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RESUMO

O envelhecimento populacional traz um nimero vasto de implicacBes que
incluem, entre outras, condicdes de baixa imunidade. Esta situacdo implica maior risco
de infeccBes no idoso, comparativamente ao jovem. Outras situacdes podem, também,
contribuir para aumentar esse risco, nomeadamente mé& ventilagdo, aglomerado
populacional, condi¢bes de humidade. CondicGes especiais, como o caso de individuos
portadores, podem também contribuir para o risco de infec¢fes no idoso.

O tratamento das infec¢des passa pela administracéo criteriosa de antibidticos. A
identificacdo de espécies e estirpes é de grande importancia, assim como a indicagdo
adequada dos antibioticos. Nesse sentido, o Sistema Europeu de Vigilancia da
Resisténcia Antimicrobiana (EARSS) alerta para o desenvolvimento de bactérias
multiresistentes aos antibioticos que deste modo representam uma ameaca crescente
para a eficacia destes medicamentos.

O objectivo geral deste trabalho foi o de isolar e caracterizar estirpes bacterianas
de Gram positivo provenientes de isolados ambientais em Lares de 3% idade, bem como
descrever o seu perfil de resisténcia a diversos grupos de antibidticos. Como
complemento, estudou-se também a sua susceptibilidade a dois tipos de desinfectantes
comummente utilizados.

As amostras foram recolhidas num Unico tempo de recolha e estas foram
transportadas para laboratério no meio Cary Blair. Este estudo fard referéncia as
amostras de zaragatoas de superficie provenientes de trés lares de 3? idade, localizados
no distrito de Braganca.

No isolamento foi utilizado um meio selectivo (Agar Chapman), de acordo com
0s géneros a estudar. Para a identificacdo preliminar dos isolados utilizaram-se métodos
morfo-fisiol6gicos, nomeadamente a coloragdo de Gram e um conjunto de provas
bioquimicas (oxidase, catalase e coagulase). Para a identificacdo dos géneros dos
isolados de Gram positivo em estudo utilizou-se o sistema de identificagdo numérica
API Staph (bioMérieux).

A susceptibilidade aos agentes antibacterianos foi determinada pela técnica de
difusdo em disco (método Kirby Bauer), avaliando-se o comportamento dos isolados
estudados face a diversos grupos de antibioticos: B-lactamicos, aminoglicosidicos,

quinolonas, tetraciclinas, fenicdis, sulfonamidas, macrolidos, fosfomicinas,
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glicopéptidos, fluroquinonas e ansamicinas. A susceptibilidade das bactérias aos
desinfectantes também foi determinada pela técnica de difusdo em disco.

Da analise do perfil de susceptibilidade aos antibioticos verificou-se que dois
dos trés lares de 3? idade estudados apresentaram multiresisténcia a antibioticos,
nomeadamente ao 4&cido nalidixico (quinolonas), sulfametoxazol (sulfonamidas) e
eritromicina (macrolidos). Os resultados mostram que os isolados apresentaram maior
resisténcia ao acido nalidixico e apresentaram maior sensibilidade, isto €, maior eficacia
a vancomicina e teicoplanina (glicopeptideos) e a rifampicina (ansamicinas).

Relativamente aos desinfectantes, verificou-se eficacia para ambos, no entanto
em termos relativos o desinfectante a base de compostos clorados mostrou-se mais
eficaz.

Das bactérias identificadas destaca-se Staphylococcus cohnii, Staphylococcus
xylosus e Staphylococcus epidermidis, estas duas Ultimas espécies apresentaram um
perfil de multi-resisténcia.

Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus cohnii sdo espécies da microbiota
normal dos humanos e geralmente poderdo resultar de contaminacdo hospitalar
(nosocomiais), enquanto que Staphylococcus xylosus normalmente € isolada de
produtos lacteos e carne e é comummente usada para a fermentacdo de carnes, e a sua
presenca no Lar podera ser devida a contaminacdo cruzada do ambiente das cozinhas.

Estes resultados véem confirmar a importancia de consciencializar utentes e

funcionarios para correctas praticas de higiene pessoal.
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ABSTRACT

Population aging brings a vast number of implications that include, among
others, low immunity conditions. This implies a higher risk of infections in the elderly
compared to young people. Some situations can increase this risk, including poor
ventilation, crowded population and moist conditions. Special conditions, as the case of
individuals with infections, may also contribute to the risk of contamination in the
elderly.

The treatment of infections involves the careful administration of antibiotics,
knowing that the identification of species and strains is of great importance, as well as
appropriate antibiotics indication. In this sense, the European System of Antimicrobial
Resistance Surveillance (EARSS) alert to the development of antibiotic-resistant
bacteria, which thus represent a growing threat to the effectiveness of these drugs. The
overall objective of this study was to isolate and characterize gram-positive bacterial
strains, derived from environmental isolates in nursing homes, and to describe the
profile of resistance to several groups of antibiotics. In addition, we also studied their
susceptibility to two types of commonly used disinfectants.

Samples were collected on a single sampling time, and these were transported to
the laboratory in a Cary Blair medium. This study refers to the surface swab samples
from three nursing homes located in the district of Braganga.

On insulation was used in a selective medium (Chapman agar), according to
study gender. For preliminary identification of isolates were used morphological and
physiological methods, including Gram stain and a set of biochemical tests (oxidase,
catalase and coagulase), and for the identification of genera of the Gram-positive
isolates, we used the numeric identification system API Staph (bioMérieux).

Resistance to antibacterial agents was determined by disk diffusion technique
(Kirby Bauer method), evaluating the behavior of the isolates against various groups of
antibiotics: B-lactams, aminoglycosides, quinolones, tetracycline, fenicol, sulfonamides,
macrolides, fosfomycin, glycopeptides, ansamycin and fluoroquinolones. The
susceptibility of bacteria to disinfectants was also evaluated by the disk diffusion
technique.

From the profile analysis of antibiotic susceptibility tested in Gram positive

bacteria, it was found that two of the three nursing homes studied showed multidrug
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resistance to antibiotics, including nalidixic acid (quinolones), sulfamethoxazole
(sulfonamide) and erythromycin (macrolide). The results showed that the more resistant
isolated was to nalidixic acid and that the higher sensitivity, ie, the most effectives were
to vancomicin, teicoplanin (glycopeptide) and rifampicin (ansamicin).

Regarding to disinfectants, we seen that both were effective, however, in relative
terms, the disinfectant based on chlorine was more effective. From bacteria identified,
stands out the Staphylococcus cohnii, Staphylococcus xylosus and Staphylococcus
epidermidis, showing both of them a multi-resistance profile.

