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Ocorréncia de bactérias clinicamente relevantes nos residuos
de servicos de saide em um aterro sanitario brasileiro
e perfil de susceptibilidade a antimicrobianos

Occurrence of clinically relevant bacteria in health service waste in a
Brazilian sanitary landfill and antimicrobial susceptibility profile

Thiago César Nascimento', Werlley de Almeida Januzzi', Mariléia Leonel?,
Véania Lucia da Silva' e Claudio Galuppo Diniz'

RESUMO

Os residuos de servigos de satide suscitam polémica quanto a importincia para a saide humana, animal e ambiental. Avaliou-se a ocorréncia de
bactérias clinicamente relevantes na pilha de residuos de servigos de satide em um aterro sanitirio e seu perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos.
Aliquotas de chorume foram processadas para isolamento seletivo de Staphylococcus sp, bastonetes Gram negativos da familia Enterobacteriaceae
e nio fermentadores. Resisténcia bacteriana a todos os antimicrobianos testados foi observada em todos os grupos microbianos, além de resisténcia
amais de uma droga. Os resultados permitem sugerir que bactérias vidveis nos residuos de servicos de satde representam riscos a satide humana
e animal. Além disso, a ocorréncia de linhagens multirresistentes sustenta a hipdtese dos residuos de servicos de satide atuarem como reservatorios
de marcadores de resisténcia, com impacto ambiental. A falta de legislacio regional de segregacio, tratamento e destino de residuos podem expor
diferentes populagdes a riscos de transmissdo de doengas infecciosas associadas a microrganismos multirresistentes.

Palavras-chaves: Residuo de servico de saide. Staphylococcus sp. Enterobacteriaceae. Bastonetes Gram negativos nao-fermentadores. Resisténcia
antimicrobiana.

ABSTRACT

Health service waste gives rise to controversy regarding its importance for human, animal and environmental health. Occurrences of clinically relevant
bacteria in piles of health service waste in a sanitary landfill and their antimicrobial susceptibility profile were evaluated. Aliquots of leachate were
processed for selective isolation of Staphylococcus sp, Gram-negative rods of the Enterobacteriaceae family and non-fermenters. Bacterial resistance
to all the antimicrobials tested was observed in all microbial groups, including resistance to more than one drug. The results make it possible to suggest
that viable bacteria in health service waste represent risks to human and animal health. Furthermore, occurrences of multiresistant strains support
the hypothesis that health service waste acts as a reservoir for resistance markers, with an environmental impact. The lack of regional legislation
concerning segregation, treatment and final disposal of waste may expose different populations to risks of transmission of infectious diseases associated
with multiresistant microorganisms.

Key-words: Health service waste. Staphylococcus sp. Enterobacteriaceae. Non-fermenting Gram-negative rods. Antimicrobial resistance.

Entre os diferentes tipos de residuos gerados pelo homem, os
produzidos nos servigos de satide tém merecido maior atenco nos
tltimos anos, principalmente devido s suas fragoes infectantes.
Devido 2 grande variedade de fontes geradoras de residuos, a
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legislagdio vigente classifica os mesmos segundo sua origem. Esta
legislagdio, entretanto, é de competéncia regional, e variagdes
na classificacio dos residuos podem existir. Como legislacdo
federal norteadora, no Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria (ANVISA) classifica os residuos quanto a sua origem
em: domiciliar, comercial, varricio e feiras livres, servicos de
satide, portos, aeroportos e terminais rodovidrios e ferrovirios,
industriais, agricolas e residuos de construcio civil'2.

De maneira expressiva, no Brasil, mais de 30 mil unidades
de satde produzem residuos de servigos de saide (RSS), e, na
maioria das cidades, a questio do manejo ndo estd resolvida. Além
disso, algumas unidades de satide desconhecem a quantidade e
a composicio dos residuos que produzem’.

