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RESUMO 

 

 

Acredita-se que os resíduos de serviços de saúde (RSS) possam atuar como 

veículos de disseminação de microrganismos potencialmente patogênicos e de 

marcadores de resistência a drogas antimicrobianas. Assim, considerando-se os 

riscos para saúde humana e ambiental associados ao fenômeno da resistência 

microbiana a drogas, nossos objetivos foram identificar linhagens de Staphylococcus 

coagulase negativo (SCN) isoladas do chorume percolado dos RSS no aterro 

sanitário de Juiz de Fora, MG, determinar o seu perfil de susceptibilidade a 

antimicrobianos de interesse clínico-microbiológico e detectar o marcado molecular 

mecA. Linhagens bacterianas presuntivamente caracterizadas como SCN (n=109) 

foram identificadas utilizando-se sistema comercial semiautomatizado e o seu perfil 

de susceptibilidade a antimicrobianos, determinado pela técnica de diluição em ágar, 

de acordo com as recomendações do Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI). Apenas 26,6% das amostras de SCN foram identificadas pelo sistema 

comercial, distribuídas em S. sciuri (31%), S. epidermidis (27,6%), S. lentus (20,7%), 

S. vitulinus (10,3%) S. saprophyticus (6,9%), S. haemolyticus (3,5%). As outras 

linhagens foram identificadas como Staphylococcus spp. (73,4%). Entre os 

antimicrobianos avaliados, a penicilina e a oxacilina foram as drogas menos efetivas 

(61,4% de resistência), seguidas pela eritromicina e azitromicina (27,3% e 22,7% de 

resistência respectivamente). Os antimicrobianos mais eficazes foram a gentamicina 

e levofloxacina, para os quais apenas resistência intermediária foi observada (21,6% 

e 1,1% respectivamente). Todas as amostras foram susceptíveis à vancomicina. 

Considerando as linhagens resistentes 14 (25,9%) amplificaram o gene específico, 

enquanto que 40 (74,1%) mostraram-se resistentes à oxacilina por outros 

mecanismos.  Nossos resultados suscitam reflexões relacionadas à sobrevivência de 

microrganismos potencialmente patogênicos e linhagens resistentes aos 

antimicrobianos, carreando importantes marcadores de resistência e sua possível 

disseminação via RSS, contribuindo para seu trânsito intra-hospitalar. 

Palavras-chave: Resíduos de serviços de saúde. Staphylococcus coagulase 

negativo. Resistência antimicrobiana. Identificação específica. 

 



ABSTRACT 

 

 

It is accepted that health-care waste may act as vehicle for spreading potentially 

pathogenic microorganisms and their genetic resistance markers. Thus, considering 

the risks for human and environmental health associated with the phenomenon of 

microbial drug resistance, our objectives were to identify Coagulase-negative 

Staphylococcus (CoNS) strains isolated from the sanitary landfill disposal of health-

care waste of Juiz de Fora, MG; to determine the antimicrobial susceptibility patterns 

against antimicrobials of clinical and microbiological relevance; and to evaluate the 

occurrence of mecA gene. Bacterial strains presumptively characterized as CoNS (n 

= 109) were identified using a commercial system and the antimicrobial susceptibility 

patterns determined by the agar dilution technique, according to the 

recommendations of Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Only 26.6% 

of the bacterial samples were identified as follows: S. sciuri (31%), S. epidermidis 

(27.6%), S. lentus (20.7%), S. vitulinus (10.3%) S. saprophyticus (6.9%), S. 

haemolyticus (3.5%). The other strains were identified as Staphylococcus spp. 

(73.4%). Considering the minimal inhibitory concentrations of the antimicrobials, 

penicillin and oxacillin drugs were the less effective drugs (61.4% resistance) 

followed by erythromycin and azithromycin (27.3 and 22.7% resistance, respectively). 

The most effective antimicrobials were gentamicin and levofloxacin, for which only 

intermediate resistance was observed (21.6 and 1.1% respectively). All samples 

were susceptible to vancomycin. Considering the resistant strains, 14 (25,9%) 

showed to harbour mecA gene and in 40 (74,1%) were resistant to oxacillin by other 

mechanisms. Our results raise considerations related to the survival of potentially 

pathogenic microorganisms and strains resistant to antibiotics harboring genetic 

markers. It is possible that these bacteria might spread via health-care waste, 

contributing dissemination into hospitals. 

Keywords: Health-care waste. Coagulase-negative Staphylococcus. Antimicrobial 

resistance. Especific Identification. 
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1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

Atualmente, em nível mundial, nos deparamos com uma situação de alto 

acúmulo de lixo, principalmente nas grandes cidades, trazendo preocupação não só 

às autoridades políticas como também aos órgãos ambientais e a muitos 

pesquisadores da área, sobre como gerenciar tal problema. Em consequência, 

nosso planeta vem se tornando cada vez mais um grande reservatório de resíduos 

das mais diversas naturezas, os quais podem ser os maiores responsáveis pela 

poluição ambiental e acúmulo de macro e microrganismos transmissores e 

causadores de várias doenças para a população humana. 

Devido à grande variedade de fontes geradoras de resíduos, a legislação 

vigente classifica os mesmos segundo sua origem. Esta legislação, entretanto, é de 

competência regional, e variações na classificação dos resíduos podem existir. 

Como legislação federal norteadora, no Brasil, a Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA) classifica os resíduos quanto a sua origem em: resíduos 

urbanos, resíduos dos serviços de saúde, resíduos dos serviços de transportes, 

resíduos industriais e resíduos da construção civil. 

Considerando-se a totalidade dos resíduos produzidos, destacam-se os RSS, 

que, embora representem uma pequena parcela dos resíduos totais, ocupam uma 

posição de extrema importância devido às suas frações infectantes, somadas a 

características químicas e físicas, oferecendo risco potencial à saúde pública e ao 

ambiente. No entanto, é grande e polêmica a discussão sobre a importância e o 

significado dos RSS no real potencial de risco para a saúde humana e ambiental. 

Vários autores relatam que os riscos para a saúde pública gerados pelos 

resíduos dos serviços de saúde são comparáveis aos riscos associados aos 

resíduos domésticos, o que dispensaria para os primeiros uma atenção especial no 

que diz respeito ao tratamento, à coleta e à disposição final. A exceção unânime são 

as culturas microbiológicas e os resíduos perfurocortantes. O risco de contaminação 

pelo manuseio desses resíduos é alto, tanto no momento da geração, do 

acondicionamento e do descarte, quanto durante a coleta externa e a disposição 

final, devido às suas características físicas e ao seu potencial de contaminação 

através de microrganismos retidos. Isso requer normas seguras de manuseio e 
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acondicionamento, principalmente com os perfurocortantes, já que doenças 

infectocontagiosas como a AIDS trouxeram uma atenção muito maior a sua 

problemática. 

Desse cenário de avaliação de risco, envolvendo algumas frações específicas 

dos RSS, há de se considerar outros possíveis mecanismos de sobrevivência de 

patógenos na massa desses resíduos, como, por exemplo, os materiais biológicos 

contaminados que podem constituir importantes veículos para os microrganismos 

causadores de doenças, quando impropriamente manuseados ou tratados. 

Os RSS constituem uma categoria específica devido a sua particularidade, 

especialmente em razão da presença de resíduos com risco biológico, o que leva os 

órgãos públicos a repensar uma provável necessidade de realizar sua disposição 

final diferenciada do resíduo doméstico. 

Desta forma, considerando a potencialidade dos RSS como veículos de 

disseminação de microrganismos potencialmente patogênicos e de marcadores de 

resistência a drogas antimicrobianas, e dado o crescente fenômeno da resistência, 

já citado por diversos órgãos internacionais de vigilância epidemiológica, percebe-se 

a carência de estudos regionais. Assim, dando sequência à linha de pesquisa 

“Microrganismos associados ao ambiente nosocomial e gerenciamento de resíduos”, 

foi proposto o presente estudo, com o qual se pretende contribuir para a geração de 

conhecimento sobre a possível disseminação de microrganismos do gênero 

Staphylococcus spp. e de marcadores de resistência, pelo manejo e segregação 

ineficientes dos RSS. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Resíduos de Serviços de Saúde (RSS): classificação e legislação 

 

Até o final da década de 80, o termo resíduo recebia um enfoque voltado 

somente ao ambiente hospitalar, sendo habitualmente designado como lixo 

hospitalar. Posteriormente, a denominação de resíduos de serviços de saúde foi 

considerada mais apropriada e completa, englobando os resíduos de quaisquer 

estabelecimentos de assistência à saúde (SCHNEIDER et al., 2001; 

TAKAYANAGUI, 2005).  

No que diz respeito à definição de RSS, esta é apresentada em diversas 

referências bibliográficas de caráter legal, sanitário, epidemiológico, preventivo e de 

controle e algumas se sobrepõem, necessitando de mais esclarecimentos. 

De acordo com a Resolução da Diretoria Colegiada (RDC) ANVISA nº 306, de 

07 de dezembro de 2004, e a Resolução do Conselho Nacional do Meio Ambiente 

(CONAMA) nº 358, de 29 de abril de 2005, são definidos como RSS aqueles 

gerados em todos os serviços relacionados com o atendimento à saúde humana ou 

animal, inclusive os serviços de assistência domiciliar e de trabalhos de campo; 

laboratórios analíticos de produtos para a saúde; necrotérios; funerárias e serviços 

onde se realizem atividades de embalsamamento; serviços de medicina legal; 

drogarias e farmácias, inclusive as de manipulação; estabelecimentos de ensino e 

pesquisa na área da saúde; centro de controle de zoonoses; distribuidores de 

produtos farmacêuticos, importadores, distribuidores produtores de materiais e 

controles para diagnóstico in vitro; unidades móveis de atendimento à saúde; 

serviços de acupuntura; serviços de tatuagem, dentre outros similares (BRASIL, 

2006). 

De maneira expressiva, no Brasil, mais de 30 mil unidades de saúde 

produzem RSS, embora, devido a condições precárias do sistema de gerenciamento 

de resíduos, não haja estatísticas suficientes e precisas acerca do número de 

geradores, nem da quantidade de resíduos de serviços de saúde gerada 

diariamente. Além disso, algumas unidades de saúde desconhecem a quantidade e 

a composição dos resíduos que produzem (FERREIRA, 1995; GARCIA e ZANETTI-

RAMOS, 2004). 
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Ressalta-se que sua peculiaridade pode determinar riscos à saúde pública e 

ao meio ambiente, quando impropriamente tratado, armazenado, transportado e 

destinado inadequadamente (BIDONE, 2001; DA SILVA et al., 2005; DIAZ, SAVAGE 

e EGGERTH, 2005). 

Segundo dados do IBGE, no ano 2000, das toneladas de resíduos 

residenciais e comerciais gerados diariamente (aproximadamente 228.413 

toneladas), apenas uma fração inferior a 2% corresponde aos RSS e, destes, 

apenas 10% a 25% necessitam de cuidados especiais, considerando a cadeia de 

transmissibilidade de doenças, a capacidade de sobrevivência e virulência dos 

microrganismos e a susceptibilidade do hospedeiro (BRASIL, 2006; SALOMÃO, 

TREVIZAN e GÜNTHER, 2004; TAKAYANAGUI, 2005). 

É importante observar, também, as variáveis que interferem na composição 

dos RSS, desde a sua origem até as alterações de suas características físicas, 

tornando-se necessário avaliar a questão do teor de umidade, sua composição 

gravimétrica, suas características químicas e biológicas. Estas variáveis podem 

interferir na distribuição e viabilidade de diferentes grupos microbianos, muitas vezes 

potencialmente patogênicos (BIDONE, 2001). 

A geração dos RSS acompanha a atividade assistencial hospitalar desde seu 

início, porém a importância desse assunto passou a ganhar atenção significativa nos 

últimos anos, quando começou a ser pauta de uma ampla discussão da sociedade 

acadêmica, governamental e civil, uma vez que começaram a surgir graves 

problemas oriundos destes resíduos, entre eles, infecção hospitalar e contaminação 

do meio ambiente (RIBEIRO FILHO, 2000). 

Portanto a quantidade limitada de informações na literatura sobre as 

características dos diferentes tipos de resíduos gerados em estabelecimentos de 

saúde (DIAZ et al., 2008), associada à escassez de recursos para o setor de saúde, 

o que dificulta a adoção por parte dos hospitais de sistemas de manejo, e o descaso 

com o gerenciamento dos resíduos dos serviços de saúde despertam na 

comunidade científica e política a necessidade de se repensar essa questão. 

Desde que os RSS se tornaram uma preocupação a ponto de gerar 

discussões entre os diversos setores governamentais, políticas públicas têm sido 

discutidas e legislações específicas têm sido elaboradas, visando garantir o 

desenvolvimento sustentável e a preservação da saúde pública. Diante disso, a 

ANVISA, dentro da competência legal que lhe é atribuída e cumprindo sua missão 
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de “proteger e promover a saúde da população, garantindo a segurança sanitária de 

produtos e serviços e participando da construção de seu acesso”, passou a 

promover um grande debate público e o estabelecimento de uma normativa 

específica. Por isso, em 2003, foi promulgada a RDC ANVISA nº 33, de 25 de março 

de 2003, para atender às questões ambientais e de saúde pública e disponibilizar 

informações técnicas aos estabelecimentos de saúde, assim como aos órgãos de 

vigilância sanitária sobre as técnicas adequadas de manejo dos RSS, seu 

gerenciamento e sua fiscalização (BRASIL, 2006). 

No entanto, a adoção dessa metodologia de análise de risco que resultou na 

classificação e na definição de regras de manejo se afastava das orientações da 

área ambiental estabelecidas na Resolução CONAMA nº 283, de 12 de julho de 

2001 (BRASIL, 2006). 

A fim de se resolver esta situação, ambos os órgãos buscaram a 

complementação das regulamentações, e o entendimento foi alcançado com a 

publicação da RDC nº 306 pela ANVISA, em dezembro de 2004, e da Resolução nº 

358 pelo CONAMA, em maio de 2005 (BRASIL, 2006). 

Com base em ambas as legislações, competem aos serviços gerais de RSS 

organizar o sistema de manejo de resíduos em relação a sua classificação. A seguir, 

resumidamente, descrevem-se os diversos grupos referentes à classificação de 

RSS, segundo o Ministério da Saúde (BRASIL, 2006): 

 

• Grupo A - engloba os componentes com possível presença de agentes 

biológicos que, por suas características de maior virulência ou concentração, podem 

apresentar risco de infecção. Exemplos: placas e lâminas de laboratório, carcaças, 

peças anatômicas (membros), tecidos, bolsas transfusionais contendo sangue, entre 

outros. 