Staphylococcus epidermidis and Staphylococcus cohnii are species of the normal
microbiota of humans and can often result from hospital contamination (nosocomial),
while Staphylococcus xylosus is usually isolated from dairy products and meat. It is
usually used for fermentation of meat and its presence in the home, may be due to cross
contamination of the environment of the kitchen. These results confirm the importance

of user and staff awareness to correct personal hygiene practices.
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I. INTRODUCAO

1.1 ENVELHECIMENTO

O idoso é uma pessoa considerada de terceira idade. De acordo com a
Organizacdo Mundial de Sadde (OMS), um idoso é uma pessoa com mais de 65 anos,
independentemente do sexo ou do estado de saude aplicavel (WHO, 2011).

A definicdo de idoso segundo a OMS esta directamente ligada a qualidade de
vida propiciada pelo pais aos seus cidadaos. Devido ao aumento da longevidade actual
do individuo, definem-se 3 grupos etarios: os idosos, entre 0s 65 e 0s 74 anos; 0S Muitos
idosos, entre 0s 75 e 0s 84 anos; os extremamente idosos, a partir dos 85 anos
(Candeias, 2006).

O envelhecimento humano tem cada vez mais assumido um papel importante em
varias investigacOes, devido ao aumento acelerado da fraccdo de populacdo idosa em
relacdo as restantes faixas etarias da populacdo mundial (Candeias, 2006). Segundo este
autor, o termo envelhecimento, num contexto popular, traduz-se num conjunto de
caracteristicas relacionadas com as alteracdes morfoldgicas dos individuos, como por
exemplo, o aparecimento de rugas e de cabelos brancos e paralelamente, uma perda
progressiva das capacidades fisicas, cognitivas e sociais.

O envelhecimento segundo Faria e colaboradores (2004) é descrito como um
processo, ou conjunto de processos, proprio de todos os seres vivos que se manifesta
pela perda da capacidade de adaptacdo e pela diminui¢do da funcionalidade, logo esta
relacionado com alteracdes fisicas e fisiologicas.

Sendo assim, pode-se dizer que o envelhecimento é um processo que envolve
muitas variaveis tais como: genéticas, estilo de vida e doengas crénicas que vao
interagir entre si e vdo influenciar o modo como se envelhece (Faria et al., 2004).

Tendo em conta a Direccdo Geral de Saude (2004), o envelhecimento
demografico e as suas alteracbes no padrdo epidemiolégico e na estrutura e
comportamentos sociais e familiares da sociedade portuguesa, faz com que sejam
criadas novas necessidades em saude, logo é urgente organizar solucBes mais
adequadas. Apesar do enorme progresso das ciéncias da salde nas Gltimas décadas, com
um papel muito importante no aumento da longevidade das populagdes, a realidade de

Portugal fica muito aquém das médias dos paises europeus e € demonstrado que 0s
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ultimos anos de vida sdo, muitas vezes, acompanhados de situagdes de fragilidade e de
incapacidade.

O envelhecimento ndo € um problema, mas sim uma parte natural do ciclo de
vida de uma pessoa, sendo desejavel que constitua uma oportunidade para viver de
forma saudavel e autdbnoma o méximo de tempo possivel, o que vai exigir uma mudanca
de comportamentos e atitudes da populacédo em geral e da formacéo dos profissionais de
salude e de outros campos de intervencdo social (Direccdo Geral da Saude (DGS),
2004).

1.2 ESPERANCA MEDIA DE VIDA

Os progressos obtidos através do desenvolvimento em geral e pelas ciéncias da
salde em particular, foram decisivos para um aumento da esperanca média de vida, de
30 anos, no decorrer do século XX. O aumento desta longevidade, ao qual Portugal ndo
estd alheio causa um profundo impacto na salde publica (Direccdo-Geral da Salde
(DGS), 2004).

O processo demogréfico de envelhecimento com que nos estamos a deparar,
devido as mudancgas na estrutura e comportamentos familiares e sociais, vai fazer com
gue nos proximos anos, haja novas necessidades na salde, levando a grandes desafios
nos sistemas de salde ndo s6 no que diz respeito a garantir acessibilidade e qualidade
dos cuidados, como na sustentabilidade dos proprios sistemas, fazendo com que o
aumento de esperanca de vida a nascenca, corresponda a um aumento da esperanca de
vida “com satide” (Direc¢do-Geral da Saude (DGS), 2004).

Em relacdo ao processo de envelhecimento tem de se ter em consideragéo o
factor genético, pois o individuo nasce com um padrdo genético de envelhecimento
herdado dos pais bioldgicos. Em termos de sexo, a mulher vive, em relacdo ao homem,
mais 8 anos. O individuo, ao longo da sua vida esta sujeito a factores externos e
agressGes do meio ambiente, assim como a infeccGes, traumatismos, stress, isto é, uma
série de fendbmenos que o vdo agredindo e que vao interferir no padrdo genético,
acelerando assim o processo de envelhecimento (de Castro, 2010).

A populagdo humana vive cada vez até mais tarde. A esperanca média de vida a
nascenca tem vindo a aumentar na populacdo portuguesa, tendo em conta as Tabuas de
Mortalidade para o triénio 2008 / 2010 divulgadas pelo Instituto Nacional de Estatistica
(INE).

Susceptibilidade a antibiéticos em isolados bacterianos do ambiente em lares de 32 idade 2
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1.3 0 IDOSO E A SUA INSTITUCIONALIZACAO

Os lares para idosos, surgiram como uma alternativa, especialmente para idosos
em situacdo de maior risco de perda de independéncia e/ou autonomia. Estes foram
criados segundo objectivos especificos tais como:

-Assegurar as necessidades basicas dos idosos;

-Contribuir para a estabilizacdo ou retardamento do processo de
envelhecimento;

-Criar condigGes que permitam preservar e incentivar as relagdes familiares;

-Facultar habitacdo de forma a garantir ao idoso uma vida confortavel e um
ambiente calmo e humanizado;

-Favorecer condicdes que permitam vencer o isolamento;

-Proporcionar servicos permanentes e adequados a problematica
biopsicossocial

Devido ao fendbmeno progressivo e irreversivel do envelhecimento da populacéo
portuguesa, associado a outras situacdes como a desertificacdo de areas significativas,
mobilidade e progressiva desresponsabilizacdo familiar, faz com que o Lar de ldosos
seja a Ultima residéncia para um numero que cresce inflexivelmente de idosos com o

decorrer dos tempos (www.solidariedade.pt/sartigo).

A institucionalizacdo surge normalmente para a familia ou para os idosos sem

familia como a Gltima alternativa quando todas as outras sdo inviaveis (Martins, 2009).

