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RESUMO

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

PALAVRAS-CHAVE: Residuos Sélidos, Codisposicao, Lixiviado de Aterro, Microbiologia, DGGE-PCR.
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INTRODUGAO

A necessidade de coleta, tratamento e disposicdo final para os Residuos Sélidos de Servico de Saude (RSS)
diferenciada dos Residuos S6lidos Domiciliares (RSD) divide as opinifes de pesquisadores e legisladores.
Alguns pesquisadores consideram 0os RSS potenciais agentes de disseminacdo de microrganismos patogénicos
para 0s seres humanos e outros animais, além de veiculo para disseminagdo de marcadores de resisténcia a
drogas antimicrobianas. Para outros, hd poucos estudos epidemiol6gicos que possam ter seu nexo causal nos
residuos solidos urbanos em geral e nos residuos sélidos de servico de salde, em particular. Além disso, 0s
custos necessarios para estabelecer e manter sistemas eficazes de tratamento de RSS excedem 0s recursos
disponiveis em determinadas localidades.

Visto sob esse prisma, conhecer as comunidades microbianas e as relaces biol6gicas que tomam parte nos
residuos solidos pode ser Gtil também quando se coloca a questdo sobre a periculosidade ou ndo dos Residuos
Sélidos de Servico de Salude (RSS) dispostos em aterro, sem tratamento prévio. Embora essa seja uma questao
ndo-resolvida, os paises desenvolvidos adotam uma politica cautelosa e consideram tais residuos como
residuos que exigem tratamento especial (perigosos, patogénicos, patologicos, entre outras denominagdes). A
recomendacdo de incineragdo dos residuos, ou de parte deles, é uma constante.

Tecnologias avancadas, tais como a incineragdo, a autoclave e forno de micro-ondas, podem ser inacessiveis
ou de alcance limitado por falta de suporte técnico ou de investimentos. No Brasil, onde sdo coletadas cerca de
890 toneladas de residuos sélidos de servigo de sadde por dia, e em diversos paises em desenvolvimento, as
propostas de gerenciamento apontam para a recomendacdo de incineragdo destes residuos, ou de parte deles.

Nesse contexto, a capacidade de liberar microrganismos e substancias que comprometem o meio ambiente ndo
¢ inerente aos residuos originarios dos estabelecimentos relacionados a assisténcia a sadde. Os residuos
gerados em domicilio, no comércio e na inddstria, bem como os efluentes das estacdes de tratamento de &guas,
sdo conhecidos pela sua contribui¢do com carga de medicamentos antimicrobianos e saneantes nas aguas
residuais e de microrganismos de diferentes fontes de contaminacgdo, como fraldas, preservativos, absorventes
e papéis sanitarios, além de materiais perfurantes e escarificantes.

Quanto a disposicdo de residuos sélidos de servico de salide em aterros sanitarios, por ser uma medida em
desuso nos paises desenvolvidos, pouco se sabe sobre a microbiota dos residuos solidos ali depositados.
Assim, a avaliacdo da diversidade microbiana é um dos principais passos em direcdo ao entendimento das
propriedades metabdlicas espécie-especifica responsdveis pela decomposi¢do dos residuos solidos. Um
entendimento mais profundo da dinamica dessa populagdo microbiana fornecera subsidios para uma avaliagao
precisa dos riscos ambientais e da estabilidade dos aterros de residuos.

Como consequéncia da disposicao dos residuos solidos em aterro, o lixiviado é atualmente considerado a
emissdo mais impactante sob o ponto de vista ambiental. O impacto do lixiviado de aterro sobre a microflora e
microfauna é determinado por fatores como elevadas concentragfes de matéria organica, e de nitrogénio
amoniacal, além de outros contaminantes transportados pela massa de residuos. Nesse sentido, o aterro
sanitario se mostra como um sistema heterogéneo complexo quanto as caracteristicas fisicas, quimicas e
bioldgicas onde diferentes microrganismos coexistem e interagem.