£ grande e polémica a discussdo sobre a importincia e o
significado dos RSS no potencial de risco para a saide humana
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e ambiental. Virios autores afirmam que nio existem fatos que
comprovem que o residuo hospitalar seja mais contaminado que o
residuo doméstico e que possa causar doenga no ambiente hospitalar
ou na comunidade' 1° . As exce¢Ges undnimes sio os residuos
perfurocortantes e as culturas microbioldgicas. O risco de contaminacdo
pelo manuseio desses residuos é alto, tanto no momento da geragao, do
acondicionamento e do descarte, quanto durante a coleta externa e a
disposicdio final, devido as suas caracteristicas fisicas e a0 seu potencial
de contaminagfo através de microrganismos retidos, requerendo
normas seguras de manuseio e acondicionamento’?.

Virios microrganismos podem ser encontrados nos RSS
e, quando ndo sdo patdgenos obrigatérios, apresentam grande
potencial patogénico, considerando-se, sobretudo, a susceptibilidade
dos possiveis hospedeiros (humanos ou ndo) que entrem,
eventualmente, em contato com eles. Destacam-se bactérias da
microbiota anfibiontica, tais como: Enterococcus sp, Klebsiella
sp, Salmonella sp, Shigella sp, Vibrio cholerae, Streptococcus
pneumoniae; Staphylococcus spp e Staphylococcus aureus.
Além destes, outros microrganismos como Neisseria gonorrhoeae,
Bacillus anthracis; virus do herpes; virus da imunodeficiéncia
humana; virus das hepatites A, B e C; Candida albicans e outros
fungos também podem ser encontrados. H de se considerar, ainda,
a ocorréncia de helmintos e outros parasitas nos RSS.

Desta forma, considerando a potencialidade dos RSS como
agentes de disseminagio de microrganismos potencialmente
patogénicos para os seres humanos e outros animais, além
de veiculo para disseminagdo de marcadores de resisténcia a
drogas antimicrobianas, avaliou-se a ocorréncia de bactérias
clinicamente relevantes nesses residuos, como representantes
da familia Enterobacteriaceae, bastonetes Gram negativos
nio fermentadores (BGNNF), cocos Gram positivo do género
Staphylococcus, e o seu perfil de susceptibilidade a drogas
antimicrobianas de interesse clinico-microbioldgico.

MATERIAL E METODOS

Isolamento e identificacio de amostras bacterianas nos
residuos do servico de satide. Aliquotas de 10ml de chorume
percolado foram obtidas da pilha de residuos do servico de
satide, no aterro sanitdrio do Departamento Municipal de Limpeza
Urbana (DEMLURB), entre novembro de 2006 e abril de 2007, em
Juiz de Fora, MG. Os materiais foram imediatamente transportados
a0 Laboratorio de Fisiologia e Genética Molecular Bacteriana
do ICB/UFJE Amostras bacterianas foram isoladas apés cultura
nos seguintes meios seletivos: dgar bile verde brilhante (Difco
Laboratories, Detroit, MI), para isolamento de representantes
da familia Enterobacteriaceae e de BGNNF entéricos; e dgar
hipertonico manitol (Difco Laboratories) para isolamento de
linhagens representativas de Staphylococcus.

As amostras representativas isoladas da familia
Enterobacteriaceae e do grupo dos BGNNF foram identificadas
presuntivamente por métodos bioquimico-fisiolégicos
convencionais, como jd estabelecido para identificacio destas
espécies’. Os testes incluiram avaliacio da morfologia celular pela

416

coloragdo de Gram, fermentagdo dos carboidratos glicose, lactose
e sacarose, produgio de indol, fenilalanina, ureia, H,S, lisina e
motilidade, citrato de Simmons, lisina descarboxilase e citocromo-
oxidase. As linhagens de Staphylococcus foram identificadas
presuntivamente pela habilidade de fermentagio anaerdébica da
glicose, producio das enzimas catalase e coagulase e teste da
fermentacdo do manitol, de acordo com a literatura'® .