1.4 RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

A descoberta dos antibioticos foi determinante no controlo das doencas
bacterianas fazendo baixar a morbilidade e a mortalidade dessas infec¢des. Por tudo
isto, os antibioticos sdo considerados os farmacos mais importantes do século XX
(Sousa, 2006). No entanto, a satde das pessoas na Europa esta a ser ameagada por um
fendbmeno crescente: bactérias que causam infeccBes estdo a tornar-se cada vez mais
resistentes aos antibidticos e por isso correndo o risco de serem potencialmente fatais.
Tal deve-se ao facto do uso generalizado e indiscriminado de antibidticos em humanos e
animais. Também a utilizacdo destes compostos em outros ambientes, por exemplo

fitofarmacos, tem contribuido para o aparecimento de estirpes multirresistentes.
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Desde a sua descoberta ha mais de setenta anos, os antibiticos foram as
principais armas no tratamento de infec¢Ges bacterianas, incluindo infecgdes fatais em

hospitais (www.euro.who.int).

Na Unido Europeia, actualmente a cada ano, estima-se que 25 000 pessoas
morrem devido a graves infecgOes por estirpes bacterianas resistentes, onde a maior
parte € adquirida em instituicbes de satde (infeccBes nosocomiais).

A OMS apela ao publico, aos prescritores, a industria farmacéutica e ao sector
de producdo animal para tomar medidas, isto é, prescrever o uso de antibi6ticos de
forma responsavel, monitorizar e controlar o uso de antibidticos e promover o

desenvolvimento de novos antibiéticos (www.euro.who.int).

Os antibidticos s6 devem ser usados, apenas quando S40 necessarios e nao o
contréario. O surgimento da resisténcia aos antimicrobianos € um problema complexo,
impulsionado por varios factores interligados, sendo que uma resposta multi-sectorial é
urgente.

Vérios paises europeus tém mostrado o que se pode fazer para combater a
resisténcia aos antibioticos, mas, em muitos paises, nao existe qualquer regulamentacao
nacional sobre o uso de antibidticos, como por exemplo, animais saudaveis sdo tratados
com antibidticos como promotores de crescimento ou para prevenir doencas.

Os antibidticos em muitos paises podem ser comprados ao balcdo pelo publico
em geral, sem receita médica e estes podem ser usados a vontade. Além disso, 0s
médicos prescrevem antibioticos frequentemente e as pessoas ingerem-nos facilmente
de forma inadequada, e muitas das vezes prescrevem-nos para tratar infecgdes virais
como a gripe ou um resfriado comum, que muitos, (erroneamente) acreditam serem

tratados com antibiéticos (www.euro.who.int).

Um estudo informal a 21 paises da parte oriental da regido europeia demonstrou
que em 14 deles, a compra de antibidticos sem receita médica é uma pratica comum.
Somente 7 dos 21 tem um plano de ac¢do nacional sobre a resisténcia antibidtica, e 7
em cada 21 possui um comité nacional de coordenacdo no local. Menos de metade dos
paises tém directrizes nacionais sobre a importancia da higienizacdo das mé&os em
ambientes de cuidados de saude, e apenas um terco apresenta um sistema nacional de

vigilancia e um banco de dados sobre a resisténcia a antibioticos (www.euro.who.int).

O uso abusivo de antibidticos levou a que os seus poderes de transformacéo
estejam ameagados, 0 que provocou resisténcia aos antibioticos, e em muitos casos leva

a falta de eficacia destes. A resisténcia aos antibioticos é um mecanismo natural e
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esperado e faz referéncia a uma situacdo onde um antibiético, que normalmente faria
parar o crescimento de um certo tipo de bactéria, ndo o faz. N&do ha assim eficacia
relativamente ao seu mecanismo de accdo/modo de actuacao.

Do uso abusivo de antibidticos em humanos e animais pode resultar bactérias
resistentes. Além disso, a resisténcia pode ser transmitida entre humanos, entre animais
e entre seres humanos, animais e meio ambiente. A utilizacdo terapéutica de novas
moléculas de antibioticos veio criar novos tipos de problemas, uma vez que as bactérias
sdo melhores engenheiros genéticos que o Homem (Sousa, 2006). A transmissdo e
propagacao de bactérias, ou genes que contém a informac&o de resisténcia, pode ocorrer
em hospitais, na comunidade e através da cadeia alimentar.

As infecgdes por bactérias resistentes podem ser dificil e as vezes impossivel de
curar, e estas estdo a aumentar. Enquanto isso, a investigacdo sobre o desenvolvimento
de novos antibidticos € muito cara e demorada, e muitas das vezes a resisténcia
desenvolve-se muito rapidamente apds o uso dos novos antibiéticos comercializados.

Actualmente, muito poucos novos antibioticos estdo em processo de
desenvolvimento. Sem novas e eficazes moléculas e com o aumento da sua resisténcia,
a sociedade poderia retornar as condicbes de uma era pré-antibidtica

(www.euro.who.int).

1.5 A PROBLEMATICA DA TERCEIRA IDADE E A RESISTENCIA A
ANTIBIOTICOS

Os idosos, como convivem com problemas cronicos de saude sdo 0s que usam
com maior frequéncia os servicos de salde e sdo os consumidores de grande nimero de
medicamentos, apesar de em muitas ocasifes serem necessarios, mas quando mal
utilizados podem desencadear graves complicacdes para a saude (Marin et al., 2008).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) mais de 50% dos
medicamentos sdo prescritos erradamente e 50% dos doentes tomam os medicamentos
de forma incorrecta o que leva a um elevado indice de morbidade e mortalidade

(www.euro.who.int).

Os tipos mais comuns do mau uso de medicamentos estdo relacionados com as
pessoas que recorrem a polifarméacia, assim como ao uso inadequado de antibioticos e

medicamento injectaveis, a auto-medicagdo e a mé prescri¢do (Marin et al., 2008).
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O uso de medicamentos entre os idosos assume, cada vez mais, uma importancia

inegavel como estratégia terapéutica para compensar as alteracGes sofridas com o
processo de envelhecimento ou controlando as doencas crénicas recorrentes na terceira
idade. Apesar disso, verifica-se que muitas vezes o esquema terapéutico implementado

com antibidticos é pouco eficaz no combate a infec¢bes comuns.

1.6 CELULA BACTERIANA

As células representam a unidade estrutural e funcional de todos os seres vivos.
A microscopia electrénica divulgou nos seres vivos dois tipos de organizacao celular:
procariota e eucariota (Azevedo, 1999; Sousa, 2006).

As bactérias tém uma estrutura celular procaridtica, pois ndo possuem um
“verdadeiro” ntcleo e sdo designados procariotas. As bactérias sdo ceélulas
estruturalmente muito simples, como se pode observar na figura 1.6.1, o que lhe permite
manifestar uma elevada taxa de crescimento, conferindo-lhe uma vantagem bioldgica,
qguando as bactérias competem em nutrientes com outros microrganismos (Azevedo,
1999).

Tendo em conta o género, as células bacterianas sdo constituidas por parede
celular, membrana citoplasmatica, ribossomas, nucleoide, citoplasma (estruturas

constantes) e fimbrias, flagelo(s) e capsula (estruturas inconstantes).