 

• Grupo B - compreende substâncias químicas que podem apresentar 

riscos à saúde pública ou ao meio ambiente, dependendo de suas características de 

inflamabilidade, corrosividade, reatividade e toxicidade. Ex: medicamentos 

apreendidos, reagentes de laboratório, resíduos contendo metais pesados, entre 

outros. 
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• Grupo C - quaisquer materiais resultantes de atividades humanas que 

contenham radionuclídeos em quantidades superiores aos limites de eliminação 

especificados nas normas da Comissão Nacional de Energia Nuclear - CNEN, como, 

por exemplo, serviços de medicina nuclear e radioterapia, etc. 

 

• Grupo D - não apresentam risco biológico, químico ou radiológico à 

saúde ou ao meio ambiente, podendo ser equiparados aos resíduos domiciliares. 

Ex: sobras de alimentos e do preparo de alimentos, resíduos das áreas 

administrativas, etc. 

 

• Grupo E - materiais perfurocortantes ou escarificantes, tais como 

lâminas de barbear, agulhas, ampolas de vidro, pontas diamantadas, lâminas de 

bisturi, lancetas, espátulas e outros similares. 

 

Destaca-se também que as duas resoluções apresentadas apontam para a 

obrigatoriedade de todos os geradores de resíduos de serviços de saúde elaborarem 

e executarem um plano de gerenciamento de resíduos de serviços de saúde 

(PGRSS) adequado a cada estabelecimento de saúde. Este planejamento constitui 

instrumento de fundamental importância em termos de caracterização quantitativa e 

qualitativa dos resíduos gerados, a fim de minimizar tanto a quantidade desses 

resíduos como os riscos de transmissão de doenças e contaminação do meio 

ambiente (HADADD, 2006). 

Até o presente momento, os estabelecimentos de serviços de saúde, em sua 

maioria, não executam na íntegra as considerações contidas nas resoluções 

descritas anteriormente. O gerenciamento de resíduos de serviços de saúde 

constitui um conjunto de procedimentos de gestão, planejamento e implementações 

a partir de bases técnico-científicas, com observância da legislação, principalmente 

no que diz respeito às responsabilidades e corresponsabilidades dos geradores, 

assim como à do responsável técnico para resíduos. Devem-se considerar os 

princípios de biossegurança, preservação da saúde pública, meio ambiente, normas, 

exigências legais e técnicas adequadas de manejo dos resíduos de acordo com o 

que estabelecem os órgãos federais, estaduais e municipais. 
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2.2 Potenciais de risco dos RSS  

 

Antes de qualquer discussão, é necessário conceituar o termo risco, que, 

segundo a Organização Mundial de Saúde, é a probabilidade de ocorrência de um 

resultado desfavorável ou algum dano (WHO, 2009). É grande e polêmica a 

discussão sobre a importância e o significado dos RSS no potencial de risco para a 

saúde humana e ambiental. Neste momento, o primeiro tipo de risco a ser 

evidenciado é o biológico, mas não podemos nos esquecer dos riscos mecânicos, 

físicos e químicos. 

Alguns autores afirmam que não existem fatos que comprovem que o resíduo 

hospitalar seja mais contaminado que o resíduo doméstico e que possa causar 

doença no ambiente hospitalar ou na comunidade, por não haver evidências 

científicas que comprovem a existência de uma relação de causa-efeito entre o 

contato com o resíduo e a aquisição de doenças (RUTALA, ODETTE e SAMSA, 

1989; RUTALA e SARUBBI JÚNIOR, 1983; ZANON, 1990; ZANON e EIGENHEER, 

1991). 

Ampliando as discussões sobre os riscos associados aos RSS, trabalhos 

científicos confirmam o reconhecimento dos riscos desses resíduos, pela 

sobrevivência de agentes dotados de elevada resistência às condições ambientais. 

Morel e Bertussi Filho (1997) identificaram importantes patógenos nos resíduos 

sólidos, tais como o Mycobacterium tuberculosis, que apresentou um tempo de 

resistência ambiental de até 180 dias na massa de resíduos sólidos. De forma a 

destacar outras características peculiares de agentes biológicos na presença de 

RSS, Deus e colaboradores (2004) observaram a resistência à dessecação da 

enterobactéria Escherichia coli, com a possibilidade de causar infecção, na presença 

de proteínas derivadas de fluidos corpóreos (sangue e derivados).  

Dentro do grupo A, cujo potencial de risco está associado à presença de 

agentes biológicos, o risco de contaminação pelo manuseio desses resíduos é alto, 

tanto no momento da geração, do acondicionamento e do descarte, quanto durante 

a coleta externa e a disposição final, devido às suas características físicas e ao seu 

potencial de contaminação através de microrganismos retidos, requerendo normas 

seguras de manuseio e acondicionamento (BIDONE, 2001; NAZAR, PORDEUS e 

WERNECK, 2005; TAKAYANAGUI, 1993). Portanto, a ausência de dados e estudos 

que justifiquem os riscos dos RSS não pode ser a razão para que estabelecimentos 
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de saúde deixem de adotar políticas e programas para reduzir possíveis riscos 

associados a esses resíduos (GARCIA e ZANETTI-RAMOS, 2004). 

Em termos de riscos potenciais, com a geração de novos materiais, 

substâncias e equipamentos com presença de componentes mais complexos, 

resultado da incorporação de novas tecnologias aos métodos de diagnósticos e 

tratamento, a produção de RSS vem se tornando cada vez mais perigosa para o 

homem que os manuseia e para o meio ambiente que os recebe (BRASIL, 2006). 

O principal problema relacionado aos RSS é o conteúdo de microrganismos 

potencialmente patogênicos, que, favorecidos pela pressão seletiva de 

antimicrobianos, outros medicamentos e produtos químicos, ao serem dispostos em 

conjunto, podem apresentar um caráter de multirresistência ao ambiente hospitalar, 

podendo contaminar artigos hospitalares, provocar infecções de difícil tratamento e 

serem disseminadas no esgoto de hospitais (KÜMMERER, 2003; SANCHEZ, 1995). 

Os microrganismos que podem ser encontrados nos RSS apresentam 

capacidade de persistência ambiental e grande potencial de patogenicidade, 

considerando-se, sobretudo, a susceptibilidade dos possíveis hospedeiros, humanos 

ou não, que entrem, eventualmente, em contato com eles. Destacam-se bactérias da 

microbiota anfibiôntica, tais como: Enterococcus spp.; Klebsiella spp.; Salmonella 

spp.; Shigella spp.; Vibrio cholerae; Streptococcus pneumoniae; Staphylococcus 

spp.; Staphylococcus aureus. Além destes, outros microrganismos, como Neisseria 

gonorrhoeae; Bacillus anthracis; Mycobacterium tuberculosis; vírus do herpes; vírus 

da imunodeficiência humana; vírus das hepatites A, B e C; Candida albicans, e 

outros fungos também podem ser encontrados. Segundo a literatura, há de se 

considerar, ainda, a ocorrência de helmintos e outros parasitas nos RSS (BIDONE, 

2001; MOREL e BERTUSSI FILHO, 1997). 

No que diz respeito ao manejo, o risco dos RSS está vinculado aos acidentes 

que ocorrem devido às falhas no acondicionamento e segregação dos materiais 

perfurocortantes sem utilização de proteção mecânica. Já os riscos ao meio 

ambiente estão ligados ao potencial de contaminação do solo, das águas 

superficiais e subterrâneas, pelo lançamento de RSS em lixões ou aterros 

controlados. Por fim, há o risco de contaminação do ar, com a formação de gás 

metano e gás carbônico, quando os RSS são tratados pelo processo de incineração 

descontrolado, ainda muito utilizado como sistema de tratamento em algumas 
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localidades, sem o devido critério técnico, emitindo poluentes para a atmosfera 

(BRASIL, 2006; COLLINS, 1991; SOUZA, 2005). 

Com relação à contaminação ambiental, sabe-se que, apesar de toda a 

legislação vigente, o destino final de grande parte dos RSS ainda é inadequado, 

sendo que a maioria dos municípios utiliza-se de lixões como destino final de seus 

resíduos, e, em apenas uma pequena parcela de municípios, os RSS recebem 

tratamento adequado e destino final em aterro sanitário (SEGURA-MUNOZ, 2002). 

Segundo dados do IBGE (2009), no início desta década, 74% dos municípios 

brasileiros depositavam seus RSS a céu aberto, 57% segregavam os dejetos nos 

hospitais e apenas 14% das prefeituras tratavam adequadamente os RSS. 

Embora ainda existam controvérsias a respeito da possibilidade de o líquido 

percolado dos RSS atingir mananciais de água potável, a disposição inadequada 

dos RSS em lixões a céu aberto, sem qualquer tipo de tratamento, facilita a 

contaminação de rios e outros corpos d’água, sejam superficiais ou subterrâneos e 

pode disseminar doenças pela proliferação de vetores, além de outras tragédias 

ambientais. A utilização de aterros sanitários minimiza muito destes problemas 

(SOUZA, 2005). 

Em se tratando da saúde ocupacional de quem manipula os RSS, o pessoal 

ligado à assistência de saúde, os funcionários do setor de higiene e limpeza, os 

usuários do serviço, equipe de coleta ou até mesmo os catadores que permanecem 

em lixões são os que estão mais susceptíveis a adquirir alguma infecção 

(SANCHEZ, 1995). Os riscos de contaminação estão relacionados à exposição 

direta durante a manipulação, armazenamento, coleta, transporte e disposição final; 

ao contato com vetores, plantas, solo; à ingestão de água ou alimentos 

contaminados e à disseminação por meio de vias aéreas (SANCHEZ, 1995). 

Alguns estudos demonstram a contaminação de profissionais da saúde, de 

serviços de limpeza e até mesmo de profissionais do setor de manutenção em 

procedimentos envolvendo os resíduos do tipo perfurocortantes, por HIV, hepatite B, 

tuberculose, HBV e HCV (JOHNSON et al., 2000; RUTALA, 1997; SHAPIRO, 1995). 

Dados de um estudo realizado no hospital universitário da UNIFESP e 

relatado por Souza (2005) revelam, entre os anos de 1992 a 2001, um percentual de 

76% de acidentes provocados por materiais perfurocortantes. A pesquisa revela 

ainda os quatro momentos de acidente: 10% durante o transporte; 21% ao se 

reencaparem agulhas; 23% durante o manuseio para descarte e 46% ao descartar o 
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material em local. Possíveis infecções decorrentes destes acidentes estão 

relacionadas com o grau de exposição aos materiais perfurocortantes contaminados 

com sangue, hemoderivados e fluidos corpóreos e com o tempo de atividade 

profissional que o expõe a estes materiais, além de susceptibilidade do hospedeiro, 

profundidade da lesão e carga microbiana inoculada. 

Portanto, faz se necessária uma atenção especial no gerenciamento e a 

utilização de técnicas corretas de manejo em todo o caminho percorrido pelos RSS, 

enquanto resíduos infectantes e com potencial de risco para a saúde humana e 

ambiental. 

Da mesma forma, surgem novas atribuições para os diversos setores da 

administração pública, como os governos municipais, que passam a não ser mais 

apenas responsáveis pela prestação dos serviços de coleta e destinação final dos 

resíduos, mas também são responsáveis, atualmente, pela inserção dos resíduos 

nas políticas públicas, bem como por buscar processos, estratégias, instrumentos ou 

mecanismos que contribuam para garantir a continuidade das políticas, programas, 

ações e investimentos financeiros e sociais, ou seja, são responsáveis pela gestão 

integrada dos resíduos sólidos (ZANON, 1990). 

 

2.3 Generalidades sobre Staphylococcus 

 

O gênero Staphylococcus pertence à família Staphylococcaceae, sendo 

composto por 41 espécies e 24 subespécies (EUZÈBY, 2009). Estes 

microrganismos apresentam-se como cocos Gram positivos, com 0,5 –1,5µm de 

diâmetro (MADIGAN, MARTINKO e PARKER, 2004). Suas células ocorrem 

sozinhas, em pares, tétrades, pequenas cadeias (3 ou 4 células) ou irregulares na 

forma de cachos. Eles são imóveis, resistentes à bacitracina, não esporulados, 

normalmente catalase positivos (com exceção das espécies Staphylococcus aureus 

subsp. anaerobius e S. saccharolyticus, que são catalase negativos) e anaeróbios 

facultativos. Geralmente, toleram concentrações de até 10% de NaCl com 

temperatura ótima de crescimento entre 30oC e 37oC  (BANNERMAN, 2003; HOLT 

et al., 1994; KONEMAN, 2008). 

Estes microrganismos estão presentes no ambiente (solo, ar e água) e 

também na pele e mucosas de mamíferos, podendo ser encontrados na cavidade 
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bucal, glândulas mamárias e nos tratos geniturinário, respiratório e gastrintestinal 

dos hospedeiros (JARLOV, 1999; RHODEN e MILLER, 1995; WILKINSON, 1997). 

Entre as espécies de Staphylococcus encontradas em humanos e outros 

primatas, destacam-se S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus, S. haemolyticus, 

S. capitis, S. caprae, S. saccharolyticus, S. warneri, S. pasteuri, S. hominis, S. 

lugdunensis, S. auriculares, S. cohnii, S. xylosus, S. simulans entre outras. Muitas 

destas espécies residem no homem, porém S. xylosus e S. simulans são geralmente 

transitórios, sendo, primariamente, adquiridos de animais domésticos, enquanto 

alguns Staphylococcus humanos são transitórios ou temporariamente residentes no 

animal doméstico (BANNERMAN, 2003). 

As espécies do gênero Staphylococcus podem ser classificadas em 

coagulase-negativos e coagulase-positivos de acordo com sua capacidade de 

coagular o plasma humano através da ação da enzima coagulase (SMITH e 

JARVIS,1999).  

No grupo dos coagulase-positivos, destaca-se a espécie Staphylococcus 

aureus, pelo seu potencial patogênico e por sua prevalência tanto em infecções 

hospitalares como adquiridas na comunidade (CASEY, LAMBERT e ELLIOTT, 2007; 

SCANVIC et al., 2001). Estes microrganismos podem causar desde infecções 

cutâneas superficiais (impetigo e abscessos) até infecções invasivas, como 

bacteremias, endocardites, pneumonias e meningites (SMITH e JARVIS, 1999). 

Além disso, causam síndromes clínicas relacionadas à produção de toxinas, 

incluindo intoxicação alimentar associada à ingestão de toxina pré-formada, 

síndrome da pele escaldada e síndrome do choque tóxico estafilocócico (BARG e 

HARRIS, 1997).  

No grupo dos Staphylococcus coagulase-negativos, encontra-se a maioria 

das espécies do gênero Staphylococcus, cuja importância clínico-microbiológica tem 

sido reconhecida como agentes etiológicos de várias doenças de caráter 

oportunistas, além de infecções hospitalares (JARLOV, 1999). 