Avaliacdao do perfil de susceptibilidade a drogas
antimicrobianas. A concentracio inibitoria minima (CIM)
foi determinada pelo método de dilui¢io em 4gar, segundo
recomendacdes do Clinical Laboratory Standards Institute’.
Concentracdes crescentes (de 0,0625pg/ml a 1.024,0pg/ml)
das drogas, a partir de solugdes estoque, foram adicionadas a
frascos contendo meio dgar Mueller Hinton fundido (HiMedia
Laboratories, Mumbai, india) e vertido em placas estéreis. As
drogas antimicrobianas foram selecionadas com base em sua
relevancia clinica: ampicilina, gentamicina, cloranfenicol e a
associacdo ampicilina/sulbactam (para Enterobacteriaceae),
ceftazidima, ciprofloxacina, gentamicina e cloranfenicol (para
BGNNF); rifamicina, penicilina, oxacilina, ciprofloxacina e
eritromicina (para Staphylococcus). Linhagens de referéncia,
cujos perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos sio
conhecidos, foram incluidas, como controle de qualidade:
Staphylococcus aureus 29213 e Escherichia coli ATCC 25922.

RESULTADOS

No periodo, foram coletadas sete amostras de chorume
percolado da pilha de RSS no aterro sanitirio de Juiz de Fora/
MG. Foram isoladas 73 amostras de Staphylococcus coagulase
negativo, 72 amostras de bastonetes Gram negativos da familia
Enterobacteriaceae e 36 amostras bastonetes Gram negativos
néo fermentadores (BGNNF). Entre os Gram negativos da familia
Enterobacteriaceae, 58,3% (42/72) foram presuntivamente
identificados como Citrobacter sp; 8,3% (6/72) como Providencia
sp; 9,7% (7/72) como Klebsiella sp; 8,3% (6/72) como Proteus
sp; 5,6% (4/72) como Escherichia coli; 2,8% (2/72) como Hafiia
sp; 2,8% (2/72) como Morganella sp Foram identificadas, também,
uma amostra de Salmonella sp(1,4%), uma Shigella sp (1,4%) e
uma Serratia sp (1,4%). Entre os BGNNE, 61,1% (22/36) foram
identificados presuntivamente como Acinetobacter sp e 38,9%
(14/36) como Pseudomonas sp.

Os resultados dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos
sdo mostrados na Tabela 1 e estdo apresentados em termos de
CIM,, (concentragdo inibitGria minima, na qual 50% dos isolados
testados foram inibidos) e CIM,, (concentragdo inibit6ria mfnima,
na qual 90% dos isolados testados foram inibidos), além da
variagdo das CIMs.

Considerando-se os Staphylococcus coagulase negativo,
eritromicina foi a droga menos efetiva, com taxa de resisténcia de
57%, seguida pela penicilina (56%), oxacilina (53%) e rifamicina
(47%). Ciprofloxacina foi o antimicrobiano mais efetivo,
embora 25% das linhagens tenham apresentado resisténcia
intermedidria. Em relacdo aos bastonetes Gram negativos da
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familia Enterobacteriaceae, a ampicilina foi o antimicrobiano
menos efetivo, com taxa de resisténcia de 83%, seguido da
associaciio ampicilina-sulbactam (75,6%), gentamicina (39%)
e cloranfenicol (36,6%). Avaliando-se os BGNNF, cloranfenicol
foi 0 antimicrobiano menos efetivo, com taxa de resisténcia de
88,9%, seguido da ceftazidima (61,1%). As menores taxas de

resisténcia aos antimicrobianos foram observadas para as drogas
gentamicina e ciprofloxacina (22,2%).

A Tabela 2 mostra a distribui¢io dos padrdes de
susceptibilidade as drogas, considerando resisténcia a um
ou mais agentes antimicrobianos. Entre as 68 linhagens de
Staphylococcus, 12 (17,6%) foram susceptiveis a todas as drogas

TABELA 1

Concentragdo inibitdria minima (CIM) de antimicrobianos para linhagens bacterianas representativas de Staphylococcus sp coagulase negativo, bastonetes Gram negativos (BGN) da
familia Enterobacteriaceae e BGN nio fermentadores isolados de chorume produzido por residuos de servicos de satide do aterro sanitdrio da Cidade de Juiz de Fora, MG.