Capsula ‘
Parede Celular ¢

Figura 1.6.1 — Estrutura de uma célula bacteriana.
[Fonte: http://ocogumelo.blogspot.com/2011/03/celula-bacteriana.html]

A parede celular (PC) constitui o principal suporte mecanico da célula e confere-

Ihe estabilidade, além disso actua como uma barreira fisica perante uma variedade de
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agentes potencialmente nocivos e é responsavel pelas diferentes formas encontradas nas
bactérias, permitindo assim explicar o comportamento diferencial das bactérias em
relacdo a coloracdo de Gram. Esta técnica permite distinguir os dois principais grupos
bacterianos em microscopia oOptica. De acordo com a coloracdo apresentada face ao
método de Gram (método de coloracdo diferencial) as bactérias dividem-se em bactérias
Gram positivo e Gram negativo (Azevedo, 1999). As bactérias Gram positivo adquirem
a cor roxa do corante primario (cristal violeta) e as Gram negativo adquirem a cor
vermelha do corante secundario (fucsina béasica).

A estrutura da parede celular (Quadro 1.6.1), constitui uma proteccdo mecanica
para a bactéria, evitando a ruptura osmotica; o composto que confere esta rigidez a

parede celular é o peptidoglicano, mucopeptideo ou mureina (Sousa., 2006).

Quadro 1.6.1 — Composi¢do quimica da parede celular bacteriana.

Componentes Gram positivo | Gram negativo
Peptidoglicano +++ +
Acidos Teicoicos ++ -
Polissacarideos + -
Proteinas +/- +
Lipopolissacarideos - +
Lipidos +/- +

[Fonte: Ferreira et al., 1998].

1.6.1 Bactérias Gram positivo e Gram negativo

A forma das bactérias pode ser observada através de coloracdo de Gram, que
divide as bactérias em dois grupos: Gram positivo e Gram negativo. A reaccado das
bactérias a técnica de Gram expressa diferentes caracteristicas, de modo especial no que
diz respeito a composicdo quimica, estrutura, permeabilidade da parede celular,
fisiologia, metabolismo e patogenicidade.

Sendo que a parede celular da célula Gram positivo consiste numa Unica camada
que retém o corante aplicado, ndo adquirindo a coloracdo do segundo corante, isto é,

fica com uma coloracdo roxa. J& a parede celular da célula Gram negativo é constituida
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por estruturas de multiplas camadas bastante complexas, que ndo retém o corante, fica
com coloracdo vermelha.

A parede celular (PC) das bactérias Gram positivo apresenta-se como uma
monocamada justaposta a membrana celular, sendo uma célula praticamente sem
periplasma. Em muitos casos a PC é permedvel a macromoléculas, ndo oferecendo
assim resisténcia a difusdo dos antibidticos para exercerem as suas propriedades de
antibiose, por interaccdo com os seus alvos que se encontram na célula bacteriana. E
constituida predominantemente por peptidoglicano (cerca de 30-70% do peso da parede
seca). Nas bactérias Gram negativo a PC é muito mais complexa quanto a composicao
quimica e quanto a ultraestrutura. O peptidoglicano (cerca de 5-10% do peso da parede
seca) é disposto em monocamada e funciona como estrutura de suporte, impedindo

assim, a lise osmotica (Azevedo, 1999; Sousa, 2006).

1.7 ESTAFILOCOCOS

O género Staphylococcus encontra-se distribuido na natureza, com algumas
espécies que habitam nichos ecoldgicos especificos. Estes encontram-se normalmente
na pele e nas membranas mucosas de animais de sangue quente e de seres humanos,
mas também podem ser isolados de uma vasta variedade de géneros alimenticios, como
carne, queijo e leite e de fontes ambientais, como por exemplo terra, areia, ar e agua
(Irlinger, 2008).

O numero de espécies do género Staphylococcus estd a aumentar cada vez mais.
Embora sendo um dos mais comuns patogénicos do homem, a maior parte das espécies
sdo consideradas comensais e nunca foram associadas a qualquer tipo de infec¢do. No
entanto, espécies deste género podem causar uma variedade de doencas devido a
producdo de uma série de enzimas e toxinas (Zell et al., 2008). Das possiveis doencas
destacam-se doencas sistémicas potencialmente fatais, infeccGes cutaneas, infeccOes
oportunistas e infec¢Bes das vias urinarias.

As bactérias do género Staphylococcus sdo Gram positivos, esféricas
que ocorrem em aglomerados microscopicos, em cachos. Estes
sdo aerdbios ou anaerobios facultativos, nutricionalmente exigentes e catalase positiva
(Irlinger, 2008).
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1.7.1 Estafilococos Coagulase Negativos

Estafilococos Coagulase Negativos (CNS) encontrados, normalmente na
microbiota normal da pele e nas membranas mucosas, chamaram a aten¢gdo como um
potencial patogénico, especialmente para as infec¢des nosocomiais (Koksal et al.,
2007). Os CNS sdo microrganismos, essencialmente oportunistas que podem causar
infeccdes graves, especialmente entre as pessoas imunodeprimidas, e muitas vezes sao
dificeis de tratar devido a alta prevaléncia de estirpes multirresistentes (Sanchez et al.,
2004; Zell et al., 2008).

Antigamente 0os CNS eram considerados bactérias comensais inofensivas, neste
momento a sua importancia em infeccdes hospitalares esta a aumentar, uma vez que
estdo associados ao uso de dispositivos médicos em pacientes gravemente doentes e
imunocomprimidos (de Mattos et al., 2002). Os CNS multirresistentes podem aderir aos
dispositivos médicos e superficies através de biofilmes de estrutura mucopolissacaridea,
contribuindo assim para se poderem colonizar facilmente e disseminar em ambiente
hospitalar (Koksal et al., 2007). A terapia para tratar infecges de estafilococos
multirresistentes pode tornar-se dificil num futuro préximo. Devido a este facto, €
importante tomar medidas preventivas, a fim de limitar a colonizacdo e disseminacéo de
estafilococos multirresistentes em ambientes hospitalares aquando do inicio de uma
infeccdo nosocomial. Por causa disso € importante monitorizar o consumo de
antibidticos e a resisténcia dos estafilococos nosocomiais (de origem hospitalar),
especialmente as medidas de controlo da infec¢do, de modo a evitar o aparecimento e a
propagacao de bactérias multirresistentes em ambiente hospitalar (Koksal et al., 2007).

Algumas espécies de CNS comuns em humanos incluem, entre outros,
Staphylococcus epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, S. simulans, S. xylosus e S.
capitis (Zadoks et al., 2009). Destes, a espécie S. epidermidis embora ndo produza
toxinas e faga parte da microbiota enddégena humana, pode causar infecces geralmente

oportunistas e nosocomiais.