As caracteristicas do lixiviado gerado a partir da disposi¢do dos residuos solidos de servigo de salide em aterro
sanitario podem se assemelhar as dos efluentes hospitalares. A entrada de bactérias de origem hospitalar em
um ambiente pode representar uma grande fonte de disseminacgéo de resisténcia aos antimicrobianos. Os efeitos
dos rejeitos hospitalares (esgoto e aguas residuarias) e urbanos no meio ambiente estdo associados as falhas no
tratamento destes efluentes e a liberagcdo de microrganismos e de substancias quimicas e moléculas organicas
capazes de alterar as caracteristicas dos ecossistemas.

O confinamento dos residuos em aterros sanitarios pode fornecer as comunidades microbianas as condigdes
adequadas as suas interagdes e sucessdes que conduziriam a inocuidade deste aterro, mas também é possivel
que estas condigdes sejam favoraveis as recombinagdes e mutagOes genéticas, tornando o lixiviado um veiculo
para microrganismos multirresistentes e produtores de mecanismos de patogenicidade.
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Considerando-se a necessidade de informacbes que respondam a essas questdes, o estudo de um aterro
sanitario experimental para o confinamento de residuos solidos de servigo de saude e de residuos sélidos
domiciliares proporcionara o monitoramento da presenca e da diversidade de microrganismos patogénicos que
permitam entender se os residuos solidos de servigo de saude e os residuos s6lidos domiciliares se diferenciam
ou ndo quanto a sua microbiota e ao seu potencial patogénico.

O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos da codisposicao de residuos solidos domiciliares e de residuos
solidos de servico de sadde na microbiota do lixiviado gerado em células de aterro experimental.

MATERIAIS E METODOS
IMPLANTAGAO DAS CELULAS

A construcdo das células obedeceu aos critérios basicos de construcdo de aterros sanitarios (ABNT- NBR
15849:2010): impermeabilizacdo do solo, compactacdo dos residuos, drenagem de lixiviado, drenagem de
gases, de drenagem de &guas pluviais, controle de entrada dos residuos (pesagem do veiculo), a descarga dos
residuos s6lidos, espalhamento, a compactagéo dos residuos sélidos, o cobrimento com uma camada de solo de
cobertura e monitoramento ambiental.

Foram montadas 3 células, dispostas lado a lado, separadas por uma distancia de 2,0m de base (talude), numa
érea plana total de 129m? conforme modelo apresentado na Figura 1. Cada célula apresenta as seguintes
dimens@es: 4,5 m de base menor, 6,0 m de base maior, 5,0 m de altura e 6,0 m de profundidade, totalizando
uma capacidade de volume de 157,5 m®. Para formag&o dos taludes e das bermas foram utilizados residuos de
construgdo civil.

100% RSD ENTULHO 100%; RSS 93% RSD + 2% RSS

DEENAGEM DE GASES

6,0m

ENTULHO BMANTA DEENACGEM DE LIETVIADO

21.5m de comprimento

3
Volume total de cada célula: 157,55 m

Figura 1: Modelo de aterro experimental.

CONTEUDO DAS CELULAS

As células foram identificadas como RSD, para o confinamento exclusivo de Residuos S6lidos Domiciliares;
RSS, para o confinamento exclusivo de Residuos Sélidos de Servico de Salde e COD, como sendo a célula de
codisposicdo destes residuos. As diferentes concentracfes de RSD e RSS em cada célula estdo demonstradas
na Tabela 1, com destaque para a célula de codisposicdo, que apresenta a relacdo percentual real de RSD e
RSS coletadas diariamente no municipio do Rio de Janeiro.
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Tabela 1: Massa dos residuos solidos (ton.) destinados ao preenchimento das Células RSD, RSS e COD.

CELULA MASSA (TON) RSD (%) RSS (%)
RSD 43,350 100 0
RSS 13,680 0 100
COD (RSD+RSS) 42,360 + 0,847 98 2

COMPOSICAO FiSICA DOS RESIDUOS SOLIDOS DE PREENCHIMENTO

Do contetdo de cada caminhao, foi retirado 1 contéiner de 240L de RSD. Os residuos foram homogeneizados
com o apoio de uma pa mecanica. As coletas dos RSS foram realizadas em 2 dias consecutivos a partir do
roteiro de diversos estabelecimentos relacionados a assisténcia a satde.

