 107!
EMB 10>
EMB 107

GSP puro
GSP 10!
GSP 10?
GSP 10

Tergitol puro
Tergitol 10™'
Tergitol 107
Tergitol 107

EMB puro
EMB 10"
EMB 107
EMB 10

GSP puro
GSP 10"
GSP 107
GSP 107

448
72
0
NA

Incontdvel
114
2
NA

Entrada

240
14
2

NA

110
17
2

NA

100
22
6
NA

Entrada

431
6
1

NA

52
40
4
NA

Entrada

380
7
0

NA

340
60
0
NA

400
15
0

NA

85
35
0
NA
Incontavel
25
0
NA
Lodo

250

NA

30

NA

16

NA

Lodo

69
21

NA

18

NA

23

NA

Lodo

SO N

Z
>

164

NA

140

NA

UASB

130

NA

110

NA

40

NA

UASB

200
15

NA

283
16

NA

92
13

NA

UASB

—_ O W

© oG

NA

120

NA

Saida

(NN

%OOO DZ>

Z
Sooo

Saida

%OOO %OOO

Z
Sooo

Saida

(NN

%OOO DZ>

Z
Sooo
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Entrada Lodo UASB Saida
Tergitol puro NA NA 7 0
Tergitol 10™! NA NA NA 0
Tergitol 107 NA NA NA NA
Tergitol 107 NA NA NA NA
EMB puro NA NA 5 0
EMB 10" NA NA 1 0
07/11/06 EMB 1072 NA NA NA NA
EMB 107 NA NA NA NA
GSP puro NA NA 2 0
GSP 10! NA NA 2 0
GSP 10? NA NA NA NA
GSP 10 NA NA NA NA
Entrada Lodo UASB Saida
Tergitol puro NA NA 5 0
Tergitol 10™' NA NA 0 0
Tergitol 107 NA NA NA NA
Tergitol 107 NA NA NA NA
EMB puro NA NA 1 0
EMB 10" NA NA 0 0
08/11/06 EMB 10? NA NA
EMB 10 NA NA
GSP puro NA NA 1 0
GSP 10! NA NA 0 0
GSP 10 NA NA NA NA
GSP 10 NA NA NA NA
Entrada Lodo UASB Saida
Tergitol puro NA NA 5 Incontével
Tergitol 10™! NA NA 6 0
Tergitol 107 NA NA 2 0
Tergitol 107 NA NA NA NA
EMB puro NA NA Incontavel Incontavel
EMB 10" NA NA 5 9
29/11/06* EMB 1072 NA NA 10 0
EMB 107 NA NA NA NA
GSP puro NA NA Incontavel Incontavel
GSP 10! NA NA 10 11
GSP 107 NA NA 2 0
GSP 10 NA NA NA NA
NA:NaoAvaliado
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Tabela 28. Contagem da média total do niimero de colonias por tipo de meio de cultura
e funcionamento da ETE durante o periodo de coleta de amostras

Entrada Lodo
Meios de ETE normal ETE parada ETE normal ETE parada
cultura
Tergitol puro 343,85 337,75 246 80,25
Tergitol 10™' 26,14 17,25 27,33 65,25
Tergitol 10~ 2,28 2,5 3,66 0
Tergitol 10~ 0,33 0,5 0 0,5
EMB puro 211,42 170,5 138,33 7,33
EMB 10" 39,28 34 45 3,75
EMB 10~ 2,57 1,75 3,33 0
EMB 10~ 0 0 0 0
GSP puro 191,75 213,5 208 26,33
GSP 10 34,3 9,75 18,33 0,25
GSP 10~ 3,28 1,75 2,66 0,25
GSP 10 0 0 0 0

Tabela 29. Contagem da média total do niimero de colonias por tipo de meio de cultura
e funcionamento da ETE durante o periodo de coleta de amostras

UASB Saida
Meios de ETE normal ETE parada ETE normal ETE parada
cultura

Tergitol puro 162,25 45,5 253,33 0
Tergitol 10™" 41,25 3,8 2 0
Tergitol 10~ 1,25 2,5 1,5 0
Tergitol 10~ 0 0 0 0
0
EMB puro 191,33 66,2 138,33 0
EMB 10 28 3 3,75 0
EMB 10~ 2,75 1 0 0
EMB 10° 0 0 0 0
0
GSP puro 126,66 114,75 240 0
GSP 10" 24,25 3,33 7,75 0
GSP 10™ 1,25 1 0,75 0
GSP 10~ 0 0 0 0
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