 

2.3.1 Staphylococcus coagulase negativo 

 

Membros do grupo dos Staphylococcus coagulase-negativo (SCN) foram 

considerados durante muito tempo como microrganismos saprófitas e contaminantes 

de pouca importância clínica, entretanto a sua capacidade de causar infecções 
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tornou-se crescente nas últimas quatro décadas, a partir do aumento na utilização 

de dispositivos modernos e invasivos de diagnóstico e terapêutica, como próteses 

articulares, cateteres, válvulas cardíacas e outros dispositivos invasivos associados 

a pacientes hospitalizados em condições de imunossupressão (CASEY, LAMBERT 

e ELLIOT, 2007; HUEBNER e GOLDMANN, 1999).  

Dessa forma, os SCN ocupam uma posição de destaque entre os patógenos 

hospitalares, principalmente nas últimas décadas, resultando em aumento da 

morbidez, do custo e da dificuldade de tratamento (HUEBNER e GOLDMANN, 1999; 

VON EIFF, PETERS e HEIFMANN, 2002). Dados dos hospitais brasileiros que 

participam do Programa SENTRY indicam os SCN no segundo lugar entre os 

patógenos isolados em hemoculturas de pacientes com infecção da corrente 

sanguínea de 2001 a 2005 (SADER, 2006). Entre as espécies de SCN, as que têm 

sido mais isoladas de infecções humanas, especialmente de bacteriemias e 

infecções relacionadas a dispositivos médicos, são S. epidermidis, S. haemolyticus e 

S. hominis (BANNERMAN, 2003; ING, BADDOUR e BAYER, 1997; OTTO, 2004 

RUHE et al., 2004). 

Representantes da espécie S. epidermidis, tem sido o SCN mais relacionado 

com infecções hospitalares (CUNHA et al., 2002), sendo responsável por cerca de 

50% a 70% de infecções relacionadas a cateteres (VON EIFF, PETERS e 

HEIFFMANN, 2002). Esta espécie tem sido isolada de endocardites, infecções de 

sítio cirúrgico e do trato urinário, fluido cérebro espinhal, próteses articulares e 

cateter intravascular, sendo o microrganismo mais frequentemente isolado de 

bacteremias (BANNERMAN, 2003; MULDER, 1995). Infecções causadas por S. 

epidermidis, muitas vezes associadas à introdução de corpos estranhos na pele 

íntegra, são caracterizadas pela habilidade desta espécie em colonizar superfícies 

poliméricas e pela formação de uma densa multicamada de células, constituindo um 

biofilme (VON EIFF, PETERS e HEIFFMANN, 2002).  

S. saprophyticus é um importante patógeno oportunista em infecções não 

complicadas do trato urinário, especialmente em mulheres jovens, sexualmente 

ativas. Ao contrário da maioria das espécies de SCN, S. saprophyticus demonstra-se 

mais sensível aos antibióticos ativos contra microrganismos Gram-positivos, embora 

não esteja bem documentada na literatura a resistência aos antimicrobianos e a 

disseminação dessas espécies (BANNERMAN, 2003; HIGASHIDE et al., 2008). 
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Entre os SCN, S. haemolyticus desempenha um papel importante em 

infecções oportunistas adquiridas no hospital, sendo a segunda espécie mais 

frequentemente isolada em hemoculturas, estando relacionada a endocardites, 

otites, septicemias, peritonites, infecções geniturinárias, ósseas e articulares. Esta 

espécie foi a primeira entre os SCN a demonstrar resistência à teicoplanina e 

vancomicina e é conhecida por seu fenótipo multidroga resistente com sensibilidade 

diminuída a meticilina e glicopeptídeos (BANNERMAN, 2003; FALCONE et al., 2006; 

FLAHAUT, 2008; ING, BADDOUR e BAYER, 1997; SIERADZKI, VILLARI e 

TOMASZ, 1998). Além da resistência a glicopeptídeos, foram relatadas também 

linhagens de S. haemolyticus resistentes a quinolonas (YONEZAWA et al., 1996). 

Vários estudos demonstraram a presença de S. haemolyticus resistente a múltiplos 

antimicrobianos no ambiente hospitalar, bem como a transmissão de clones 

resistentes pelas mãos dos profissionais de saúde (PERDEAU-REMINGTON et al., 

1995; TABE et al., 1998). 

S. lugdunensis é um patógeno encontrado principalmente em infecções 

humanas, tais como infecções cardiovasculares, pele e tecidos moles, corrente 

sanguínea, trato urinário, sistema nervoso central entre outras (AKIYAMA et 

al.,1998; ANGUERA et al., 2005; CASANOVA-ROMAN,  SANCHEZ-PORTO e 

CASANOVA-BELLIDO, 2004; CASTRO e DOWDY, 1999; GIANELLA  et al., 2006). 

A terceira espécie mais isolada em infecções hospitalares, S. hominis, é causa de 

artrites e endocardites e tem sido isolada de casos de septicemia (BANNERMAN, 

2003; ING, BADDOUR & BAYER, 1997; RUHE et al., 2004). 

Assim como S. lugdunensis, S. schleiferi, após sua descrição em 1988, foi 

relatado como patógeno causador de uma variedade de infecções nosocomiais, 

incluindo endocardites, infecções relacionadas a implantes ortopédicos, 

osteomielites, artrite séptica e infecções do trato urinário (CALVO et al.; 2000; 

PATEL et al., 2000).  

Membros do grupo Staphylococcus sciuri estão amplamente difundidos na 

natureza, podendo ser isolados de animais domésticos e selvagens, assim como 

produtos alimentícios de origem animal (GARCIA et al., 2002; HAUSCHILD e 

SCHWARZ, 2003; KLOOS et al., 1997; STEPANOVIC et al., 2001; WEBSTER et al., 

1994). Pertencem a este grupo Staphylococcus sciuri subsp. carnaticus, 

Staphylococcus sciuri subsp. rodentium, Staphylococcus sciuri subsp. sciuri, 

Staphylococcus lentus e Staphylococcus vitulinus (KLOOS et al., 1997; WEBSTER 



29 

et al., 1994). Apesar de estarem associados a animais, estas espécies podem 

colonizar os seres humanos e estima-se que podem constituir 0,79% a 4,3% do 

número total de SCN isolados de amostras clínicas (GUIRGUITZOVA, CHANKOVA 

e ZOZIKOV, 2002; STEPANOVIC et al., 2003). Tem sido associadas a infecções 

graves como endocardites, peritonites, choque séptico, infecção do trato urinário e, 

com maior frequência, infecções de ferida (HEDIN e WIDERSTROM, 1998; HORII et 

al., 2001; SHITTU et al., 2004; STEPANOVIC et al., 2002; STEPANOVIC et al., 

2003; WALLET et al., 2000). 

Outros SCN têm sido implicados em uma variedade de infecções. Por 

exemplo, S. capitis, S. caprae, S. saccharolyticus, S. simulans e S. warneri estão 

frequentemente associados a endocardites; S. capitis, S. simulans e S. warneri, 

isolados de septicemias; S. warneri e S. simulans, isolados de osteomielites; S. 

cohnii tem sido associado a endocardites e pneumonias; S. cohnii, S. xylosus e S. 

caprae, encontrados em quadros de artrite; S. caprae é uma espécie já isolada de 

feridas e infecções articulares e osteomielites; S. capitis e S. warneri estão 

relacionados a infecções de cateteres; enquanto amostras de S. sciuri têm sido 

isoladas de feridas cutâneas e infecções de tecido mole (BANNERMAN, 2003; 

KONEMAN, 2008). 

 

 

2.4 Considerações sobre Staphylococcus e o fenômeno da resistência 

bacteriana a drogas 

 

Desde a sua instituição como suporte terapêutico, as drogas antimicrobianas 

têm reduzido a mortalidade, mas não a persistência de doenças infecciosas. Devido 

ao uso e abuso, estas drogas estimulam a evolução bacteriana em direção ao 

desenvolvimento de resistência, pela busca de novos mecanismos de adaptação, 

que são transmitidos às novas gerações. Desde então, este fenômeno tem adquirido 

uma importância considerável em saúde pública (LEVY, 1998; RAPINI et al., 2004). 

A resistência aos antimicrobianos é um fenômeno genético, relacionado à 

existência de genes contidos no microrganismo que codificam proteínas que alteram 

diferentes mecanismos bioquímicos ou proporcionam modificações na estrutura 

celular que impedem a ação das drogas (TAVARES, 2000).  
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A resistência pode ser originada através de mutações ou importação de 

marcadores consistindo na resistência transferível, que se faz através dos 

mecanismos de transdução, transformação e conjugação (TAVARES, 2000; 

ZAVADINACK et al., 2001). Nos microrganismos resistentes, os genes de resistência 

podem estar inseridos no cromossomo ou em elementos extracromossomais como 

os plasmídios, transposons e integrons. Além disso, destaca-se que a ligação de 

genes de resistência para múltiplos antimicrobianos em cassetes permite a 

transferência volumosa da resistência que caracteriza microrganismos 

multirresistentes (KONEMAN, 2008). 

A introdução da penicilina no início dos anos 40, indicada para terapêutica de 

infecções estafilocócicas, devido às altas taxas de resistência às sulfonamidas, 

marca o início de uma nova era (TAVARES, 2000). No entanto linhagens do gênero 

Staphylococcus resistentes à penicilina foram rapidamente detectadas e, em dez 

anos, cerca de 60% dos isolados tornaram-se resistentes (CDC, 2002). Com o 

advento das penicilinas penicilinase-resistentes (meticilina e oxacilina), 

cefalosporinas e outras drogas usadas na terapia contra estafilococos, essa 

resistência recuou, embora, ainda no ano de 1961, surgisse o primeiro relato de 

resistência à meticilina. Nos anos 80, a situação se agravou com o ressurgimento 

dos estafilococos resistentes à oxacilina. Por fim, nos anos 2000, houve o 

surgimento de Staphylococcus spp. oxacilina resistentes na comunidade, com 

virulência aumentada (MACHADO, 2006; WERTHEIM et al., 2005). Atualmente as 

taxas de S. aureus resistentes à penicilina alcançam a marca de 95% (STREIT et al., 

2004). 

Embora a multirresistência aos antimicrobianos tenha aparecido em 

praticamente todos os principais agentes patogênicos humanos, uma atenção 

particular tem sido dada a espécies de bactérias Gram-positivas, que se tornaram 

predominantes nos anos 90 como causadoras de infecções hospitalares 

(nosocomiais) ou comunitárias (LENCASTRE, 2001). 

O fenômeno da multirresistência aos antimicrobianos é uma das principais 

características observadas entre linhagens bacterianas hospitalares e tem incluído, 

além da resistência à oxacilina e a outros betalactâmicos, também a resistência à 

eritromicina, clindamicina, tetraciclina, clorafenicol, rifampicina, aminoglicosídeos e 

quinolonas (PEACOCK, 2005). 
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O aumento no número de infecções hospitalares causadas por SCN nos 

últimos anos e sua frequente resistência às penicilinas resistentes às penicilinases 

(meticilina e oxacilina), a qual indica resistência cruzada com todas as classes de 

betalactâmicos, têm sido fonte de estudo de muitos pesquisadores em todo o mundo 

(De GIUSTI et al., 1999; LYYTIKÄINEN et al., 1996). 

Estudos realizados demonstraram uma agravante relacionada às infecções 

causadas por SCN devido à frequente ocorrência de amostras multirresistentes tanto 

no Brasil, onde a frequência de detecção é de 62% de amostras de SCN resistentes 

à oxacilina, quanto no mundo, com taxas superiores a 70% dos isolados clínicos 

resistentes frente a este antimicrobiano (DIEKEMA et al., 2001; FERREIRA et al., 

2002; MICHELIM et al., 2005). 

Além disso, observa-se um aumento no uso de glicopeptídeos para terapia 

empírica, profilática e até mesmo alternativa. No entanto, a seleção de resistência 

aos glicopeptídeos, o elevado potencial transmissivo de seus marcadores entre 

espécies, somado à elevada toxicidade provocada no organismo humano, têm nos 

mostrado a necessidade do uso restrito desses antimicrobianos (De GIUSTI et al., 

1999; RYBAK, 2006).  

Todas essas características promovem um impacto substancial nos aspectos 

clínicos e terapêuticos, afetando desfavoravelmente a morbidade e mortalidade dos 

pacientes e contribuindo para um tratamento prolongado e dispendioso (De GIUSTI 

et al., 1999; LIVERMORE, 2003). 

Desta maneira, estes dados enfatizam a necessidade de se realizar testes de 

susceptibilidade aos antimicrobianos, a fim de se identificar os SCN resistentes à 

meticilina o mais precocemente possível, para que se possa utilizar a terapia 

adequada, diminuindo, com isso, o uso desnecessário de glicopeptídeos (HUSSAIN 

et al., 2002). 

 

2.4.1 Resistência à Oxacilina 

 

A introdução da meticilina e de outras penicilinas semissintéticas, tais como a 

oxacilina em 1959, representou um passo significativo na terapia antiestafilocócica 

(MARTINS e CUNHA, 2007). No entanto, o surgimento e a propagação mundial de 

amostras de Staphylocccus aureus resistente à meticilina (MRSA) entre o início dos 
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anos 60 e final dos anos 90 começaram a apresentar sérias ameaças a esta terapia, 

em doenças de todo o mundo (WU, DE LENCASTRE e TOMASZ, 2001). 

No início, amostras de MRSA mantinham-se restritas a centros médicos de 

referência e hospitais de nível terciário, mas não tardaram a se alastrar para serviços 

e centros de saúde de menor complexidade (FARR, 2004; OLIVEIRA, TOMASZ e 

DE LENCASTRE, 2002). Soma-se a isso o fato de MRSA, nos dias atuais, não ser 

mais um patógeno relacionado apenas a infecções adquiridas no ambiente 

hospitalar. Em meados dos anos 90, surgiram os primeiros relatos de infecções por 

MRSA associadas à comunidade (CA-MRSA), em pessoas sem fatores de risco 

identificáveis como contato direto e indireto com serviços de saúde (HA-MRSA) 

(CHAMBERS, 2001; GORAK, YAMADA e BROWN, 1999; HEROLD et al., 1998). 

A resistência de Staphylococcus à meticilina é um problema de proporções 

mundiais com estudos realizados em toda Europa, África, América e Ásia, 

demonstrando uma predominância de MRSA na maioria dos isolados (WITTE, 

1999). 

Evidencia-se também, nas últimas décadas, um aumento substancial da 

frequência de resistência à oxacilina em isolados de SCN com taxas acima de 70% 

na maioria dos isolados (DIEKEMA et al.; 2001). 