As amostras foram coletadas segundo o método de quarteamento (ASTM, 2003). Apds a homogeneizacao, 0s
residuos foram divididos em quatro partes iguais. De cada parte desta retiraram-se duas amostras de posigdes
diametralmente opostas. Cada amostra equivaleu a um contéiner de 200L. O total amostrado nesta etapa foi de
aproximadamente 1600L. O procedimento de quarteamento foi repetido por mais trés vezes nas amostras
fracionadas, com diminuicdo do total amostrado para 800L, 400L e 200L (amostra final).

Da amostra de 200L, realizou-se a separa¢do dos materiais e a diferenciagdo em 11 componentes: papel;
papeldo; pléstico (polietileno, polipropileno e poliestireno); vidro (incolor/ colorido); metal (ferroso/ndo
ferroso); téxtil; matéria orgénica putrescivel; madeira; eletroeletrénico; materiais inertes e outros.

CARACTERIZACAO DA MICROBIOTA DO LIXIVIADO POR METODOS DEPENDENTES DE
CULTIVO

As andlises foram realizadas segundo o Standard Methods for the Examination of Water & Wastewater (2012).
As populacbes de coliformes totais, Escherichia coli e enterococos foram expressas em NUmeros Mais
Provaveis por 100 mililitros de amostra (NMP100mL™) e determinadas pela Técnica dos Tubos Multiplos.

CARACTERIZAGCAO DA MICROBIOTA DO LIXIVIADO POR METODOS INDEPENDENTES DE
CULTIVO

O protocolo da Eletroforese em gel com gradiente de desnaturacdo (PCR-DGGE) foi conduzido em 6 etapas:
coleta da amostra, extragdo do &cido nucléico, amplificacdo pela PCR do gene alvo, separacdo dos
amplificados da PCR pela DGGE, visualizagdo dos perfis, e analise de dados.

SUSCEPTIBILIDADE DAS ESTIRPES ISOLADAS AOS ANTIMICROBIANOS

Foi determinada utilizando o método de difusdo em agar segundo o CLSI - Clinical and Laboratory Standards
Institute (2013).

PESQUISA DE MARCADORES DE RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS EM
ENTEROBACTERIAS

A pesquisa de enterobactérias produtoras de ESBL (enzimas beta-lactamases de espectro estendido) e
produtoras de carbapenemases foi realizada segundo o CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute
(2013). A deteccdo de enterobactérias produtoras de AmpC teve por base a metodologia da aproximagéo do
disco, modificada (YAN et al., 2002; DALMARCO et al., 2006).
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ANALISE ESTATISTICA

A Andlise estatistica dos dados esta apresentada na Tabela 2.

Tabela 2: Ferramentas estatisticas aplicadas aos resultados obtidos em cada parametro analisado no
presente estudo.

PARAMETRO FERRAMENTA ESTATISTICA

Andlise da variancia de Kruskal-Wallis

Microrganismos indicadores de contaminacéo ~ o
Teste de comparagdes multiplas

Susceptibilidade aos antimicrobianos Anélise da probabilidade exata de Fisher
Anélises de grupamento — coeficiente de Jaccard e
PCR-DGGE UFGMA

RESULTADOS E DISCUSSAO
COMPOSICAO FISICA DOS RESIDUOS SOLIDOS DE PREENCHIMENTO

A Figura 2 apresenta uma vista panoramica da area onde foi instalado o experimento decorrido apds 810 dias
desde a construcéo.

Figura 2: Vista panoramica das células experimentais apds 810 dias de confinamento.

A Figura 3 mostra a composicéo fisica dos RSD destinados as células. O maior percentual encontrado entre 0s
componentes dos RSD foi a matéria organica putrescivel, representada pelos restos de alimentos processados,
alimentos fora da validade, cascas de frutas e legumes e fezes. Quanto aos componentes reciclaveis dos RSD, o
plastico aparece com maior valor percentual dentre os materiais potencialmente reciclaveis (19,14%), seguido
pelo papel (15,99%).