1.7.2 Staphylococcus xylosus

Staphylococcus xylosus sdo considerados organismos comensais ndo patogénicos

que se encontram na pele de uma variedade de mamiferos e ocasionalmente de humanos
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e raramente tem sido associado a infeccdes. Esta é uma espécie geralmente isolada de
produtos lacteos e carne e € comummente usada para a fermentagdo de carnes, como por
exemplo, salsichas. Também pode ser isolada a partir de fontes ambientais, tais como
superficies de equipamentos de processamento de carnes ou de equipamentos medicos
(Dordet-Frisoni et al., 2008; Irlinger, 2008).

1.7.3 Staphylococcus cohnii

Staphylococcus cohnii é reconhecido como um microrganismo componente da
microbiota normal de humanos e outros primatas, podendo estar envolvido em casos
raros de endocardites, pneumonias, infec¢bes do trato urinario, abcessos cerebrais,
artrites sépticas, entre outras infeccdes. Pode ser encontrado em ambiente hospitalar. E
um coco Gram positivo, catalase positivo, coagulase negativo, aerobio (Azevedo et al;
2008).

1.7.4 Staphylococcus epidermidis

A espécie Staphylococcus epidermidis é principalmente tipica da microbiota
normal da pele humana e da microbiota das mucosas e sendo uma bactéria comensal,

tem um potencial de baixa patogenicidade (de Matos et al; 2002; Ziebuhr et al; 2006).

1.8 ANTIMICROBIANOS

Em 1928, Alexander Fleming descobre o primeiro antibidtico, a penincilina,
uma substancia natural produzida por um fungo dotada de propriedades antibacterianas.
Esta descoberta foi considerada por muitos um milagre médico, pois ajudou a erradicar
muitas das doencgas causadas por bactérias. Em 1942, Waksman definiu o termo
antibiético para denominar todos 0s compostos nhaturais produzidos por
microrganismos, que inibem o crescimento microbiano (antibiotico bacteriostatico) ou
que eliminam os microrganismos (antibidtico bactericida) (Ribeiro et al., 2009; Sousa,
2006).

Pouco tempo depois, foram descobertos outros antibioticos. Esta descoberta e a

sua utilizacdo no tratamento de doencas infecciosas constitui um dos maiores avangos
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da Medicina no século XX, uma vez que, na era pré-antibidtica estas doencas
infecciosas eram a causa primordial de morte no Homem (Sousa, 2006).

Os agentes quimioterapéuticos possuem a capacidade de inibir o crescimento
microbiano, actuando na ruptura de determinados processos, como se pode ver pela
figura 1.8.1, até que os mecanismos de defesa ataquem e destruam o agente patogénico.

Existem vérias classificacbes de antibidticos de acordo com os critérios
referentes a sua origem, mecanismo de ac¢do e espectro e modo de ac¢do (Neuman,
1990; Mckane e Kandel, 1996; Sousa, 2006).

O uso terapéutico dos antibidticos requer o conhecimento e compreensdo das
diversas caracteristicas dos agentes microbicidas, sendo a sua prescricdo um acto
complexo, pois todos estes aspectos devem ser tidos em consideracéo.

Devido ao uso de antibioticos em grande escala, chegou-se a um ponto em que
se promoveu 0 aumento da incidéncia de estirpes resistentes aos antibioticos,
principalmente a nivel hospitalar o que dificulta a terapéutica, dai que a sua prescricdo
tem de ser cuidada e devem ser conhecidas e compreendidas todas as caracteristicas dos
pacientes (hospedeiro) (Sousa, 2006; Ribeiro et al., 2009).

1.8.1 Mecanismos gerais de acc¢ao

A escolha do antibidtico no tratamento das infeccdes bacterianas ndo se deve
basear exclusivamente na relacdo binomial antibiético versus agente etiolégico. O uso
de antibioticos tem em conta os seguintes critérios:

- O espectro de accdo, isto é, o tipo de bactérias sobre as quais um dado

antibiotico actua;

- Os 0rgaos e tecidos onde a sua difusdo é facilitada;

- A existéncia de alergia do doente a uma familia de antibioticos e o seu risco de

toxicidade sobre o rim, o sistema nervoso, o sangue e o feto;

- A facilidade de utilizacdo dos antibioticos (Sousa, 2006; Enciclopédia
LAROUSSE, 2007).

De acordo com a figura 1.8.1, os diferentes grupos de antibioticos podem actuar
em varios locais alterando determinados processos fundamentais para a sobrevivéncia
dos microrganismos invasores, tais como: sintese da parece celular, permeabilidade da

membrana, sintese proteica e sintese de acidos nucleicos.

Susceptibilidade a antibiéticos em isolados bacterianos do ambiente em lares de 32 idade 11



i INSTITUTO POLITECNICO DE BRAGANCA
Escola Superior Agraria

£ — Lactamicos

Glicopeptideos

Fosfomicina

Fluorquinolonas
Quinolonas

Sulfonamidas

Ansamicinas

Fenicol

Estreptograminas
Aminoglicosideos

Macrélidos

Tetraciclinas

Figura 1.8.1 - Locais de actuacdo dos diferentes grupos de antibiéticos.
[Fonte: Sousa, 2006].

Os antibidticos constituem um importante passo na terapéutica, mas a elevada
toxicidade de alguns, a falta de etitropismo e a auséncia de mecanismos de defesa do
organismo a doses elevadas, impedem assim, a difusdo do seu emprego (Nova
Enciclopédia Portuguesa, Volume 1, 1996).

O aumento da resisténcia de alguns microrganismos aos antibi6ticos explica-se
pelo facto da sobrevivéncia sistematica das suas formas mutantes, e estas
desenvolveram uma resisténcia pela pressdo selectiva (Dicionario Tematico
LAROUSSE, 2007).

Os varios grupos de antibidticos com relevancia para este estudo de
susceptibilidade em bactérias de Gram positivo de isolados provenientes de zaragatoas
de superficie foram:

- B-lactdmicos: Amoxicilina (AMLyo) e Meticilina (METs);

- Aminoglicosidicos: Gentamicina (CNj) e Estreptomicina (Sio);

- Quinolonas: Acido Nalidixico (NAso) e Ciprofloxacina (CIPs);

- Tetraciclinas: Tetraciclina (TE3);

- Fenicdis: Cloranfenicol (Csp);

- Sulfanamidas: Sulfametoxazol (RL2s);
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- Macrdlidos: Eritromicina (Es);

- Fosfomicinas: Fosfomicina (FOSsp);

- Glicopeptideos: Vancomicina (VAasp) e Teicoplanina (TECs);
- Fluroquinolonas: Levofloxacina( LEV5);

- Ansamicinas: Rifampicina (RDs).