A resistência à oxacilina em Staphylococcus aureus é determinada, na grande 

maioria das vezes, pela aquisição do gene mecA, que codifica a síntese de 

proteínas ligadoras de penicilina (penicillin-binding proteins - PBPs) 2a ou 2’ (PBP2a 

ou PBP2’), que atuam como transpeptidases durante a síntese da parede celular 

bacteriana, mas que possuem uma baixa afinidade não só para a oxacilina como 

para os outros antimicrobianos betalactâmicos (CHAMBERS, 1993; ITO et al., 2003). 

O gene mecA encontra-se inserido em um elemento genético móvel, o chamado 

staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec) que tem importância 

fundamental na transmissão de resistência e na epidemiologia da bactéria. 

Inicialmente foi denomindado de ilha genômica de resistência por conter genes de 

resistência a outros antimicrobianos e genes codificadores de diversas enzimas 

necessárias à adaptação das bactérias em diversos ambientes (ITO et al., 2001; 

KATAYAMA, ITO e HIRAMATSU, 2000; LOWY, 2003).  

Uma análise mais detalhada desta região ao longo dos anos permitiu a 

definição de duas regiões essenciais e comuns a todos os estafilococos resistentes 

à meticilina, denominadas complexo do gene mec, no qual está inserido o gene 
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mecA, juntamente com genes reguladores de sua transcrição, mecI e mecR1 e 

complexo do gene ccr, que apresenta genes que codificam as recombinases 

reconhecidas por segmentos terminais. As sequências entre os complexos foram 

classificadas como regiões junkyard ou região J. O complexo SCCmec pode 

apresentar elementos adicionais associados como segmentos de DNA (cópias de 

plasmídeos, sequências de inserção e transposons), que codificam genes de 

resistência para outros antimicrobianos (HIRAMATSU et al., 2001; ITO et al., 2003; 

KATAYAMA, ITO e HIRAMATSU, 2000). 

Considerando-se então os complexos do gene mec com suas classes A, B, C, 

D e E e ccr com os tipos 1, 2, 3, 4 e 5, temos, até o momento, descritos sete tipos de 

elemento SCCmec, classificados de I a VII (HIGUCHI et al. 2008; ITO et al, 2004; 

MARTINS e CUNHA, 2007; OLIVEIRA et al., 2006). 

Enquanto os HA-MRSA carregam SCCmec dos tipos I a III, os CA-MRSA 

estão mais associados aos tipos IV, V, VI e VII. No que diz respeito à disseminação 

de genes de resistência, os dos tipos I, IV, V, VI e VII conferem apenas resistência 

aos betalactâmicos, enquanto os tipos II e III determinam resistência a outras 

classes de antimicrobianos como aminoglicosídeos, tetraciclinas e até mesmo 

alguns metais pesados, por possuírem elementos genéticos adicionais (plasmídeos 

e transposons) integrados a seus cassetes (COOMBS  et al., 2006; HIGUCHI et al. 

2008; ITO et al., 2001; ITO et al., 2003; ITO et al., 2004; OLIVEIRA, MILHEIRIÇO e 

DE LENCASTRE, 2006). 

Mesmo com toda essa descrição, e por estar disseminado entre várias 

espécies do gênero Staphylococcus, é importante ressaltar ainda o 

desconhecimento sobre a origem do SCCmec. Diversos estudos têm mostrado 

similaridade entre o gene mecA de MRSA com as sequências de aminoácidos de 

Staphylococcus sciuri. Um fato interessante é que este gene homólogo é ubíquo 

nesta espécie, mas seu fenótipo é sensível. Este e outros dados sustentam a 

hipótese de que o SCCmec é originário de espécies de SCN, possivelmente uma 

espécie evolucionariamente próxima do S. sciuri, no entanto seria prematuro afirmar 

que existe um consenso sobre esta origem (CHAMBERS, 1997; WU et al., 1996). 

É importante afirmar que a resistência fenotípica à oxacilina é variável e 

depende da expressão do gene mecA. Essa variabilidade é denominada 

heterorresistência fenotípica e se caracteriza pelo fato de que toda população 

bacteriana heterogeneamente resistente, assim como todas as células, carreia o 
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gene mecA, marcador genotípico da resistência, porém nem todas expressam 

fenotipicamente sua resistência da mesma forma, pelo fato de que cada linhagem de 

MRSA apresenta um perfil característico da proporção de células que crescem na 

presença de concentrações específicas de oxacilina e de diferentes condições 

ambientais (LOWY, 2003; MARANAN et al., 1997). 

Existem outros mecanismos de resistência à oxacilina que podem ocorrer, 

mas que são mais raros. Estes incluem a superprodução de betalactamases 

(denominada resistência boderline) e a produção de outras PBPs diferentes de 

PBP2a, porém com graus variados de afinidade pelos betalactâmicos (MIMICA e 

MENDES, 2007; TOMASZ et al., 1989). Esses isolados que elevam muito a 

produção de betalactamases ou produzem PBPs modificadas, em geral, apresentam 

resistência fenotípica de baixo grau (MARANAN et al., 1997). 

Atualmente, a detecção do gene mec A pela técnica da reação em cadeia da 

polimerase (PCR) é considerada o método padrão ouro para confirmação de 

isolados oxacilina resistentes e por isso é utilizada em vários estudos que analisam 

a sensibilidade e especificidade de diversos métodos fenotípicos. Além desta 

técnica, existem outros métodos que permitem esta observação, como disco difusão, 

detecção da concentração inibitória mínima, triagem em ágar com oxacilina, 

aglutinação em látex e testes em aparelhos automatizados (ALCARÁZ et al., 2003; 

CAIERÃO et al., 2004; CORSO et al., 2004; FERREIRA et al., 2003; LOUIE et al., 

2001; ZBINDEN et al., 2001).  

A contenção do fenômeno da resistência a drogas figura como um dos 

grandes desafios da ciência no século XXI, e vários são os apelos dos Órgãos de 

Saúde Internacionais, que preconizam estudos regionais sobre a crescente 

resistência bacteriana, o desenvolvimento de agentes antimicrobianos, os efeitos da 

resistência aos antimicrobianos nas doenças infecciosas e a determinação das 

possíveis rotas de disseminação de marcadores de resistência das bactérias (ASM, 

2000; LEVY, 1998). 

Portanto, dada à potencialidade dos RSS como agentes de disseminação de 

microrganismos potencialmente patogênicos para os seres humanos e outros 

animais, além da possível disseminação de marcadores de resistência a drogas 

antimicrobianas, percebe-se a importância da geração de conhecimento científico 

sobre o assunto, além da disponibilização de dados que permitam ações educativas 

e normativas, no que diz respeito ao manejo correto dos RSS. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

• Avaliar a ocorrência de Staphylococcus coagulase negativo no aterro 

sanitário da cidade de Juiz de Fora, MG na pilha de resíduos do serviço de 

saúde, sua susceptibilidade aos antimicrobianos e a ocorrência de marcador 

genético de resistência à oxacilina.  

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

• Identificar linhagens de cocos Gram positivos do gênero 

Staphylococcus, coagulase negativo, isoladas dos resíduos do serviço de 

saúde no aterro sanitário municipal da cidade de Juiz de Fora, MG.  

 

• Determinar o perfil de susceptibilidade a drogas antimicrobianas de 

interesse microbiológico das linhagens bacterianas recuperadas e 

identificadas. 

 

• Pesquisar a ocorrência do gene mecA nas diferentes linhagens de 

Staphylococcus coagulase negativo provenientes dos resíduos do serviço de 

saúde em Juiz de Fora, MG, pela técnica da reação em cadeia da polimerase 

(PCR). 

 

• Relacionar o fenótipo de resistência à oxacilina com a presença ou 

ausência do marcador molecular, mecA, nas diferentes linhagens de 

Staphylococcus coagulase negativo provenientes dos resíduos do serviço de 

saúde em Juiz de Fora, MG. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Amostras bacterianas 

 

Foram analisadas neste estudo 109 linhagens de Staphylococcus coagulase 

negativo pertencentes à coleção de culturas bacterianas do Laboratório de Fisiologia 

e Genética Molecular Bacteriana do Departamento de Parasitologia, Microbiologia e 

Imunologia do ICB/UFJF. 

Essas linhagens foram isoladas de 13 amostras de 10mL de chorume, que 

segundo Sisinno e Oliveira (2002) é um líquido altamente poluente e de complexa 

composição resultante do percolado da massa de lixo por ação da água que carrega 

compostos orgânicos e inorgânicos e produtos em decomposição. 

As coletas foram realizadas no aterro sanitário da cidade de Juiz de Fora, 

MG, do Departamento Municipal de Limpeza Urbana, no período de abril de 2006 a 

abril de 2007, mensalmente, preferencialmente em dias quentes em que não 

houvessem ocorrido episódios de chuva nos dias anteriores (Figura 1). O Aterro 

Sanitário Salvaterra teve seu início em janeiro de 1999 (ainda como um simples 

vazadouro) e localiza-se nas margens da Rodovia BR-040, Km 797, em gleba de 

aproximadamente 40 hectares, situada a 11,20Km do centro da cidade (DEMLURB, 

2009). 

Após a imersão de um equipo, previamente esterilizado e transportado 

assepticamente, no poço de chorume originado pela degradação microbiana dos 

resíduos, com auxílio de uma pipeta de vidro, o material foi coletado e transferido a 

um tubo de ensaio, também esterilizado, e imediatamente transportado ao 

laboratório. 

A partir das amostras de chorume, foram realizadas diluições seriadas (10-

1,10-2 e 10-3) em solução salina (NaCl 0,85%), e  0,1mL foi retirado de cada diluição 

e inoculado em placas de Petri, contendo ágar Hipertônico Manitol (Difco 

Laboratories, Detroit, MI), para isolamento seletivo de representantes do gênero 

Staphylococcus. Colônias sugestivas representativas foram isoladas e os 

microrganismos avaliados quanto à sua morfologia pelo método de Gram. As 

amostras bacterianas foram caracterizadas presuntivamente pela habilidade de 

fermentação anaeróbica da glicose, produção das enzimas catalase e coagulase e 

teste da fermentação do manitol (MAURÍCIO, 2006; NASCIMENTO, 2007). 
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Fotografia 1. Coleta de amostras de chorume da pilha de resíduos de serviço de saúde 
(RSS) no aterro sanitário da cidade de Juiz de Fora, MG. 

 

4.2 Identificação específica das linhagens de Staphylococcus coagulase 

negativo  

  

As amostras bacterianas foram identificadas através do sistema miniaturizado 

BBLCrystal™ Gram-Positive Identification System (BBLCrystal GP ID Kit - Becton, 

Dickinson and Company, Sparks, MD USA), de acordo com as instruções do 

fabricante.  

O sistema é composto por painel de 30 poços com 30 substratos 

desidratados, incluindo um teste controle de fluorescência, que foi preenchido com 

suspensões bacterianas a partir de amostras crescidas em ágar TSA (Acumedia 

Manufacturers, USA), de acordo com recomendações do fabricante. Após inóculo, o 

sistema foi fechado e incubado a 37ºC por cerca de 18 a 24 horas. A leitura foi 

realizada analisando-se as alterações de cor ou presença ou ausência de 

fluorescência resultante da atividade metabólica dos microrganismos. O resultados 

foram convertidos em números de dez dígitos cujo perfil foi analisado de acordo com 

a base de dados do  BBLCrystal GP ID Kit.  

Para o controle de qualidade dos experimentos de identificação específica, 

foram utilizadas as amostras Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e 

Staphylococcus aureus ATCC 25923. 
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4.3 Avaliação do perfil de susceptibilidade a drogas antimicrobianas 

 

Inicialmente foi realizado um screening inicial, qualitativo, determinando o 

perfil de susceptibilidade à oxacilina pelo método de disco-difusão, segundo 

recomendações do CLSI (2007), utilizando-se discos impregnados com a droga 

(Laborclin Produtos para Laboratório, Paraná, Brasil). 

As linhagens bacterianas foram inoculadas em ágar TSA e incubadas a 37ºC, 

por 24 horas em estufa bacteriológica. Após crescimento bacteriano, com auxílio de 

uma alça de platina, foram obtidas suspensões bacterianas em solução salina estéril 

(NaCl 0,9%), com turbidez ajustada a 0,5 na escala McFarland (~108UFC/mL). Com 

o auxílio de um swab estéril, foi realizado inóculo com distribuição homogênea na 

superfície de uma placa de ágar Mueller-Hinton (HiMedia Laboratories, Mumbai, 

Índia), com 2% de NaCl, de forma a obter um crescimento confluente. Os discos 

foram depositados sobre o meio e a leitura dos halos de inibição foi realizada após 

24 horas de incubação a 35ºC, determinando-se o diâmetro do halo de inibição do 

crescimento bacteriano e comparando à tabela de referência (Anexo A). Para 

controle de qualidade, foi incluída a amostra de referência Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 e os experimentos realizados em duplicata. 

Posteriormente, foi realizada uma avaliação quantitativa do perfil de 

susceptibilidade aos antimicrobianos, determinando-se as concentrações inibitórias 

mínimas (CIMs) para penicilina, oxacilina, eritromicina, azitromicina, levofloxacina, 

gentamicina e vancomicina pelo método de diluição em ágar, segundo 

recomendações do CLSI (2007). 

Soluções estoque das drogas foram obtidas a partir da pesagem do sal em 

balança analítica e posterior diluição em diluente apropriado, conforme instrução do 

fabricante. As drogas foram esterilizadas em filtro com membrana milipore (0,22µm) 

e conservadas em freezer a –20ºC. Concentrações crescentes (de 0,0625µg/mL a 

1.024,0µg/mL) das drogas, a partir de soluções estoque, foram adicionadas a 

frascos contendo 20,0mL do meio de cultura fundido (45ºC), ágar Müeller-Hinton, 

acrescido de 2% de NaCl, para oxacilina, e vertido em placas de petri estéreis. 

As linhagens bacterianas foram semeadas em ágar TSA por 24h a 37ºC e, em 

seguida, uma suspensão bacteriana de cada amostra, em solução salina estéril 

(NaCl 0,9%), foi obtida e ajustada a uma turbidez equivalente a 0,5 da escala 
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McFarland (~108 UFC/mL). Com uso do Replicador de Steers (STEERS et al., 1959), 

inóculos padronizados (105 células/ponto) das amostras foram adicionados a placas 

contendo as drogas (em duplicata), sequencialmente, em ordem crescente de 

concentração, as quais foram incubadas a 35ºC, na atmosfera ideal de crescimento 

das linhagens bacterianas teste. Placas controle, sem adição da droga, também 

foram inoculadas. A leitura dos resultados foi realizada após 18 horas de incubação, 

exceto para oxacilina e vancomicina, cujo período de incubação foi de 24 horas, 

determinando-se a concentração inibitória mínima (CIM) da droga para cada isolado, 

comparando à tabela de referência (Anexo B). O controle de qualidade foi feito 

inoculando-se, também, amostra de referência Staphylococcus aureus ATCC 29213, 

cujos perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos são conhecidos. 