Outros
Metal _6,75%
1,57%

Vidro
3,28%

Papel .
15.99% Matéria
Organica

53,27%

Figura 3: Composicao fisica dos RSD destinados ao preenchimento das Células RSD e COD.
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O percentual médio de matéria organica putrescivel do municipio do Rio de Janeiro nos Gltimos cinco anos foi
de 53,48%, compatibilizando-se com o valor encontrado para os RSD utilizados neste experimento. Do mesmo
modo, os percentuais de papel/papeldo identificados nos RSD destinados ao experimento (15,99%) e de
plastico (19,14%) se encontraram dentro da média verificada ao longo dos 5 anos de pesquisa. Assim sendo,

foi assegurada a semelhanca dos residuos de preenchimento com o que é disposto nos aterros do Rio de
Janeiro.

Quanto aos RSS, a Figura 4 apresenta os percentuais dos componentes identificados nestes residuos. Do total
de materiais reciclaveis nos RSS, os produtos plasticos corresponderam a maior fracdo (38,07%), seguida
pelos componentes “Outros” (30,63%). Em contraposicdo aos RSD, o componente “matéria organica”,
representada por pecas anatdmicas, sangue, visceras e restos de alimentos, encontra-se em menor percentual
em relacdo aos materiais reciclaveis, contribuindo com 12,61%.

Matéria Organica
12,61%

outros
30,63%
~\

Metal

0,91%
™

Vidro
0,59%

Pldstico
38,06%

Papel
17,20%

Figura 4: Composicao fisica dos RSS destinados ao preenchimento das Células RSS e COD.

CARACTERIZACAO DA MICROBIOTA DO LIXIVIADO POR METODOS DEPENDENTES DE
CULTIVO

Na Tabela 3 estdo apresentados os valores médios e as variacdes para as populagoes de coliformes totais nas 3
células. As populagdes médias de coliformes foram similares entre as 3 células. Como os coliformes totais
englobam microrganismos que tém origem ambiental e fecal, além da E. coli, de origem exclusivamente fecal,
a detecgdo deste parametro tanto nas Células RSD e COD, como na Célula RSS pode ser atribuida a qualquer
material presente nos residuos, incluindo os alimentos.

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

O aterro metropolitano de Gramacho, situado no municipio de Duque de Caxias, RJ, foi desativado em 2011 e
recebeu 0s RSU do municipio do Rio de Janeiro durante 35 anos. As analises bacterioldgicas do lixiviado
gerado pelo aterro no final de sua operaco revelaram valores de 1,6x10° NMP 100mL™ para coliformes totais,
e 4,9x10° NMP 100mL™ para E. coli. O aterro de Seropédica, com 2 anos de operaco, recebe, em média,
9.000 ton. de RSU diariamente e os valores médios para coliformes totais no lixiviado bruto foram 5x10
NMP100mL™.

Tabela 3: Valor médio de coliformes totais de acordo com as células de disposicao de residuos.

Célula Namero de Coliformes totais (NMP 100mL™).
observagdes Média Mediana Minimo Maximo
RSD 54 3,9x10* 1,5x10° 0 8,0x10°
RSS 54 4,8x10* 5,0x10? 0 2,3x10°
CcoD 54 3,1x10* 1,7x10° 0 3,5x10°
RSD - Residuos Sélidos Domiciliares RSS — Residuos Solidos de Servico de Satide COD — Codisposicdo
de RSD e RSS
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A Tabela 4 apresenta 0 NMP de E. coli em 100mL de lixiviado nas 3 células de residuos. E. coli é o Unico
membro do grupo coliforme que satisfaz a maior parte dos critérios para um indicador ideal de poluigdo
bacteriana de origem exclusivamente fecal (PARUCH et al., 2012), sendo considerado o indicador mais
sensivel e a medida mais adequada de contaminacdo fecal em ambiente natural de agua, solos e plantas

(EDBERG et al.,, 2000; HALLER et al., 2009). E. coli apresentou valores menores na Célula RSS,
comparando-se com as demais.

Tabela 4: Valor médio de E. coli em NMP 100mL™ de acordo com as células de disposicéo de residuos.