Concentracao inibit6ria minima (pg/ml)

Niimero de linhagens representativas e antimicrobianos testados 50% 90% variacio

Staphylococcus coagulase negativo (n° = 68)
rifamicina 0,5 16,0 0,06 - 16,0
oxacilina 2,0 >1.024,0 0,06 - > 1.024,0
eritromicina 32,0 64,0 0,06 - 512,0
penicilina 2,0 >1.024,0 0,06 - > 1.024,0
ciprofloxacina 0,25 2,0 0,06-2,0

BGN familia Enterobacteriaceae (n° = 41)
ampicilina 256,0 1.024,0 0,25 - > 1.024,0
ampicilina/sulbactam 64,0 256,0 0,12 - > 1.024,0
gentamicina 8,0 64,0 0,25 - 256,0
cloranfenicol 16,0 64,0 8,0 -128,0

BGN nio-fermentadores (n° = 18)
ceftazidima 128,0 1.024,0 2,0 - > 1.024,0
ciprofloxacina 0,5 8,0 0,25 - 32,0
gentamicina 4,0 32,0 1,0 - 256,0
cloranfenicol 64,0 64,0 16,0 - 64,0

BGN: Bastonetes Gram negativos

TABELA 2

Distribui¢do dos padrdes de susceptibilidade a drogas, considerando resisténcia a um ou mais agentes antimicrobianos entre as amostras bacterianas representativas isoladas
de chorume produzido por residuos de servicos de satide do aterro sanitrio da Cidade de Juiz de Fora, MG.

Linhagens representativas (n®)

Fenétipo de resisténcia

Susceptibilidade

Droga n? % atodas as drogas
Staphylococcus sp coagulase negativo (n° = ERY 18 26,5 n°=12; 17,6%
PEN 1 1,5
ERY/PEN 1 15
OXA/PEN 2 2,9
ERY/RIF/OXA/PEN 17 25,0
ERY/RIF/OXA/PEN/CIP 17 25,0
BGN familia Enterobacteriaceae (n® = 41) AMP/GEN 1 2,4 n°=4; 9,8%
AMP/CHL 1 2,4
AMP/AMS 3 7,3
AMP/GEN/CHL 2 49
AMP/AMS/CHL 6 14,7
AMP/AMS/GEN 3 73
AMP/AMS/GEN/CHL 21 51,2
BGN nZo-fermentadores (n® =18) CHL 4 222 n°=0; 0,0%
CHIL/GEN 1 5,6
CHL/CAZ 3 1,7
CHL/CAZ/CIP 6 33,3
CHL/CAZ/GEN 2 11,1
CHL/CAZ/GEN/CIP 2 11,1

BGN: bastonete Gram negativos, ERY: eritromicina, PEN: penicilina, OXA: oxacilina, RIF: rifamicina, CIP: ciprofloxacina, AMP: ampicilina, GEN: gentamicina, CHL: cloranfenicol,

AMS: ampicilina-sulbactam, CAZ: ceftazidima.
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testadas, enquanto 19 (28%) foram resistentes a pelo menos uma
droga testada. Resisténcia simultinea a dois antimicrobianos
foi observada, sendo uma linhagem resistente 2 eritromicina/
penicilina e duas linhagens resistentes 2 oxacilina/penicilina;
17 linhagens foram resistentes a quatro drogas antimicrobianas
(eritromicina/rifamicina/oxacilina/penicilina); e 17 linhagens
foram resistentes a estas mesmas quatro drogas, além de
apresentarem resisténcia intermedidria a ciprofloxacina.

Entre as 41 linhagens de Enterobacteriaceae, quatro (9,8%)
foram sensiveis a todos os antimicrobianos, enquanto cinco
linhagens apresentaram resisténcia simultdnea a duas drogas
(ampicilina/gentamicina, ampicilina/cloranfenicol ou ampicilina/
ampicilina-sulbactam); 11 linhagens apresentaram resisténcia a
trés drogas (ampicilina/gentamicina/cloranfenicol ou ampicilina/
gentamicina/ampicilina-sulbactam ou ainda ampicilina/
cloranfenicol/ampicilina-sulbactam); 21 linhagens apresentaram
resisténcia simultdnea a quatro drogas (ampicilina/gentamicina/
cloranfenicol/ampicilina-sulbactam).