1.8.2 Grupo de antibioticos

Q) p-Lactamicos

Os antibidticos S-Lactamicos inserem-se no grupo de antibidticos antiparietais,
isto €, sdo inibidores da sintese do peptidoglicano. Os antibioticos S-Lactamicos sdo 0s
antibidticos de maior importancia devido ao facto de terem uma terapéutica bastante
eficiente e terem uma baixa toxicidade para os animais, incluindo o Homem.

Estes antibioticos possuem em comum um anel p-lactamico, na sua estrutura
quimica, que interfere com a sintese do peptidoglicano da parede celular bacteriana
(Neuman 1990; Sousa, 2006).

Segundo Sousa e seus colaboradores (1998), existem antibiéticos que inibem ou
interferem na sintese da parede bacteriana nas suas diversas etapas e os [-lactdmicos
actuam na fase terminal, inibindo a transpeptidacéo.

Neste grupo de antibioticos incluem-se as penincilinas, cefalosporinas (12, 28, 32

e 42 geracdo), monobactamicos e carbapenemos (Sousa, 2006; Marin et al., 2003).

(i)  Aminoglicosideos

Os antibidticos aminoglicosidicos inserem-se no grupo de antibidticos inibidores
da sintese proteica. Estes constituem um grupo bastante heterogéneo quanto a sua
composi¢do quimica, propriedades antibacterianas e propriedades farmocologicas. As
moléculas destes antibioticos possuem em comum um anel aminociclitol, derivado do
inositol, unido a agucares aminados, através de ligacdes glicosidicas (Sousa, 2006).

O mecanismo de accdo dos aminoglicosidicos baseia-se na penetracdo do
farmaco na célula, e este liga-se a subunidade 30S do ribossoma bacteriano e vai
interferir no complexo de iniciagdo da formagdo do péptido. O sistema de transporte
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destes antibidticos é dependente de oxigénio o que torna estes agentes inofensivos
contra bactérias anaerdbias.
Entre os representantes desse grupo destacam-se a neomicina, gentamicina,

tobramicina, amicacina e estreptomicina (Sousa, 2006).

(i) Quinolonas

As quinolonas, sdo antibioticos de sintese quimica. Estas derivam do acido
nalidixico que inibem a topoisomerase IV e a DNA girase interferindo assim com o
enrolamento do DNA bacteriano, impedindo a replicagéo e a transcricdo do DNA.
Sendo assim, a estrutura quimica das quinolonas determina o seu modo de accdo
bacteriano.

As quinolonas séo classificadas em quatro geragoes:

12 Geracdo — formada por moléculas com moderada actividade contra bactérias

Gram negativo. Praticamente sem actividade contra bactérias Gram
positivo, como por exemplo, o acido nalidixico.

2% Geragdo — constituida por moléculas com boa actividade contra bactérias

Gram negativo, contra patogénicos atipicos intracelulares e com limitada
accao contra bactérias Gram positivo, como por exemplo, ciprofloxacina.

3% Geracdo — constituida por antibioticos com boa actividade contra bactérias

Gram negativo, contra patogénicos atipicos intracelulares e uma boa accéo
contra bactérias Gram positivo, como por exemplo, levofloxacina.

42 Geragdo - constituida por moléculas com boa actividade contra bactérias

Gram negativo, com muita boa acc¢ao contra bactérias Gram positivo, contra
bactérias atipicas e com boa actividade contra anaerobios estritos, como por

exemplo, trovafloxacina.

As quinolonas apresentam efeito prolongado, permitindo assim, intervalos de

dose de 12 horas, 0 que favorece a adesdo ao tratamento (Sousa, 2006).

(iv)  Tetraciclinas

As tetraciclinas constituem uma familia de antibidticos contendo um nucleo

hidroxinaftaceno, formado por quatro anéis benzénicos fundidos.
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A partir de Streptomyces aureofaciens descreveu-se a primeira tetraciclina, em
1947 e cronologicamente foi o terceiro antibiotico a ser usada na terapéutica.

O progresso cientifico na area das tetraciclinas ndo tem acompanhado o
verificado em outros grupos de antibioticos, tal deve-se ao facto das moléculas das
tetraciclinas terem poucos locais susceptiveis de alteracdo, sem perder a sua actividade
antimicrobiana. Sendo assim, as alteragdes estruturais que ocorrem produzem derivados
semi sintéticos com fraca actividade antimicrobiana.

As tetraciclinas agem inibindo a sintese proteica bacteriana, actuando através da
subunidade 30S dos ribossomas. Com esta acgdo as tetraciclinas impedem o
crescimento dos microrganismos, actuando como bacteriostaticas (Sousa, 2006).

(v)  Fenicdis

O cloranfenicol foi utilizado na terapéutica com a caracteristica de ser um
antibidtico de largo espectro, abrangendo bactérias Gram positivo e Gram negativo e foi
obtido pela actividade fermentativa de Streptomyces venezuelae.

Este € um antibidtico inibidor da sintese proteica bacteriostatico, actuando na
subunidade 50S (Sousa, 2006).

(vi)  Sulfonamidas

As sulfonamidas constituiram um dos grupos mais utilizados, devido ao seu
baixo custo e a sua relativa eficacia em algumas doencas bacterianas comuns, mas
actualmente elas sdo usadas sozinhas devido a sua baixa actividade, quando comparada
com outros antimicrobianos (WHO, 2003).

As sulfonamidas séo analogos estruturais do acido p-aminobenzoico (PABA) e
impedem a sua incorporagdo na molécula de acido folico, dificultando assim, a sua
biossintese que é essencial para o crescimento e multiplicacdo bacteriana. Assim, as
sulfonamidas tém um efeito bacteriostatico, impedindo o crescimento bacteriano por
caréncia do acido folico. Estas inibem tanto os microrganismos Gram positivo e Gram

negativo (Sousa, 2006).
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(vii) Macrdlidos

Os macrolidos sdo antibioticos que se caracterizam pela presenca de um anel
lactdmico. Estes sdo antibioticos inibidores da sintese proteica, ligam-se de forma
reversivel a subunidade 50S dos ribossomas. Podem actuar como bacteriostaticos e
bactericidas, de acordo com sua concentracdo, densidade populacional bacteriana e a
fase de crescimento. A eritromicina foi o primeiro macrélido importante a ser isolado,

através da extraccdo de culturas de Streptomyces eritreus (Sousa, 2006).

(viii) Fosfomicinas

A fosfomicina € um antibidtico bacteriolitico, que actua nas fases iniciais da
biossintese do peptidoglicano, isto €, intracelularmente. Esta € mais activa contra
bactérias Gram negativo do que contra Gram positivo devido ao seu espectro de ac¢do
(Sousa, 2006).