CELULA NUMERO DE , E. coli (NMP }OOML'l.) ]
OBSERVACOEY MEDIA | MEDIANA| MINIMO MAXIMO
RSD 54 2,7x10* 6,0x10° 0 5,0x10°
RSS 54 8,6x10° 2,0x10? 0 3,0x10°
CcoD 54 1,4x10* 8,0x10? 0 3,0x10°

RSD - Residuos Solidos Domiciliares RSS — Residuos Sélidos de Servico de Satude COD - Codisposi¢do de
RSD e RSS

Néo foi possivel estabelecer correlacdo entre os valores observados e o tempo de confinamento, tendo sido
detectadas populacdes de coliformes totais e de E. coli com 15 dias de confinamento (primeira observacédo) e
com 810 dias de confinamento (Ultima observacgdo) nas 3 células. Os resultados obtidos apontam para entender
o0 aterro de residuos sélidos como um sistema biolégico dindmico, em que diferentes fases de crescimento
microbiano ocorrem simultaneamente.

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

Outro ponto a ser abordado € a presenca de E. coli na maioria das observacoes, além de ter apresentado o
maior valor populacional dentre os microrganismos do grupo dos coliformes. Isso indica que os residuos
solidos confinados em aterro oferecem as condi¢des para que E. coli sobreviva e se desenvolva, ainda que fora
do trato intestinal. Alias, o trato intestinal é o habitat primario deste microrganismo e, até recentemente, E. coli
ndo demonstrava capacidade de sobreviver bem no ambiente, ou seja, em habitats secundarias, tais como agua
de superficie, sedimentos e solo (ISHII et al., 2008). No entanto, tem sido demonstrado que E. coli pode
sobreviver nesses ambientes durante longos periodos de tempo e crescer, mesmo em clima temperado
(IBEKWE et al., 2011).

A Tabela 5 mostra os resultados para os ensaios de determinacdo do NMP de enterococos em 100mL de
lixiviado. Houve uma variagdo de 0 a 1,3x105 NMP100-1mL na Célula COD, que apresentou valores similares
ao da Célula RSD para este parametro. Grisey e outros (2010), na analise quantitativa de lixiviado de aterro
fora de operacdo, demonstraram baixos valores de enterococos nas amostras, variando de 30 a 349 UFC
100mL-1.
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Tabela 5: Valor médio de enterococos em NMP 100mL ™ de acordo com as células de disposicéo de

residuos.
CELULA NUMERO DE ENTEROCOCOS (NMP 100ML™)
OBSERVACOES | MEDIA | MEDIANA | MINIMO MAXIMO
RSD 54 7,0x10° 8,0x10? 0 1,1x10°
RSS 54 2,1x10° 8,0x10* 0 5,0x10*
CoD 54 6,3x10° 7,0x10? 0 1,3x10°

RSD - Residuos S6lidos Domiciliares RSS — Residuos Sélidos de Servico de Saide COD — Codisposicdo de
RSD e RSS

Esse grupo de microrganismos foi menor na Célula RSS na maioria das observaces. Isso pode estar associado
a auséncia de fezes in natura nos RSS, em contraposi¢do aos RSD, que apresentam em sua composicao fisica,
fezes humanas e, principalmente, fezes de animais mamiferos e aves, além de materiais provenientes de
animais domésticos (areia e absorventes para higiene). O aumento da populacdo de animais em domicilio vem
sendo considerada como um problema de salde publica pela presenca de microrganismos patogénicos e por
serem reservatorios de bactérias resistentes aos antimicrobianos, como 0s enterococos resistentes a
vancomicina (VRE) (CINQUEPALMI et al., 2013).

Na Tabela 6 estdo anotados os valores médios da populacdo de P. aeruginosa quantificada no lixiviado das
células. A avaliacdo comparativa entre as células mostrou semelhancas entre os valores observados,
ressaltando a versatilidade bioquimica desse microrganismo e capacidade de sobreviver em diferentes
ambientes.

Tabela 6: Valor médio de P. aeruginosa nos lixiviados gerados nas células de disposicéo de residuos.