 

4.4 Extração de DNA 

 

O DNA genômico das amostras bacterianas isoladas foi extraído pelo método 

de digestão química em fenolclorofórmio, de acordo com metodologia já 

estabelecida para obtenção de DNA de alto grau de pureza com modificações 

(DINIZ et al., 2004).  

A partir de um crescimento bacteriano de 24h em 3,0mL de caldo TSB 

(Acumedia Manufacturers, USA), uma alíquota de 2,0mL da cultura foi centrifugada 

(10 min, 32.900 x g) e a massa celular bacteriana solubilizada em 500µL de tampão 

de lise bacteriana (sacarose, 25%; tris-HCl pH 8,0, 50mM; EDTA, 10mM; lisozima, 

2,5mg/mL). O sistema foi incubado a 37ºC durante 60 minutos. Em seguida, foram 

adicionados 50µL de solução de SDS 20% e as amostras foram homogeneizadas 

em agitador do tipo vórtex e incubadas à temperatura ambiente durante 30 minutos. 

Foram adicionados 500µL de fenol saturado com Tris pH 8,0, e 500µL de solução de 

clorofórmio/álcool isoamílico 29:1, seguido de agitação em vórtex. Em seguida os 

tubos foram centrifugados a 32.900 x g, durante 5 minutos. A fase aquosa foi 

transferida para um novo tubo, onde foram adicionados 50µL de acetato de potássio 

5M e 1,2mL de álcool etílico absoluto gelado, seguido de delicada homogeneização 

manualmente. O DNA foi precipitado a –20ºC durante 30 minutos, seguido de 

centrifugação em centrífuga refrigerada a 4ºC (30 min, 32.900 x g). O DNA obtido foi 

solubilizado em 200µL de tampão TE (Tris 10mM, EDTA 1mM, pH 8,0) e estocado 

em freezer a –20ºC. 
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4.5 Detecção do gene mecA e controle interno para o gênero Staphylococcus 

 

Para a pesquisa do gene mecA e confirmação da identidade genérica das 

amostras bacterianas pela pesquisa de região específica do DNA codificador para 

região interna do RNA ribossomal 16S nas amostras bacterianas em estudo, foi 

utilizada a técnica da reação em cadeia da polimerase, de acordo com metodologias 

já estabelecidas (STROMMENGER et al., 2003; ZHANG et al., 2004). Foram 

utilizados os seguintes iniciadores de sequência específica Staph756F 

(5’AACTCTGTTATTAGGGAAGAACA3’), Staph750R (5’CCACCTTCCTCCGGT 

TTGTCACC3’), MecA1 (5’GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA3’) e MecA2 

(5’CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA3’), em um volume final de reação de 25µL, 

contendo 0,07µM dos iniciadores Staph 756F e Staph 750R, 0,24µM dos iniciadores 

MecA1 e MecA2, 2µL do DNA molde e 12,5µL de PCR Master Mix® (Promega 

Corporation, Madison, WI, USA), contendo Taq DNA polimerase, dNTPs, MgCl2 e 

tampões em uma concentração ótima para eficiente amplificação do DNA. As 

condições de amplificação da PCR-multiplex foram as seguintes: desnaturação 

inicial a 94ºC, por 10min, seguida de 10 ciclos de 94ºC, por 45s, 55ºC, por 45s, 

72ºC, por 75s, seguida de 25 ciclos de 94ºC, por 45s, 50ºC, por 45s, 72ºC, por 75s, 

e extensão final de 72ºC, por 1min.  

Alternativamente, para confiramação, foram utilizados os iniciadores de 

sequência específica Ubiquitous STAPH-1 (5’CAGCTCGTGTCGTGAGATGT3’), 

Ubiquitous STAPH-2 (5’AATCATTTGTCCCACCTTCG3’), em um volume final de 

reação de 25µL contendo 2,5ρmol dos iniciadores Ubiquitous STAPH-1 e Ubiquitous 

STAPH-2, 2µL do DNA molde e 12,5µL PCR Master Mix® (Promega Corporation, 

Madison, WI, USA) contendo Taq DNA polimerase, dNTPs, MgCl2 e tampões em 

uma concentração ótima para eficiente amplificação do DNA. As condições de 

amplificação foram as seguintes: desnaturação inicial a 94ºC, por 3min, seguida de 

30 ciclos de 94ºC, por 30s, 55ºC, por 30s, 72ºC, por 30s, e extensão final de 72ºC, 

por 4min. 

As reações de PCR foram realizadas em duplicata, em termociclador 

automatizado (Techne® TC-412 Thermal Cycler, Southam Warwickshire, UK). Como 

controle positivo para o gene mecA, foi utilizada a amostra padrão Staphylococcus 
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aureus ATCC 33591 e, como controle negativo para o gene mecA, a amostra padrão 

Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Staphylococcus epidermidis ATCC 12228. 

Os amplicons obtidos em cada reação foram visualizados em gel de 

poliacrilamida a 6%, em TBE 1X, ou em gel de agarose 1,5% em TBE 1X, após 

eletroforese em voltagem constante de 120V, por aproximadamente 1h e 30 min. Os 

géis foram analisados em transluminador de luz ultravioleta (GE Healthcare, United 

Kingdon), após tratamento com brometo de etídio (Promega Corporation). Após 

documentação, os perfis de amplificação gênica foram comparados entre as 

amostras, de acordo com o fenótipo de susceptibilidade ou resistência à oxacilina, 

determinado pelo método da concentração inibitória mínima. Como padrão de peso 

molecular, foi utilizado o marcador de 100bp DNA ladder (Life Technologies 

Inc.,Gathersburg, MD, EUA). 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Identificações das linhagens bacterianas 

 

Considerando-se as 109 linhagens bacterianas caracterizadas 

presuntivamente, por métodos bioquímico-fisiológicos convencionais, como 

Staphylococcus spp. coagulase negativo isoladas de amostras de chorume 

percolado da deposição e decomposição de resíduos do serviço de saúde, no aterro 

sanitário da cidade de Juiz de Fora, MG, 108 tiveram sua identidade genética 

confirmada pela pesquisa de região específica do DNA codificador para região 

interna do RNA ribossomal 16S. Observaram-se 99,08% de correlação entre as 

duas metodologias.  

O sistema miniaturizado semiautomatizado BBLCrystal™ Gram-Positive 

Identification Kit baseado em provas bioquímico-fisiológicas permitiu a identificação 

específica de apenas 29 das 108 linhagens bacterianas pertencentes ao gênero 

Staphylococcus (26,85%). Assim, 72,5% dos microrganismos isolados foram 

identificados como Staphylococcus sp. (Figura 2a). 

Entre as linhagens identificadas em nível de espécie, 31% (9/29) foram 

identificadas como Staphylococcus sciuri; 27,6% (8/29), como Staphylococcus 

epidermidis; 20,7% (6/29), como Staphylococcus lentus; 10,3% (3/29), como 

Staphylococcus vitulinus; 6,9% (2/29), como Staphylococcus saprophyticus e 3,5% 

(1/29), como Staphylococcus haemolyticus (Figura 2b). 
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Gráficos 1. Identificação das amostras bacterianas isoladas do chorume percolado da pilha 
de resíduos do serviço de saúde no aterro sanitário de Juiz de Fora, presuntivamente 
caracterizadas como Staphylococcus coagulase negativo. A – Níveis de identificação 
considerando-se gênero e espécie; B – Distribuição das espécies considerando-se o 
sistema BBLCrystal™ Gram-Positive Identification Kit. 

 

5.2  Avaliações do perfil de susceptibilidade a drogas antimicrobianas 

 

A análise inicial do perfil de susceptibilidade à oxacilina pelo método de disco-

difusão das amostras de Staphylococcus spp. coagulase negativo isoladas de 

A 

B 
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amostras de chorume percolado da deposição e decomposição de resíduos do 

serviço de saúde, no aterro sanitário da cidade de Juiz de Fora, MG, mostrou que 

64,2% (70/109) das linhagens são sensíveis à droga, enquanto que 35,8% (39/109) 

mostraram-se resistentes (Figura 3).  
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Gráfico 2. Perfil de susceptibilidade à oxacilina das amostras de Staphylococcus coagulase 
negativo, isoladas do chorume percolado da pilha de resíduos do serviço de saúde no aterro 
sanitário de Juiz de Fora, no período de maio de 2006 a abril de 2007, determinado pelo 
método de disco-difusão. 

 

Os resultados dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos pela 

determinação da concentração inibitória mínima (CIM) para as linhagens bacterianas 

isoladas estão apresentados em termos de CIM50 (concentração inibitória mínima, 

na qual 50% dos isolados testados foram inibidos) e CIM90 (concentração inibitória 

mínima, na qual 90% dos isolados testados foram inibidos), variação das CIMs e 

taxas de sensibilidade, resistência intermediária e resistência. 

Foi observado que tanto a penicilina quanto oxacilina foram as drogas menos 

efetivas, ambas com taxa de resistência de 61,4%, seguidas pela eritromicina 

(27,3%), azitromicina (22,7%). Levofloxacina e gentamicina foram as drogas mais 

eficientes, embora resistência intermediária tenha sido observada a estes 

antimicrobianos por 1,1% e 21,6% das linhagens bacterianas respectivamente. 
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Todos os microrganismos avaliados foram susceptíveis à ação antimicrobiana da 

vancomicina (Tabela 1).  

Das linhagens bacterianas avaliadas, 26,1% foram susceptíveis a todas as 

drogas testadas, enquanto que 11,4% foram resistentes a pelo menos um 

antimicrobiano. Resistência simultânea a dois antimicrobianos foi observada em 

25% dos microrganismos, sendo também observado resistência a três (11,4%), 

quatro (15,8%), cinco drogas (9,2%) e seis drogas (1,1%) (Tabela 2).  

 

 

Tabela 1. Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos das linhagens bacterianas 
representativas de Staphylococcus sp. coagulase negativo isolados de chorume produzido 
por resíduos de serviços de saúde do aterro sanitário da cidade de Juiz de Fora, MG. 
 

CIM (µg/mL) Drogas 
testadas 50% 90% Variação 

S (%) RI (%) R (%) 

Penicilina 0,25 >1024 0,06 - >1024 38,6 - 61,4 
Oxacilina 1 >1024 0,06 - >1024 38,6 - 61,4 

Eritromicina 0,5 64 0,06 - >1024 60,2 12,5 27,3 
Azitromicina 1 16 0,06 - 16 72,8 4,5 22,7 

Levofloxacina 0,25 1 0,06 - 8 98,9 1,1 - 
Gentamicina 0,25 8 0,06 - 8 78,4 21,6 - 
Vancomicina 1 2 0,06 - 4 100 - - 

CIM: concentração inibitória mínima; S: sensibilidade; RI: resistência intermediária; R: 
resistência 
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Tabela 2. Distribuição dos fenótipos de resistência a um ou mais de um antimicrobiano entre 
as amostras de Staphylococcus sp. coagulase negativo representativas isoladas de 
chorume produzido por resíduos de serviços de saúde do aterro sanitário da cidade de Juiz 
de Fora, MG. 
 

Fenótipo de resistência Sensibilidade a  
todas as drogas 

ERY (n=5, 5.7%) 
GEN (n=4, 4.6%) 
AZI (n=1, 1.1%)  
ERY/GEN (n=1, 1.1 %)  
PEN/OXA (n=21, 23.9%) 
PEN/OXA/ERY (n=8, 9.2%) 
PEN/OXA/AZI (n=2, 2.2%) 
PEN/OXA/ERY/AZI (n=10, 11.4%) 
PEN/OXA/ERY/GEN (n=2, 2.2%) 
PEN/OXA/GEN/AZI (n=2, 2.2%) 
PEN/OXA/ERY/GEN/AZI (n=8, 9.2%) 
PEN/OXA/ERY/LEV/GEN/AZI (n=1, 1.1%) 

 
n=23, 26.1% 

ERY (eritromicina); GEN (gentamicina); AZI (azitromicina); PEN (penicilina);  
OXA (oxacilina); LEV (levofloxacina). 

 
 
 

5.3  Resistência à oxacilina e detecção do gene mecA 

 

A correlação entre a susceptibilidade à oxacilina e a ocorrência do gene mecA 

foi analisada para as linhagens recuperadas, identificadas, confirmadas como 

pertencentes ao gênero Staphylococcus e submetidas à determinação da 

susceptibilidade às drogas antimicrobianas, pelo método de diluição em ágar (n=88) 

(Figura 4). 

O gene mecA não foi detectado nas amostras bacterianas sensíveis à ação 

antimicrobiana da oxacilina, tampouco em todas os microrganismos isolados  

resistentes à sua ação antimicrobiana. Entre as linhagens resistentes à oxacilina, a 

ocorrência do gene mecA foi detectada em 25,9% das amostras, enquanto que, em 

74,1%, este marcador não foi encontrado (Tabela 3). 

Apesar de o gene mecA não ter sido detectado na maioria das amostras de  

Staphylococcus coagulase negativo resistentes à oxacilina neste estudo, 

comparando-se o perfil de susceptibilidade apenas das linhagens resistentes, 
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observou-se uma grande heterogeneidade nas concentrações inibitórias mínimas 

(CIM) da droga entre os microrganismos que possuem ou não o gene mecA.  
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Fotografia 2. Eletroforegrama representativo da confirmação da identidade genética de 
Staphylococcus sp. (gene 16S rRNA PCR) e detecção genética do gene mecA por PCR. 
MM – 100bp DNA ladder; Canaleta 1 – Staphylococcus mecA positivo; Canaleta 2 –  
Staphylococcus mecA negativo.  
 

 

De maneira geral, os valores de CIM para as linhagens que não possuem o 

mecA foram significativamente menores do que os valores de CIM para as amostras 

que possuem o gene mecA, embora a variação de CIM tenha sido a mesma entre os 

dois grupos bacterianos (Tabela 4). 

 

Tabela 3: Distribuição do gene mecA entre as linhagens de Staphylococcus coagulase 
negativo isoladas de chorume produzido por resíduos de serviços de saúde do aterro 
sanitário da cidade de Juiz de Fora, MG, sensíveis e resistentes à oxacilina, pelo método de 
diluição em ágar. 
 

Fenótipo 

OXAS OXAR 

 
Genótipo 

n % n % 
mecA + - - 14 25,9 

mecA - 34 100 40 74,1 

mecA+: linhagens que amplificaram o gene mecA; mecA - : linhagens que não amplificaram 
o gene mecA; OXAS: linhagens sensíveis à oxacilina; OXAR: linhagens resistentes à 
oxacilina 
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Tabela 4. Perfil de susceptibilidade à oxacilina entre as linhagens de Staphylococcus sp. 
coagulase negativo isolados de chorume produzido por resíduos de serviços de saúde do 
aterro sanitário da cidade de Juiz de Fora, MG. 
 