(ix)  Glicopeptideos

A vancomicina e a teicoplanina inserem-se no grupo dos glicopeptideos e sdo
antibidticos que actuam na fase citoplasmatica da biossintese do peptdoglicano. A
vancomicina é um antibidtico produzido por Streptomyces orientalis e € um antibidtico
bactericida, activo contra bactérias em crescimento e é inibidor da biossintese do
peptidoglicano na fase membranar. Esta é dotada de fraca actividade contra bactérias
Gram negativo.

A teicoplanina é um antibiético produzido por Actinoplanes teichomyceticus.
Possui um mecanismo de ac¢éo e resisténcia bacteriana semelhante ao da vancomicina.
Quimicamente é semelhante a vancomicina, mas exige maior lipofilia do que a
vancomicina, o que facilita a sua rapida entrada através dos tecidos e para o interior dos
fagocitos (Sousa, 2006).

(xX)  Fluroquinolonas

As fluroquinolonas tém sofrido uma grande evolugdo, descrevendo-se a partir de

1980, geracdes de fluroguinolonas, estas possuem como peculiaridade em relagdo as
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quinolonas, a apresentagdo de um atomo de fluor na posicdo 6, dai designarem-se
fluroquinolonas.

Estas apresentam uma boa accdo bactericida contra Gram negativo (Sousa,
2006).

(xi)  Ansamicinas

Os grupos de antibioticos ansamicinas incluem-se no grupo de antibioticos
antituberculosos de 12 linha.

A rifampicina, conhecida também por rifampim, é um dos derivados
semisintéticos da rifamicina B, e é produzida por Amycolatopsis mediterranei.

Esta inibe a transcricdo nas células bacterianas, através da inibicdo da RNA

polimerase (Sousa, 2006).

1.9 CONCEITOS DE HIGIENIZACAO

A higienizacdo devera assegurar a eliminacdo das sujidades visiveis e néo
visiveis e a destruicdo de microrganismos patogénicos e de deterioracdo até niveis que
ndo cologuem em causa a salde dos consumidores e a qualidade do produto. Devera ser
respeitada a integridade das superficies de trabalho e devera haver o cuidado de eliminar
qualquer quimico utilizado no processo de higienizacao.

Dependendo do tipo de produto, do tipo de superficies e do nivel de higiene
requerido, a higienizacdo pode ser efectuada apenas através de uma limpeza (L), ou de
uma limpeza seguida de desinfecc¢do (L+D).

O processo de limpeza consiste essencialmente na eliminagdo de restos de
alimentos e outras particulas que ficam sobre as superficies enquanto a desinfecgéo
consiste na destrui¢do ou remog¢éo dos microrganismos.

Especialmente no caso da desinfeccdo quimica, a limpeza deve, em grande parte
das situacgdes, preceder a desinfeccdo para que esta seja eficaz, pois a combinacéo entre
compostos interfere com os agentes de desinfeccao.

Uma higienizacdo correctamente efectuada deve conduzir a eliminacgdo, tanto
quanto possivel, dos microrganismos presentes tanto nas superficies como na atmosfera
dos locais de trabalho e dos equipamentos (AESBUC, 2003).
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1.9.1 Desinfectantes

Existem varios tipos de desinfectantes tendo em conta o tipo de microrganismos
que eliminam. Entre eles, destacam-se o0s desinfectantes anti-fungicos (eliminam
bolores) e os desinfectantes bactericidas (eliminam bactérias). Em termos da forma de
apresentacdo, podem ser liquidos (ex: alcoois), solidos (em p6 para diluicdo em éagua,
ex: pastilhas de cloro) ou gasosos (ex: gas de cloro).

A composi¢cdo quimica dos desinfectantes vai condicionar a sua aplicacdo e
efectividade (Tabela 1.9.1.1). Da grande diversidade de desinfectantes existentes no
mercado, os 3 mais usados sdo (i) o cloro e compostos de cloro, (ii) os compostos de

iodo e (iii) os compostos de amonio quaternario (AESBUC, 2003).

Tabela 1.9.1.1 — Caracteristicas de diferentes Desinfectantes (AESBUC, 2003).

Desinfectante Vantagens Desvantagens
"S40 bons anti-bacterianos e ndo -Podem mostrar-se ineficientes na presenca de
Cloroe deixam sabores nos produtos se alauns produtos oraanicos: P ¢
compostos de | usados nas concentragdes guns proc 9 '
. -As solugbes muito concentradas podem ser
cloro adequadas; corrosivas especialmente para as ligas de
-Sdo baratos. o P P g
aluminio.
- Podem ser usados em combinacéo . .
. L - Sdo inactivados na presenca de residuos
com agentes de limpeza acidos; . . .
Compostos . alimentares e sujidades;
' -Precisam de pouco tempo de ; -
de iodo F - Podem ser corrosivos, sendo necessario um
contacto com as superficies; . :
I enxaguamento abundante com agua limpa.
- Eliminam um largo espectro de
bactérias.
- Apresentam uma boa capacidade -
Compostos de higienizacio: - Tendem a permanecer nas superficies, pelo
de amonio : a0, . que é importante enxaguar cuidadosamente
P - Tém wuma baixa actividade . - . . )
quaternario L com agua limpa depois de desinfectar;
corrosiva; L .
A -A sua actividade contra bacteérias Gram
- Néo sdo toxicos. N
negativo € menor do que no caso do cloro.

A eficacia dos desinfectantes depende, essencialmente, de seis factores: tempo

de contacto, temperatura, concentracdo, pH, limpeza prévia e dureza da agua.

A escolha dos desinfectantes depende de varios factores, nomeadamente, a flora

microbiana existente, j& que 0s microrganismos que se encontram nas superficies

podem apresentar maior ou menor resisténcia aos desinfectantes.

Os microrganismos patogénicos (geralmente ndo sdo 0s mais NUMerosos) Sao

bastante sensiveis a accdo do calor, de desinfectantes e da variacdo do pH do meio; 0s
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microrganismos termo resistentes sdo dificeis de destruir pelo calor pois crescem a 80-

90° C, no entanto séo sensiveis aos desinfectantes.