CELULA NUMERO DE _ P. aeruginosa (NMP %OOML'l.) _
OBSERVACOES| MEDIA | MEDIANA | MINIMO | MAXIMO
RSD 54 9,1x10° 4,0x10* 0 2,4x10°
RSS 54 6,5x10° 1,3x10° 0 2,4x10°
CcoD 54 4,8x10° 1,3x10? 0 8,0x10*

RSD - Residuos Sélidos Domiciliares RSS — Residuos Solidos de Servigo de Saide COD - Codisposicao de
RSD e RSS

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

ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS DAS POPULAGOES BACTERIANAS

Os valores médios das populacfes bacterianas de coliformes totais, E. coli e P. aeruginosa nas trés células ndo
mostraram diferenca estatisticamente significativa (p> 0,05) ao longo de 810 dias de monitoramento (54
observacdes), quando submetidos ao teste de Kruskal-Wallis. Os dados revelam que somente para a populacéo
de enterococos a probabilidade associada a estatistica de Kruskal-Wallis é menor que 5%, nivel de
significancia do teste.

Isso indica que para enterococos os lixiviados das células apresentaram valores diferenciados, ou seja, ao
menos uma das células apresentou comportamento diferente no que tange ao parametro de valor médio
populacional deste grupo de microrganismos.
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Com o objetivo de se determinar em qual (is) células essa diferenca ocorreu, recorreu-se ao teste de
comparacgGes multiplas sugerido por Siegal e Castellan (1988). Uma vez que as diferencas entre as Células
RSD e RSS e entre as Células RSS e COD excedem o valor critico, ambas as comparagdes foram significantes
e pode-se inferir que a diferenga foi gerada pelos dados originarios da Célula RSS. A andlise da média indicou
que a populagdo de enterococos foi menor na Célula RSS do que nas outras.

CARACTERIZACAO DA MICROBIOTA DO LIXIVIADO POR METODOS INDEPENDENTES DE
CULTIVO

Para comparar as comunidades microbianas presentes no lixiviado das 3 células foram analisados os perfis de
bandas obtidos pela técnica de DGGE em 2 tempos distintos: 2011, com 270 dias de confinamento dos
residuos e 2013, com 810 dias de confinamento. Uma vez que os ecossistemas encontrados nos aterros sao
heterogéneos e que as comunidades microbianas presentes nesses ecossistemas parecem ndo estar distribuidas
uniformemente nas camadas de residuos (SAWAMURA et al., 2010), o lixiviado apresenta-se como um
concentrador dessa diversidade, constituindo um bom meio para o estudo da diversidade microbiana presente
nos aterros (SANTOS, 2010).

A similaridade entre as estruturas das comunidades bacterianas presentes nas amostras foi determinada com
base na presenca ou auséncia das bandas detectadas no gel. Ao considerar a presenca/auséncia, semelhangas
entre os padrbes de bandas, tomadas em pares, podem ser expressas em um valor percentual utilizando-se um
coeficiente de similaridade (DIEZ et al., 2001). Foi utilizado o coeficiente de similaridade de Jaccard e como
método de classificagdo hierdrquica, 0 UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Average). Os resultados
dessas andlises geraram, em forma gréfica, um dendrograma para cada grupo de perfis de bandeamento. As
andlises foram realizadas com o auxilio do software BIONUMERICS 6,0.

Com o objetivo de avaliar as similaridades dos perfis de bandeamento para comparacdo entre as células, foram
analisados os agrupamentos em cada ano, conforme apresentado na Figura 5 para o0 ano de 2011 e na Figura 6,
para o ano de 2013.
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Figura 5: Estrutura das comunidades bacterianas dos lixiviados das células coletados em 2011 com base
nos perfis de fragmentos 16S DNAr. Dendrograma e perfil de bandas.
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Figura 6: Estrutura das comunidades bacterianas dos lixiviados das células coletados em 2013 com base
nos perfis de fragmentos 16S DNAr. Dendrograma e perfil de bandas.