Considerando os BGNNF, quatro (22,2%) linhagens
apresentaram resisténcia a2 no minimo uma droga testada; quatro
linhagens apresentaram resisténcia simultdnea a duas drogas
(cloranfenicol/gentamicina ou cloranfenicol/ceftazidima); oito
linhagens apresentaram resisténcia a trés drogas (cloranfenicol/
ceftazidima/ciprofloxacina ou cloranfenicol/ceftazidima/
gentamicina); e duas linhagens apresentaram resisténcia a quatro
drogas (cloranfenicol/ceftazidima/ciprofloxacina/gentamicina).

DISCUSSAO

A avaliagio microbioldgica do chorume produzido a partir
da pilha de residuos do servico de satide no Aterro Sanitdrio da
Cidade de Juiz de Fora/MG mostrou que estes residuos, quando
descartados sem tratamento prévio, permitem a manutencio de
diferentes espécies bacterianas vidveis com percentuais elevados
de linhagens resistentes a diferentes drogas antimicrobianas de
uso clinico tanto hospitalar quanto comunitério.

A resisténcia aos antimicrobianos é um fendmeno genético,
relacionado 2 existéncia de genes contidos nos microrganismos,
que codificam diferentes mecanismos bioquimicos e que impedem
a acdo das drogas™ . A contencio deste fendmeno em nosso
meio figura como um dos grandes desafios da ciéncia no século
XXI, e vdrios sdo os apelos dos orgos de satide internacionais,
que preconizam estudos regionais sobre a crescente resisténcia
bacteriana, o desenvolvimento de agentes antimicrobianos, os
efeitos da resisténcia a0s antimicrobianos nas doencas infecciosas
e a determinacdo das possiveis rotas de disseminagdo de
marcadores de resisténcia das bactérias'®.

Neste estudo, observou-se a ocorréncia de linhagens bacterianas
de grande relevincia clinica, tais como Staphylococcus coagulase
negativo, bastonetes Gram negativos nao-fermentadores e espécies
da familia Enterobacteriaceae, resistentes a importantes drogas
betalactdmicas, como a penicilina e a ampicilina. Pela andlise do
perfil de susceptibilidade aos betalactimicos associados a inibidores
de betalactamases, observa-se que a maioria das linhagens resistentes
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aos primeiros provavelmente é produtora de betalactamases, o que
representaum grande problema na nossa realidade hoje. Além disso,
a resisténcia simultinea de algumas linhagens aos betalactimicos
associados a inibidores de betalactamases permite sugerir que haja
resisténcia por outros mecanismos’. Observou-se também resisténcia
as cefalosporinas, como a ceftazidima, em linhagens de bastonetes
Gram negativos nio-fermentadores.

Além disso, observou-se um importante indice de resisténcia
adrogas importantes contra Staphylococcus coagulase negativo,
como a oxacilina. A ocorréncia destas linhagens no nosso meio
¢ importante, nao apenas pelo indicativo de resisténcia cruzada,
como também de disseminacio de marcadores de resisténcia’.

No Brasil, a disposi¢do final da maior parte dos RSS é
inapropriada. A politica de segrega¢do municipal destes residuos
baseia-se, sobretudo, no seu descarte em lixdes, embora uma
pequena parcela receba tratamento adequado e destino final
em aterro sanitdrio'® . Os impactos provocados pelos residuos
s6lidos municipais podem estender-se para a populaciio em geral,
direta ou indiretamente, por meio da polui¢do e contaminago dos
corpos hidricos e dos lenc6is subterraneos, dependendo do uso
da dgua e da absor¢fo de material t6xico ou contaminado’.

Nossos resultados, ainda que preliminares, reforcam as reflexdes
relacionadas ao papel destes residuos como reservatorios de
patdgenos microbianos putativos, além de linhagens resistentes aos
antimicrobianos. Embora acredite-se que outros tipos de residuos
associados as atividades humanas possam representar riscos também
potenciais, nossos resultados permitem sugerir que a carga de
antimicrobianos usada nos servicos de satide possa contribuir para
a selecdo de marcadores de resisténcia com grande impacto, neste
caso, para os diferentes ecossistemas. Além disso, a falta de legislacio
regional cientificamente fundamentada de segregacio, tratamento
e destino de residuos pode expor profissionais e individuos das
comunidades de dreas de aterros a riscos de transmissao de doengas
infecciosas associadas a bactérias multirresistentes.
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