CIM (µg/mL) Genótipo 
50% 90% Variação 

Número de linhagens 
bacterianas OXAR 

mecA + 1.024 > 1.024 0,5 - > 1.024 14 
mecA - 2 64 0,5 - > 1.024 40 

mecA+: linhagens que amplificaram o gene mecA; mecA - : linhagens que não amplificaram 
o gene mecA; CIM: concentração inibitória mínima; OXAR: linhagens resistentes à oxacilina 
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6 DISCUSSÃO 

 

6.1 Identificação das linhagens bacterianas 

 

De acordo com a literatura, dentre os danos que ocorrem em virtude do mau 

gerenciamento dos RSS, destacam-se a contaminação do meio ambiente; a 

ocorrência de acidentes de trabalho, envolvendo profissionais da saúde, da limpeza 

pública e catadores; e a propagação de doenças para a população em geral, por 

contato direto ou indireto através de vetores (BIDONE, 2001). Vários microrganismos 

patogênicos presentes nos RSS apresentam capacidade de persistência ambiental, 

entre eles Mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 

vírus da hepatite A e da hepatite B (SILVA et al., 2002). Além disso, estudos 

recentes do nosso grupo demonstraram a ocorrência de linhagens bacterianas de 

grande relevância clínica nos RSS, tais como Staphylococcus sp., bastonetes Gram-

negativos (BGN) da família Enterobacteriaceae e BGN não fermentadores 

(MAURÍCIO, 2006; NASCIMENTO, 2007). 

Todas as amostras de cocos Gram-positivo avaliadas neste estudo, 

presuntivamente identificadas como Staphylococcus sp. coagulase negativo, foram 

submetidas à identificação molecular em nível genérico pela reação em cadeia da 

polimerase (PCR). A técnica baseou-se na amplificação de região específica do 

DNA codificador para a região interna do RNA ribossomal 16S bacteriano e 

observaram-se 99,08% de correlação entre as duas metodologias para 

caracterização genérica de Staphylococcus spp.  

Entre as linhagens de Staphylococcus coagulase negativo que o sistema 

miniaturizado BBLCrystal permitiu identificar, apesar das limitações técnicas,  

destacam-se as espécies Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus 

e Staphylococcus saprophyticus que, de acordo com a literatura, estão 

frequentemente associadas a infecções e doenças humanas, como infecções de 

cateteres intravenosos, osteomielites, endocardites, infecções do trato urinário e 

infecções cutâneas (BANNERMAN, 2003; HIGASHIDE et al., 2008; KONEMAN, 

2008; VON EIFF, PETERS e HEIFFMANN, 2002). Além destas, foram observados 

também representantes de outras espécies, como Staphylococcus sciuri, 

Staphylococcus lentus e Staphylococcus vitulinus, que estão amplamente 
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distribuídas na natureza, principalmente em alimentos, animais de fazendas, 

roedores, marsupiais e mamíferos marinhos, mas que, nos últimos anos, têm sido 

associadas a infecções graves, como endocardites, peritonites, choque séptico, 

infecção do trato urinário e infecções de ferida (KONEMAN, 2008, SHITTU et al., 

2004; STEPANOVIC et al., 2002; STEPANOVIC et al., 2003). 

Não se pode desprezar o potencial de contaminação ambiental que pode ser 

provocado pelos RSS, devido à precariedade de tratamento e disposição final que 

os mesmos recebem em nosso país, ainda que alguns autores considerem 

exagerada a preocupação com os RSS. Segundo Zanon (1990) e Rutala e Mayhall 

(1992), os RSS não constituem risco infeccioso para a comunidade e o meio 

ambiente, já que não há comprovações científicas em relação à existência de nexo 

causal entre o contato com o resíduo e a aquisição de doenças, embora seja aceito 

que presença de patógenos e seus fatores de virulência associados, a dose de 

inoculação, a susceptibilidade do hospedeiro e as vias de entrada sejam fatores para 

a ocorrência de uma doença infecciosa.  

Considerando todas as linhagens bacterianas isoladas, não foi possível 

identificar 72% no nível de espécie, pela metodologia utilizada. Atualmente, existem 

vários sistemas comerciais para a identificação de estafilococos coagulase negativos 

baseados em modificações dos testes de fermentação de carboidratos, adaptações 

de testes padrões de identificação bacteriológica e testes com substratos 

enzimáticos para identificação de microrganismos. Entre estes sistemas de 

identificação certificadamente eficazes para identificação de amostras de origem 

clínica, destaca-se o kit utilizado neste estudo, o sistema de identificação BBL 

CRYSTAL GRAM-POSITIVE™ (KONEMAN, 2008).  

No entanto, existe uma série de restrições relatadas à sua utilização, como 

custo elevado, acurácia diminuída e, principalmente, banco de dados limitado a 

algumas espécies. Soma-se a isso o fato de que a grande maioria ainda é baseada 

em uma interpretação visual através de cores e fluorescências, o que a torna muito 

subjetiva (COUTO et al., 2001; DE PAULIS et al., 2003; RENNEBERG, RIENECK e 

GUTSCHIK, 1995). Desta forma, têm sido discutidos, avaliados e propostos nos 

últimos anos diversos métodos de identificação, fenotípicos e simplificados, 

baseados principalmente na acurácia dos mesmos (CUNHA, SINZATO e SILVEIRA, 
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2004; DE PAULIS et al., 2003; IORIO et al., 2007; MONSEN et al., 1998; MULDER, 

1995). 

Além disso, a baixa taxa de identificação microbiana observada neste estudo, 

utilizando o sistema miniaturizado semiautomatizado seria a variabilidade de 

expressão de características fenotípicas apresentadas pelos microrganismos em 

decorrência da forte pressão seletiva exercida pelo meio hostil em que essas 

bactérias se encontravam (aterro sanitário), como já observado por outros autores 

(COUTO et al., 2001). Este fenômeno, considerando-se a grande carga de 

xenobióticos e variação ambiental, pode estar associado a eventos de regulação da 

expressão gênica em decorrência da expressão de proteínas de resposta a estresse 

com consequente regulação pleiotrópica.  

Ainda, há de se considerar a seleção de linhagens bacterianas com 

habilidades modificadas em decorrência à seleção e recombinação genética 

bacteriana sob forte pressão seletiva como a encontrada no aterro sanitário. Apesar 

de eventos associados à resposta adaptativa bacteriana sob pressão seletiva como 

aquela encontrada no chorume não terem sido investigados neste estudo, existem 

dados na literatura que comprovam tal resposta bacteriana frente às variações 

ambientais (DINIZ et al., 2004; dos SANTOS et al., 2007; LORIAN E GEMMELL, 

1994; SANTOS et al., 2007; SILVA et al, 2007).  

Por fim, sabe-se que o sistema miniaturizado comercial é desenhado para 

identificação de amostras clínicas, enquanto que as amostras utilizadas em nosso 

estudo são de origem ambiental, o que poderia explicar também a baixa frequência 

de identificação.  

Os RSS podem apresentar grande quantidade de substâncias químicas 

(desinfetantes, antimicrobianos e outros medicamentos), o que acarreta também o 

risco químico, além do risco biológico (BIDONE, 2001). Além disso, a disposição 

conjunta destes resíduos contendo microrganismos e substâncias químicas podem 

provocar um aumento das populações bacterianas resistentes a certos 

antimicrobianos, que podem ser detectadas no esgoto de hospitais, segundo alguns 

estudos (DEPIZZOLL, 2006; KÜMMERER, 2003). 
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6.2 Avaliação do perfil de susceptibilidade a drogas antimicrobianas 

 

Em relação ao perfil de susceptibilidade dos microrganismos isolados aos 

antimicrobianos testados, pelo método de diluição em ágar, observaram-se níveis de 

resistência significativos a drogas importantes contra Staphylococcus coagulase 

negativo, como a oxacilina, eritromicina e azitromicina, além de significativa taxa de 

resistência intermediária à gentamicina. Segundo o CLSI (2007), a ocorrência destas 

linhagens em nosso meio é importante, não apenas pelo indicativo de eventual 

circulação de microrganismos resistentes a antimicrobianos, como também pela 

possível disseminação de marcadores genéticos relacionados ao fenômeno da 

resistência. Estes dados representam um importante alerta em relação ao uso 

indiscriminado de antimicrobianos e o fenômeno da resistência bacteriana às 

drogas, cuja contenção é tida como um dos grandes desafios da ciência e da 

medicina no século XXI (LEVY, 1998; ASM 2000).  

A resistência aos antimicrobianos é um fenômeno genético, relacionado à 

existência de genes contidos nos microrganismos, que codificam diferentes 

mecanismos bioquímicos e que impedem a ação das drogas. A resistência pode ser 

originada em mutações que ocorrem nos microrganismos durante seu processo 

reprodutivo e resultam de erros na cópia na sequência de bases que formam o DNA 

cromossômico, responsáveis pelo código genético. A outra origem da resistência é a 

importação dos genes causadores do fenômeno, consistindo na resistência 

transferível, que se faz através dos mecanismos de transdução, transformação e 

conjugação (TAVARES, 2000; ZAVADINACK et al., 2001). 

Sabe-se que existe uma mobilidade substancial de genes de resistência aos 

antimicrobianos entre bactérias de mesma espécie, mas também entre bactérias 

filogeneticamente distintas (HEUER et al., 2002). Além disso, já foi demonstrada 

transferência genética entre bactérias no esgoto (MARCINEK et al., 1998).  

Em nosso estudo, foram observados altos índices de resistência múltipla aos 

antimicrobianos nas linhagens de Staphylococcus sp. coagulase negativo 

representativas isoladas de chorume produzido por resíduos de serviços de saúde 

do aterro sanitário. Embora a multirresistência possa estar relacionada a drogas de 

mesmo grupo químico, com mecanismo de ação semelhante, nossos resultados 

mostram resistência múltipla a antimicrobianos de diferentes mecanismos de ação e 
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de resistência. Estes dados tornam-se relevantes à medida que se discutem os 

mecanismos transferíveis de resistência entre bactérias nos diferentes ambientes.  

Assim, a detecção de multirresistência nestes microrganismos é preocupante, 

particularmente se a carga genética relacionada a estes fenótipos estiver disponível 

para transferência a outros microrganismos. Os fatores potenciais que 

provavelmente estão associados à pressão seletiva, envolvendo a resistência 

múltipla, não foram avaliados, mas um deles poderia ser o fenômeno de cosseleção, 

como sugerido por evidências fenotípicas encontradas por outros autores (AKWAR 

et al., 2008). Além disso, esta observação deve suscitar o uso racional de 

antimicrobianos, a fim de se evitar as pressões seletivas relacionadas ao uso 

abusivo e indiscriminado de antibióticos, como preconizado na literatura. 

Depizzol (2006) afirma que umas das maiores preocupações com relação à 

resistência aos antimicrobianos é a disseminação de genes de resistência de uma 

espécie bacteriana para outra, especialmente nos casos de transferência de 

resistência entre bactérias patogênicas para as não patogênicas. 

Alguns estudos têm demonstrado altas taxas de resistência à oxacilina em até 

80% do isolados clínicos (MICHELIM, 2005). Além disso, a resistência à oxacilina 

indica resistência cruzada a todos os betalactâmicos, incluindo cefalosporinas, e 

está frequentemente associada com resistência a macrolídeos, aminoglicosídeos e 

carbapenêmicos (DE GIUSTI, 1999; KONEMAN, 2008; LYYTIKÄINEN, 1996). 

 A resistência à eritromicina, encontrada em nosso estudo (27,3%), tem sido 

demonstrada em amostras de MRSA, carreando o SCCmec tipo IV,  frequentemente 

associado à origem comunitária (BARTELS et al., 2007). Estudos recentes, 

analisando amostras ORSA, isoladas de bacteremias, demonstraram percentual 

elevado de resistência à eritromicina, clindamicina e ciprofloxacina (HOLMES E 

JORGENSEN, 2008). Além disso, é importante ressaltar que as significativas taxas 

de resistência à eritromicina, demonstradas atualmente, refletem a sua elevada 

utilização terapêutica, principalmente quando o uso da penicilina é contraindicado 

(EADY e COVE, 2003).  

O uso da azitromicina em nosso estudo, embora pertencente à mesma classe 

da eritromicina, justifica-se pela sua ampla utilização clínica atualmente. Ambos 

antimicrobianos apresentaram taxas de resistência bem próximas, com 27,3% para 

eritromicina e 22,7% para azitromicina. Pereira e colaboradores (2009) observaram 
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expressivas taxas de resistência de espécies de Staphylococcus isolados de 

diferentes sítios infecciosos de animais domésticos frente a este antimicrobiano.  

Em nosso estudo, levofloxacina e gentamicina foram as drogas mais 

eficientes, embora resistência intermediária tenha sido observada a estes 

antimicrobianos por 1,1% e 21,6% das linhagens bacterianas respectivamente. 

De acordo com a literatura, a resistência à oxacilina está associda à 

resistência cruzada a aminoglicosídeos e quinolonas (FLUIT et al., 2000). Estudo 

analisando a resistência antimicrobiana em amostras de MRSA isoladas de 

diferentes infecções demonstrou resistência à levofloxacina com taxa de 16,8%. 

Com relação à gentamicina, o mesmo estudo apresentou efetividade dessa droga, 

principalmente em amostras MRSA de origem comunitária (KILIC et al., 2006).  

A utilização de glicopeptídeos como a vancomicina na terapêutica de 

infecções por MRSA é bastante utilizada e constitui-se como uma das únicas opções 

de tratamento (HIRAMATSU et al., 2001; RIBAK, 2006). No entanto, a partir de sua 

instituição, não tardaram a aparecer as primeiras linhagens com resistência 

intermediária à vancomicina em diversos locais do mundo (CDC, 2002; HIRAMATSU 

et al., 1997, OLIVEIRA et al., 2001), e, posteriormente, as totalmente resistentes 

(CDC, 2002), deixando a comunidade científica em alerta quanto à possibilidade de 

emergência de linhagens do gênero Staphylococcus resistentes à vancomicina, 

principalmente no ambiente hospitalar. É importante observar que, em nosso estudo, 

todas as amostras foram sensíveis à vancomicina. 