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

O perfil de bandas obtido com analise do DNA das comunidades microbianas das amostras das Células RSD,
RSS e COD coletadas no ano de 2011 apresentaram baixo coeficiente de similaridade (<35%) entre elas. RSD
e COD foram reunidas em um mesmo grupo, mas com baixo coeficiente de similaridade (32%). RSS néo foi
incluida nesse grupo principal e mostrou um coeficiente de similaridade de 29%.

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

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

SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS DAS ESTIRPES DE ENTEROBACTERIAS

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

Dentre os 192 isolados de enterobactérias foram observados fendtipos de sensivel (S), resisténcia a um dnico
antimicrobiano (R1), resisténcia a dois antimicrobianos (R2) e multirresisténcia (MRA) nas 3 células. A Figura
7 mostra os fendtipos identificados em cada célula. As 3 células apresentaram perfil de multirresisténcia como
o perfil de maior incidéncia. A presenca de estirpes sensiveis aos antimicrobianos testados foi menor na Célula
COD.
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Figura 7: Percentual de perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos identificados nas
enterobactérias para cada célula. MRA, multirresisténcia; R1, resistente a 1 antimicrobiano; R2,
resistente a 2 antimicrobianos; S, sensivel

N&o houve diferencas estatisticas entre as proporcdes de padrdes de susceptibilidade aos antimicrobianos
observados nas estirpes bacterianas isoladas nas células. Ndo foram detectadas estirpes de P. aeruginosa
multirresistentes.

PESQUISA DE MARCADORES DE RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS EM
ENTEROBACTERIAS

Estirpes de enterobactérias com suspeita de producdo de ESBL e de carbapenemases foram detectadas em
15,6% e 19,4% das amostras isoladas na Célula RSD, respectivamente; em 10,7% e 23,2% na Célula RSS,
respectivamente e em 13,6% e 27,1% na Célula COD, respectivamente; Ndo foram detectadas estirpes de
enterococos resistentes a vancomicina (VRE) e com perfil de alto nivel de resisténcia aos aminoglicosideos
(HLAR) em nenhuma célula.

CONCLUSOES

O presente trabalho simulou 3 células de aterro sanitario para disposicdo e codisposi¢do de Residuos Sélidos
Domiciliares e Residuos Sélidos de Servico de Saude. Através de determinados pardmetros bacteriolégicos e a
aplicacdo de uma técnica de biologia molecular, os resultados sugerem que a codisposi¢do de RSD e de RSS
pode ser empregada como metodo de destinacdo final destes residuos, sem prejuizos a satde publica e ao meio
ambiente. Destacam-se as seguintes consideracdes:

* As células construidas mostraram ser um bom modelo de estudo para os pardmetros biol6gicos de lixiviados
de aterro;

» Os valores verificados para os indicadores de contaminacdo ambiental das 3 células sugerem que estes
microrganismos ainda persistem no lixiviado apés 810 dias de confinamento;

» O sistema de aterramento sanitario de residuos foi capaz de reduzir as populagBes de microrganismos
indicadores de poluicdo fecal desde o inicio do confinamento;

* Os liquidos lixiviados das células experimentais de Residuos So6lidos Domiciliares e da Codisposicdo ndo
apresentaram diferenca significativa na microbiota ao longo do estudo, enquanto que os da Célula RSS
apresentaram valores inferiores para coliformes totais, Escherichia coli e enterococos em relagdo as demais
células;
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* A codisposicédo de Residuos Solidos Domiciliares e Residuos Sélidos de Servigo de Salde nao se diferenciou
da disposicao exclusiva de Residuos Sélidos Domiciliares, quanto a resisténcia aos antimicrobianos,

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

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

» Em relagdo as caracteristicas ecoldgicas das células, a técnica de PCR-DGGE associada ao sequenciamento
pode ser til na aplicagdo de estratégias mais eficientes no tratamento de lixiviado de aterros, através da
selecdo, utilizacdo e estimulo de populacbes microbianas especificas presentes nos processos biologicos de
degradacéo dos residuos solidos;

» Nas condicBes estudadas, os resultados obtidos sugerem que ndo houve diferengas significativas no
comportamento das células dando suporte a pratica da codisposi¢io de RSS e de RSD.
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