 

6.3 Resistência à oxacilina e a detecção do gene mecA 

 

Entre as linhagens resistentes à oxacilina, pelo método de diluição em ágar,  

a ocorrência do gene mecA foi de 25,9% das amostras, enquanto que, em 74,1%, 

este marcador não foi detectado. Um dos mecanismos de resistência à oxacilina 

está associado à aquisição do gene mecA, que codifica a síntese de uma proteína 

PBP2a ou PBP2’, que possui uma baixa afinidade não só para a oxacilina como 

também para os outros antimicrobianos betalactâmicos (CHAMBERS, 1993; ITO et 

al., 2003; SCHITO, 2006). Este gene encontra-se inserido em um elemento genético 

móvel, o SCCmec que tem importância fundamental na transmissão e na 

epidemiologia da resistência bacteriana (HIRAMATSU et al., 2004; ITO et al., 2001; 

KATAYAMA, ITO e HIRAMATSU, 2000; LOWY, 2003). 
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Linhagens de Staphylococcus coagulase negativo podem possuir plasmídeos, 

que podem ser transferidos entre suas espécies ou mesmo entre SCN e S. aureus, o 

que representa uma via de transmissão de determinantes de resistência 

antimicrobiana, principalmente aos betalactâmicos e aminoglicosídeos (HUEBNER, 

1999). Além disso, estas linhagens podem tornar-se resistentes pela aquisição do 

SCCmec, cada vez mais determinantes de resistência a diversas classes de drogas 

devido à pressão seletiva ocasionada pelo uso contínuo e indiscriminado de diversos 

antimicrobianos, que podem ser encontrados no chorume produzido pela 

decomposição e degradação dos RSS. 

A detecção do gene mecA por métodos moleculares é considerada o método 

padrão ouro para avaliação qualitativa da resistência à oxacilina (CHAMBERS, 

1997). No entanto, é importante destacar que isolados mecA-positivos devem ser 

reportados como resistentes à oxacilina. Porém, isolados mecA-negativos devem ser 

reportados como sensíveis se a CIM para a oxacilina for < 2,0µg/mL, devido à 

ocorrência, ainda que rara, de outros mecanismos de resistência, como 

superprodução de betalactamases (conhecida como resistência borderline) e 

presença de PBPs modificadas. Desta forma, isolados mecA-negativos, mas com 

CIM > 4,0µg/mL, devem ser reportados como resistentes (CHAMBERS, 1997; CLSI, 

2007). Estes outros mecanismos de resistência propostos podem explicar os altos 

níveis de resistência à oxacilina entre as amostras de Staphylococcus isoladas neste 

estudo, para as quais o marcador mecA não foi associado.  

De acordo com a literatura, a resistência fenotípica à oxacilina é 

extremamente variável e, na maioria das vezes, depende da expressão do gene 

mecA. Essa variabilidade é conhecida como heterorresistência fenotípica e 

caracteriza-se pelo fato de que toda a população bacteriana pode carregar o gene 

mecA, porém nem todas células expressam fenotipicamente sua resistência da 

mesma maneira ao mesmo tempo (MARANAN et al., 1997). A observação parece 

não estar de acordo com nossos dados, considerando-se que a variação da CIM 

para oxacilina foi pequena e a maioria das linhagens foi resistente a altos níveis da 

droga (1.024µg/mL ou mais), além da origem destes microrganismos e à pressão 

seletiva a que eles estão expostos neste ambiente. 

Entretanto, a CIM de oxacilina para as linhagens nas quais o gene mecA foi 

detectado foi maior (MIC90 >1.024µg/mL) do que a concentração inibitória mínima 

para as linhagens que não possuem o gene mecA. Entre essas amostras, os níveis 
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de resistência foram mais baixos (MIC90 = 64µg/mL), apesar da grande variação 

nos valores de CIM. Estes dados permitem sugerir que a expressão de PBP2a ou 

PBP2’ pode ser um mecanismo de resistência complementar, resultando em uma 

estratégia adaptativa à pressão seletiva da droga mais eficiente nestes 

microrganismos. 

A heterorresistência pode explicar também, a discrepância observada em 

nosso estudo em relação ao perfil de susceptibilidade à oxacilina entre os métodos 

de disco-difusão (qualitativo) e diluição em ágar (quantitativo). Enquanto no primeiro 

a taxa de resistência à oxacilina foi de 35,8%, pelo segundo método essa taxa foi de 

61,4%. Possivelmente, devido a este fenômeno, testes qualitativos para 

determinação da susceptibilidade a oxacilina em estafilococos demonstram pouca 

eficácia, considerando principalmente isolados mecA-negativos. 

Assim, segundo o CLSI (2007), quando há discordância entre os métodos de 

disco-difusão e diluição em ágar, é necessário realizar, previamente, o teste de 

triagem em ágar contendo 6µg/mL de oxacilina. 

Rotineiramente, os testes de disco-difusão são os mais utilizados para 

detecção da resistência à oxacilina, mas vários estudos demonstraram 

confiabilidades variadas, provavelmente devido ao fenômeno da heterorresistência 

(FELTEN, et al., 2002; KOHNER et al., 1999; MÍMICA e MENDES, 2007; 

POTTUMARTHY, FRITSCHE, JONES, 2005). Embora a determinação da CIM pelo 

método de diluição em ágar possibilite uma avaliação quantitativa da resistência, e 

por constituir o método considerado padrão, alguns estudos demonstram que a 

acurácia não é tão significativa em relação aos métodos fenotípicos qualitativos, 

principalmente em isolados com a presença do gene mecA (GRADELSKI et al., 

2001; MÍMICA, 2007; SWENSON et al., 2001; VELASCO et al., 2005). Entretanto, 

devido à existência de outros mecanismos de resistência, esse método deve ser 

utilizado como confirmatório, principalmente quando o perfil de susceptibilidade é 

duvidoso (MÍMICA e MENDES, 2007). 

 

6.4 Considerações finais 

 

Segundo alguns autores, no Brasil, a subnotificação dos acidentes de trabalho 

é uma realidade que, infelizmente, impossibilita a detecção dos riscos potenciais a 

que os trabalhadores dos serviços de saúde estão expostos. O gerenciamento 
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adequado dos resíduos poderia contribuir significativamente para a redução da 

ocorrência de acidentes de trabalho, especialmente aqueles provocados por 

perfurocortantes e/ou exposição a agentes microbianos viáveis nos resíduos 

(GARCIA e ZANETTI-RAMOS, 2004). 

Nossos resultados suscitam reflexões relacionadas à sobrevivência de 

microrganismos potencialmente patogênicos e linhagens resistentes aos 

antimicrobianos, carreando importantes marcadores de resistência e sua possível 

disseminação via RSS, contribuindo para seu trânsito intra-hospitalar.  

Além disso, pelo risco de disseminação destes microrganismos para fora das 

barreiras de contenção do chorume percolado das pilhas de resíduos nos aterros 

sanitários, seja por atividade humana, animal ou mesmo relacionado a fenômenos 

climáticos como chuvas e enchentes, há de se considerar a potencialidade de 

exposição das comunidades de áreas de aterros e do meio ambiente a estes 

microrganismos. 

Dessa forma, os profissionais de saúde necessitam rever seus conhecimentos 

em relação à caracterização microbiológica dos resíduos de serviços de saúde 

produzidos em suas atividades assistenciais, procurando identificar e se prevenir 

dos possíveis riscos em todas as etapas do manejo. 

Assim, é necessária a elaboração de políticas não apenas de segregação, 

mas principalmente de destinação final dos resíduos de serviços de saúde, abrindo 

novas trilhas no caminho da promoção da saúde humana e ambiental. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 

• Espécies de Staphylococcus coagulase negativo apresentam-se como 

representativas da microbiota do chorume derivado da pilha de resíduos do serviço 

de saúde no Aterro Sanitário de Juiz de Fora, MG, e podem ser representativas das 

linhagens que circulam nos estabelecimentos de saúde. 

 

• O sistema miniaturizado semiautomatizado BBL Crystal® não foi eficaz para a 

identificação de linhagens de Staphylococcus coagulase negativo isoladas do 

chorume derivado da pilha de resíduos do serviço de saúde. 

 

• As linhagens de Staphylococcus coagulase negativo recuperadas de resíduos 

de serviços de saúde apresentam altos níveis de resistência à penicilina, oxacilina, 

eritromicina, azitromicina e gentamicina. 

 

• Os resíduos de serviços de saúde apresentam linhagens de Staphylococcus 

coagulase negativo, carreando o gene mecA, marcador molecular que codifica a 

resistência à oxacilina e que pode ser disseminado pelo ambiente e transferido para 

outras linhagens bacterianas. 

 

• Linhagens de Staphylococcus coagulase negativo, carreando o gene mecA, 

mostraram-se resistentes a níveis mais altos de oxacilina, em relação às linhagens 

não portadoras deste marcador genético de resistência. 
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ABSTRACT 

 

OBJECTIVE: To evaluated the susceptibility profile to antimicrobials of clinical and 

microbiological interest and the occurrence of the mecA gene, in strains of coagulase negative 

Staphylococcus (CoNS) strains recovered from the liquid seeping from city sanitary landfill. 

SETTINGS: City sanitary landfill managed by the Municipal Department of Urban Cleaning 

of Juiz de Fora, in Brazil. 

METHODS: All strains were submitted to generic identification by PCR amplification of  the 

specific DNA region codifying for the 16S internal ribosomal RNA according to established 

methodology and specific identification utilized the miniaturized BBL Crystal
TM 

Gram 

positive Identification System. Minimum Inhibitory Concentrations (MIC) of antimicrobials 

were determined by the agar dilution method according to guidelines of the CLSI and to 

investigate the mecA gene by established methods. 

RESULTS: Of the 109 bacterial, 108 were generically identified by PCR amplification of the 

DNA region codifying for the 16S ribosomal intern RNA. The semi-automatic miniaturized 

system BBL Crystal TM Gram Positive Identification kit allowed the specific identification of 

only 26.6% of the Staphylococcus strains. The other strains were identified as Staphylococcus 

spp. (73.4%). Considering the minimal inhibitory concentrations of the antimicrobials, 

penicillin and oxacillin drugs were the less effective drugs (61.4% resistance) followed by 

erythromycin and azithromycin (27.3 and 22.7% resistance, respectively). The most effective 

antimicrobials were gentamicin and levofloxacin, for which only intermediate resistance was 

observed (21.6 and 1.1% respectively). All samples were susceptible to vancomycin. 

Considering the resistant strains, 14 (25,9%) showed to harbour mecA gene and in 40 (74,1%) 

were resistant to oxacillin by other mechanisms. 
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CONCLUSIONS: The 109 CNS strains analyzed  showed significant resistance to the 

antimicrobials tested, occurrence of multi drug resistance and  presence of mecA gene. The 

results in this study raise issues related to the survival of potentially pathogenic and drug- 

resistant microorganisms, carriers of  important  resistance markers  possible disseminated via 

HSRs and contributing to  intra-hospital  transit. 
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INTRODUCTION 

 

Health-care waste are an outstanding category among the total general residues 

produced in the community. Their potential infective agents in addition to physical and 

chemical characteristics are a matter of great concern.  The literature reports damages  

resulting of bad health-care waste  management  as environmental contamination, work 

accidents involving health professionals, public cleaning personnel or garbage collectors and 

dissemination of diseases in the general population by direct contact or indirectly  through 

vectors.¹ 

 In this risk scenario, involving specific health-care waste components it is necessary 

to consider the survival of pathogens associated, for example, to contaminated biological 

material, which may be a vehicle of disease-causing microorganism dissemination when 

improperly manipulated or treated. 

There is no question that the importance and significance of  health-care waste  to the real 

potential risk to human and environmental heath  is a polemic and highly discussed theme. 

However, one of the  great problems to be addressed is the occurrence of potentially 

pathogenic organisms, favored by selective pressure of antibiotics, other medicines and 

chemical products.  These organisms, probably resistant to antimicrobials, are a potential 

source of contamination of hospital materials, may induce difficult to treat infections besides 

contaminating the hospital sewer systems.
2,3 

This study investigated the occurrence of CoNS in the percolating liquid from a 

sanitary landfill in the city of Juiz de Fora, Estate of  Minas Gerais, Brazil, considering that 

information on the different types of residues from health establishments and the real risk 

associated to drug resistance is lacking . The isolated strains were characterized by 



86 

susceptibility to antimicrobials of clinical- microbiological interest and by the presence of the 

mecA gene. 
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METHODS 

Bacterial samples 

109 CoNS strains were presumptively identified in isolates of 13 samples (10mL each) 

of percolating liquid collected from May, 2006 to April, 2007,  from the deposition and 

decomposition of HRS in the city sanitary landfill managed by the Municipal Department of 

Urban Cleaning of the above mentioned city . All strains were submitted to generic 

identification by PCR amplification of  the specific DNA region codifying for the 16S internal 

ribosomal RNA according to established methodology.
4,5

 Pairs of initiating strands used were 

Staph756F (5´AACTCTGTTATTAGGGAAGAACA3´), Staph 750R 

(5´CCACCTTCCTCCGGTTTGTCACC3´) , Staph-1 (5´CAGCTCGTGTCGTGAGATGT 

3´) and Staph-2 (5´AATCATTTGTCCCACCTTCG3´). PCR reactions were conducted in a 

automated thermocicler (Techne TC-412 Thermal Cycler, Southam Warwickshire, UK). 

Positive controls were samples of Staphyloccus aureus ATCC 33591, Staphylococcus aureus  

ATCC 29213 and Staphylococcus epidermidis ATCC 12228. 

Specific identification utilized the miniaturized BBL Crystal
TM 

Gram positive 

Identification System (BBL Crystal GP ID Kit, Becton, Dickinson Co. Sparks, MD, USA).  

Briefly, aliquot bacterial suspensions of samples grown in TSA agar (Acumedia 

Manufacturers, USA) were inoculated into the system, afterwards closed and incubated at 

37
o
C for 18-24 hs.  Color alterations , presence or absence of fluorescence resulting from 

microorganism metabolic activities were analyzed according to the data base of the 

BBLCrystal GP ID Kit. Samples of Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 and 

Staphylococcus aureus ATCC 25 923 were identification controls.  
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 Susceptibility profile against antimicrobial drugs 

  Minimum Inhibitory Concentrations (MIC) of antimicrobials were determined by the 

agar dilution method according to guidelines of the CLSI.
6 

The drugs selected by clinical and 

microbiological relevance were penicillin, oxacillin, erythromycin,  azithromycin, 

levofloxacin, gentamicin and vancomycin. The known profile of antimicrobial susceptibility  

of the reference strain Staphylococcus aureus ATCC29213 was used as a quality control of 

the method.  

 To investigate the mecA gene by established methods (4) the specific initiating probes 

were MecA1 (5´GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA3´) and MecA2 

(5´CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA3´). 

  PCR reactions were made in duplicate in an automated thermocicler ( Techne  TC-

412 Thermal Cycler, Southam Warwickshire). Positive and negative controls for the mecA 

gene  were  samples of ,respectively,  Staphylococcus aureus ATCC 33591 and 

Staphylococcus aureus ATCC 29213 and Staphylococcus epidermidis  ATCC12228. 
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RESULTS  

 Of the 109 bacterial strains isolated from percolating liquid at the sanitary landfill of 

Juiz de Fora, MG, 108 were generically identified by PCR amplification   of the DNA region 

codifying for the 16S ribosomal intern RNA with a 99.8% correlation between 

methodologies. 

 The semi-automatic miniaturized system BBL Crystal TM Gram Positive 

Identification kit allowed the specific identification of only 26.85% of the Staphylococcus 

strains and of these 31% were identified as Staphylococcus sciuri, 27.6% as Staphylococcus 

epidermidis, 20.7% as Staphylococcus lentus, 10.3% as Staphylococcus vitulinus, 6.9% as 

Staphylococcus saprophyticus and 3.5% as Staphylococcus haemolyticus.  The system was 

not able to specifically identify 72.5% of the isolated microorganisms, which were designated 

as Staphylococcus sp. 

 Table1 shows results of susceptibility tests against antimicrobials as MICs, 

specifically MIC50, minimal concentrations inhibiting 50% of the isolates; MIC90, minimal 

concentrations inhibiting 90% of the isolates and also MIC variations. Penicillin and oxacillin 

were the less effective drugs, both with a resistance index of 61.4%, followed by 

erythromycin (27.3%), azithromycin (22.7%). In contrast, levofloxacin and gentamicin were 

the most promising antimicrobials although median resistance was detected in 1.1% and 

21.6%, respectively, of the strains tested. All microorganisms were susceptible to vancomycin 

(Table 1).  

  As a whole, 26.1% of the strains tested were susceptible to all drugs in the 

experiment, while 11.4% resisted to at least one antimicrobial.  Simultaneous resistance to 2 

antimicrobials was shown by 25% of the microorganisms, to 3 by 11.4%, to 4 by 15.8%, to 5 

by 9.2% and to 6 by 1.1% (Table 2). 
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  The correlation between oxacillin susceptibility and occurrence of the mecA gene was 

analyzed for all strains identified as Staphylococcus and submitted to susceptibility tests. 

Bacteria susceptible to the drug did not harbor the mecA gene. However, of the strains 

resistant to oxacillin, 25.9% had the gene marker (Table 3). 

Gene mecA was not detected in most coagulase negative Staphylococcus strains 

resistant to oxacillin.   In addition, comparing susceptibilities of only the resistant strains to 

the drug no normal pattern was observed but they did show high MIC heterogeneity  

independent of the occurrence or not of the mecA gene.  In general the MIC values of mecA-

free strains were significantly smaller than the ones having the gene, although  MIC variation 

was similar for the mecA-positive and mecA negative bacterial groups (Table 4) 
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DISCUSSION 

 Representative strains of CoNS,  isolated from  liquid percolating in sanitary landfills 

containing health-care waste, were Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus 

haemolyticus, and Staphylococcus saprophyticus.  These strains are frequently associated to 

human disease and infections such as infections in intravenous catheters, osteomyelitis, 

endocarditis and  renal  and skin infections.
7-9

 Other species also present,  Staphylococcus 

sciuri, Staphylococcus lentus and Staphylococcus vitulinus are widely distributed in nature, 

mainly in food, farm animals, rodents, marsupials and water mammals but recently have been 

associated to more severe infections like endocarditis, peritonitis ,septic shock  and infections 

of the urinary tract and open wounds.
10-12 

 The low microbial identification index by the semi-automatic miniaturized 

system(72.5%) could be due to variations in the phenotypic expressions shown by 

microorganisms induced by high selective pressure of the hostile environment in sanitary 

landfills, which may favor selection and genetic recombination, as observed by other 

authors.
13 

Considering the great load of xenobiotics and environmental variation, the 

phenomenon could be associated to events in the regulation of genetic expression  of proteins 

in response to stress resulting in pleiotropic regulation. Events associated to the bacterial 

adaptive response under selective pressure, like that encountered in landfill seeping liquids, 

were not investigated in this study but, literature data does show such bacterial responses 

against environmental variations.
14-17

 

 Susceptibility profiles of microorganisms against the antimicrobials in the experiment 

showed significant levels of resistance to important drugs like oxacillin, penicillin, 

erythromycin, azithromycin in addition to a significant index of intermediary resistance to 

gentamicin.  According to CLSI
6
 the occurrence of these strains in our environment is 
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significant not only as an indication that resistant microorganisms are circulating but also for 

the dissemination of genetic markers of resistance phenomena.  The data are a major alert 

against the indiscriminate use of antimicrobials and a call to awareness to drug resistance, one 

of the great challenges of science and medicine in the21
st
 century.

18,19
 

 Recent studies have shown that samples isolated from bacteremia and resistant to 

oxacillin had a high percent of resistance also to erythromycin, clindamicin and 

ciprofloxacin..
20 

It is important to emphasize that the resistant indexes to erythromycin reflect 

its intense therapeutic use specially when penicillin is contra indicated.
21 

In this study, 

levofloxacin and gentamicin were the most effective although intermediate resistance was 

observed to these drugs.  Literature reports indicate that oxacillin resistance is associated to 

crossed resistance to aminoglycosides and quinolones.
22

 Methicillin resistant Staphylococcus 

aureus (MRSA) isolated in different infections  showed a 16.8%  resistance to levofloxacin  

in a study where community originated MRSAs were effectively treated by gentamicin.
23

 

 This report shows high indexes of multiresistance in Staphylococcus strains to drugs of 

different   mechanisms of action. Although this behavior is sometimes related to chemically 

similar drugs with the same mechanism of action this is not the case but, it is relevant to 

discussions of transferable mechanisms of resistance between exogenous and endogenous 

bacteria in several environments . 

 Gene mecA occurred in only 25.9% of oxacillin-resistant strains. One of the 

mechanisms of resistance to this drug is associated to mecA acquisition, a gene, which 

codifies the synthesis of proteins PBP2a  or PBP2´ having low affinity to other β- lactamic 

antimicrobials besides oxacillin.
24-26

 The gene is inserted in a mobile genetic element, 

SCCmec, of fundamental importance in the transmission and epidemiology of bacterial 

resistance.
27-29

 



93 

 Detection of  mecA by molecular methods is considered a gold standard in the 

evaluation of oxacillin resistance.
30 

It should be noted that although mecA –positive strains are 

reported as oxacillin resistant, mecA –negative ones with a MIC of ≤ 2.0 µ/ mL  to the drug 

should also be reported as sensitive due to the  occurrence, although rare, of other 

mechanisms of resistance such as overproduction of  β-lactamases (borderline resistance)  an 

presence of  modified PBPs.  Thus mecA-negatives with a oxacillin MIC ≥ 4.0 µg/mL should 

be considered  resistant.
6,30 

These other mechanisms of resistance could explain the high 

levels of resistance to oxacillin in the Staphylococcus strains isolated in this study which were 

mecA negative.  

 The literature considers that phenotypical resistance to oxacillin is highly variable and 

in most cases it depends on mecA expression. By this variability, known as phenotypic 

heteroresistance all cells may carry the mecA gene but not all express phenotypic resistance in 

the same way and at the same time.
31 

The results in this study do not confirm this observation, 

if one considers the MIC variations for oxacillin were small and most strains were resistant to 

high drug levels (1024µg/mL or more), besides the origin of the microorganisms and the 

selective pressure suffered in this environment. 

 However, oxacillin MICs in strains harboring mecA were higher (MIC90> 

1024µg/mL) than the ones for mecA-free strains, which were lower (MIC90 64µg/mL) but 

highly variable.  The data suggest that PBP2a or PBP2´expression maybe a complementary 

resistance mechanism, resulting in an adaptive strategy to the drug selective pressure, which is 

more efficient in these strains of microorganisms.  

 The results and conclusions in this report raise issues related to the survival of 

organisms potentially pathogenic and of strains resistant to antimicrobials, thus carrying 

important resistance markers disseminated via health-care waste into intra-hospital transit. 
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Communities in areas close to landfills and others may be under risk if the 

microorganisms cross the contention barriers to the spread of liquid seeping from sanitary 

landfills caused by human or  animal activities or even by  climate phenomena as torrential 

rains and floods . 
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Table 1. Susceptibility profiles to antimicrobials of bacterial strains, representative of 

coagulase negative Staphylococcus sp, isolated from liquid seeping in sanitary landfills of the 

city of Juiz de Fora, Estate of Minas Gerais. 

MIC (µg/mL) 

Drugs tested 

50% 90% Variation 

Susceptibility 

(%) 

Intermediate 

Resistance (%) 

Resistance 

(%) 

Penicillin 0,25 >1024 0,06 - >1024 38,6 - 61,4 

Oxacillin 1 >1024 0,06 - >1024 38,6 - 61,4 

Erythromycin 0,5 64 0,06 - >1024 60,2 12,5 27,3 

Azithromycin 1 16 0,06 - 16 72,8 4,5 22,7 

Levofloxacin 0,25 1 0,06 - 8 98,9 1,1 - 

Gentamicin 0,25 8 0,06 - 8 78,4 21,6 - 

Vancomycin 1 2 0,06 - 4 100 - - 
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Table 2. Resistance phenotype distribution to one or more antimicrobials of representative 

coagulase negative Staphylococcus sp isolated from liquid seeping in sanitary landfills of the 

city of Juiz de Fora, Estate of Minas Gerais   

Resistance pnenotype Sensibility to all drugs  

 

ERY (5.7%) 

GEN (4.6%) 

AZI (1.1%)  

ERY/GEN (1.1 %)  

PEN/OXA (23.9%) 

PEN/OXA/ERY (9.2%) 

PEN/OXA/AZI (2.2%) 

PEN/OXA/ERY/AZI (11.4%) 

PEN/OXA/ERY/GEN (2.2%) 

PEN/OXA/GEN/AZI (2.2%) 

PEN/OXA/ERY/GEN/AZI (9.2%) 

PEN/OXA/ERY/LEV/GEN/AZI (1.1%) 

 

26.1% 

ERY (erythromycin); GEN (gentamicin); AZI (azithromycin); PEN (penicillin); OXA (oxacillin);  

LEV (levofloxacin) 
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Table 3. Distribution of mecA gene among strains of coagulase negative Staphylococcus 

isolated from the liquid seeping in sanitary landfills of the city of Juiz de Fora, Estate of 

Minas Gerais. 

Phenotype 

OXAS OXAR 

 

Genotype 

n % n % 

mecA + - - 14 25,9 

mecA - 34 100 40 74,1 

OXA
S
: strains sensitive to oxacillin; OXA

R
: strains resistant to oxacillin 

 
 
 
 

Table 4. Susceptibility profile to oxacillin among coagulase negative Staphylococcus isolated 

from liquid seeping from sanitary landfills in the city of Juiz de Fora, Estate of Minas Gerais. 

MIC (µg/mL) Genotype 

50% 90% Variation 

Number of bacterial strains 

OXAR 

mecA + 1024 > 1024 0,5 - > 1024 14 

mecA - 2 64 0,5 - > 1024 40 

OXA
R
: strains resistant to oxacillin 
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APENDICE C – Trabalho apresentado em evento 
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APENDICE D – Trabalho apresentado em evento 
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APENDICE E –Trabalho aprovado para apresentação em evento 

 

 

25º Congresso Brasileiro de Microbiologia  ResumoID: 465-1 
  

MINI-COMUNICAÇÃO 
 
AREA: Microbiologia Clinica ( Divisão A ) 
 
SUB-AREA: A01.1 - Testes de sensibilidade a antimicrobianos (bactérias) 

Identificação e perfil de susceptibilidade de espécies de Staphylococcus coagulase negativo recuperadas 
de resíduos de serviços de saúde 

Autores NASCIMENTO, T.C.; SILVA, V.L.; DINIZ, C.G. 

Instituição 1. UFJF; Departº de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia/ICB; 
Campus Universitário s/nº, Martelos. 36036-900. Juiz de Fora, MG 

Resumo: 

Acredita-se que os resíduos de serviços de saúde (RSS) possam atuar como veículos de 
disseminação de microrganismos potencialmente patogênicos e de marcadores de resistência a 
drogas antimicrobianas. Assim, considerando-se os riscos para saúde humana e ambiental 
associados ao fenômeno da resistência microbiana a drogas, nossos objetivos foram identificar 
linhagens de Staphylococcus coagulase negativo (SCN) isoladas do chorume percolado dos 
RSS no aterro sanitário de Juiz de Fora, MG e determinar o seu perfil de susceptibilidade a 
antimicrobianos de interesse clínico-microbiológico. Linhagens bacterianas presuntivamente 
caracterizadas como SCN (n=109), foram identificadas utilizando-se sistema comercial 
semiautomatizado e o seu perfil de susceptibilidade a antimicrobianos determinado pela 
técnica de diluição em ágar, de acordo com as recomendações do CLSI. Apenas 26,6% das 
amostras de SCN foram identificadas pelo sistema comercial, distribuídas em S. sciuri (31%), 
S. epidermidis (27,6%), S. lentus (20,7%), S. vitulinus (10,3%) S. saprophyticus (6,9%), S. 

haemolyticus (3,5%). As outras linhagens foram identificadas como Staphylococcus sp 
(73,4%). Entre os antimicrobianos avaliados, a penicilina e a oxacilina foram as drogas menos 
efetivas (61,4% de resistência), seguidas pela eritromicina e azitromicina (27,3 e 22,7% de 
resistência, respectivamente). Os antimicrobianos mais eficazes foram a gentamicina e 
levofloxacina, para os quais apenas resistência intermediária foi observada (21,6 e 1,1%, 
respectivamente). Todas as amostras foram susceptíveis à vancomicina. A observação de 
espécies bacterianas de distribuição ambiental frequentemente associadas a doenças 
nosocomiais e eventualmente comunitárias, altamente resistentes a antimicrobianos de grande 
relevância clínica, reforça as hipóteses sobre os riscos associados ao RSS em atuar como 
reservatório de patógenos e de marcadores de resistência a drogas. Nossos resultados 
suscitam reflexões relacionadas à segregação e destinação final destes resíduos e seus riscos 
para comunidades de áreas de aterros, além de trabalhadores de estabelecimentos de saúde, 
em função de sua atividade profissional. Além disso, percebe-se a necessidade de discussão 
ampla sobre o uso racional de antibióticos e a contenção do fenômeno de resistência. Apoio: 
FAPEMIG, UFJF/Programa de pós-graduação em Saúde.  

Palavras-chaves: Identificação específica, Resíduos de serviços de saúde, Resistência 
antimicrobiana, Staphylococcus coagulase negativo 
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ANEXO A – Zone diameter interpretive standards and equivalent Minimal Inhibitory 
Concentration (MIC) breakpoints for Staphylococcus spp. 
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ANEXO B – MIC interpretive standards (µg/mL) for Staphylococcus spp. 
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