Em termos de aplicacdo pratica, pode dizer-se que deve ser conhecida qual a
microbiota tipica associada ao produto, ja que este ponto é essencial para a adequacao
do desinfectante ao tipo de contaminacéo a destruir (AESBUC, 2003; Carrelhas, 2008).
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11.OBJECTIVOS

O objectivo geral deste trabalho foi o de isolar e caracterizar estirpes bacterianas
de Gram positivo provenientes de isolados ambientais em Lares de 32 idade, bem como
descrever o seu perfil de resisténcia a diversos grupos de antibidticos. Como
complemento, estudou-se também a sua susceptibilidade a dois tipos de desinfectantes
comummente utilizados.

i. Para isso procedeu-se a recolha das amostras bioldgicas, mediante a
utilizacdo de zaragatoas estéreis, e sua sementeira em meios selectivos e
diferenciais com vista a caracterizacdo inicial dos géneros bacterianos
presentes.

ii. Apbs a obtencdo de culturas puras procedeu-se por métodos morfo-
fisioldgicos, a identificacdo das familias e/ou géneros.

iii. O estudo de susceptibilidade a diferentes grupos de agentes
antibacterianos foi realizado nos isolados considerados mais relevantes,
utilizando o método de difusdo em discos.

iv.  Foi também estudada a susceptibilidade das bactérias aos desinfectantes,

avaliada pela técnica de difusdo em disco.
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I1l. MATERIAL E METODOS

3.1 ORIGEM DAS AMOSTRAS

As amostras utilizadas neste trabalho foram recolhidas em trés lares de 32 idade
localizados no distrito de Braganca. Os Lares foram escolhidos de acordo com a sua
localizacdo geogréfica e disponibilidade de cooperacdo neste estudo, apresentada pelos
Presidentes da Direccdo de cada Lar. Estes foram identificados pelas letras C, S e F,
respectivamente.

Este estudo envolveu amostras de zaragatoas de superficies, nomeadamente dos
apoios dos bracos das poltronas, numa area de 10x10 cm, ja que € onde
preferencialmente os utentes colocam as suas maos e antebragos.

Para cada instituicdo a frequéncia de amostragem foi feita em funcdo do nimero
total de poltronas, isto €, por cada 10 poltronas foi analisada uma, conforme o esquema
da figura 3.1.4. Foram analisadas um total de 8 poltronas, tendo as amostras sido
obtidas numa Unica recolha.

O Lar C tem utentes com idades compreendidas entre os 50 e 95 anos, num total
de 40 utentes, sendo que 31 dos utentes sdo do sexo feminino e 9 sdo do sexo
masculino, conforme tabela 3.1.1. Alguns dos utentes estdo acamados. Muitos dos
utentes sdo diabéticos, hipertensos, sofrem de Alzheimer e sdo doentes oncoldgicos.
Este Lar possui 45 poltronas individuais, do tipo apresentado na figura 3.1.1, pelo que

se analisaram 4, por zaragatoas de superficie.

Figura 3.1.1 — Aspecto das poltronas individuais do Lar C.
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O Lar S tem utentes com idades compreendidas entre os 50 e 90 anos, num total
de 17 utentes, sendo que 10 sdo do sexo feminino e 5 sdo do sexo masculino, conforme
tabela 3.1.1. Alguns dos utentes estdo acamados. Muitos dos utentes sdo diabéticos,
sofrem de Alzheimer e alguns sdo esquizofrénicos. Possui 5 poltronas individuais, do
tipo apresentado na figura 3.1.2, 2 cadeirGes de dois lugares e 2 cadeirGes de trés
lugares. Neste Lar foram analisados duas das poltronas individuais, por zaragatoas de

superficie.

Figura 3.1.2 — Aspecto das poltronas individuais do Lar S

O Lar F tem utentes com idades compreendidas entre os 65 e 85 anos, num total
de 17 utentes, sendo que 6 sdo do sexo feminino e 11 sdo do sexo masculino, conforme
tabela 3.1.1. Alguns dos utentes estdo acamados. Muitos dos utentes sdo diabéticos,
hipertensos e sofrem de Alzheimer. Possui 17 poltronas individuais, conforme figura
3.1.3, pelo que neste foram analisadas duas por zaragatoas de superficie.

Figura 3.1.3 - Aspecto das poltronas individuais do Lar F.
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Tabela 3.1.1 — Numero de utentes por género em cada um dos lares em estudo.

Utentes
Lares _ i
Sexo Feminino Sexo Masculino
C 31 (78%) 9 (23%)
S 10 (67%) 5 (33%)
F 6 (35%) 11 (65%)

Neste estudo as amostras foram analisadas no Laboratorio de Microbiologia
Meédica do Departamento de Ciéncias Veterinarias da Universidade de Trés-os-Montes e
Alto Douro (UTAD). De todas as estirpes isoladas, procedeu-se somente a conservacao,
dos microrganismos de Gram positivo, de acordo com o objectivo principal deste estudo
que visa a caracterizacdo de bactérias de Gram positivo e o estudo do perfil de
resisténcia a antimicrobianos.

As amostras foram recolhidas para 0 meio de transporte Cary Blair. O meio Cary
Blair € um meio de transporte e € usado na recolha de espécimes clinicos.
Originalmente este meio desenvolvido a partir do meio Stuart. Este meio é preparado
com nutrientes minimos para aumentar a sobrevivéncia dos organismos sem a sua
multiplicacdo. Sendo que, o tioglicolato de sédio € incorporado ao meio para fornecer
um potencial de oxidacdo e reducdo baixo. O pH do meio é relativamente alcalino o que
minimiza a destruicdo bacteriana devido a formacdo de acido. O vermelho de fenol é
adicionado como indicador, que é vermelho em pH alcalino e amarelo em pH acido. O
meio pode manter a viabilidade de microrganismos exigentes por apenas um curto
periodo.

Em seguida, efectuaram-se sementeiras em diferentes meios para a
caracterizacdo dos géneros bacterianos. Devemos realcar que, apesar de neste trabalho
se estudarem apenas os isolados de Gram positivo, também se fizeram sementeiras para
isolamento de bactérias de Gram negativo. No estudo do perfil de susceptibilidade a
antibidticos foi usado o método de difusdo em disco, utilizando a técnica de Kirby-

Bauer.
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Lar C Lar S Lar F
4 / 40 Poltronas 2 / 15 Poltronas 2 [ 17 Poltronas
Série CP Série SP Série FP
Sementeira

l

Meio Chapman (CHAP) (Houve crescimento)

l l l

CP SP FP
6 Isolados 3 Isolados 10 Isolados

Il

l

Meio MacConkey (N&o houve crescimento)

Provas Bioquimicas e Coloracédo de Gram

Il
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Il

Antibiograma

|

4 |solados CP 1 Isolado SP
seleccionados seleccionado

Il

5 Isolados FP
seleccionados

Biotipificacdo Numérica (Api Staph)

1 Isolado CP 1 Isolado SP
seleccionado seleccionado

Figura 3.1.4 — Esquema da metodologia empregue neste estudo.

3 Isolados FP
seleccionados
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3.2 PROCESSAMENTO LABORATORIAL

3.2.1 Inoculacéo do meio selectivo

Apds a chegada das amostras de material bioldgico ao Laboratério de
Microbiologia Médica do Departamento de Ciéncias Veterinarias da Universidade de
Tras-os-Montes e Alto Douro (UTAD), estas foram inoculadas em meio selectivo e
diferencial, agar MacConkey (Meio 2 - Anexo |) e meio selectivo agar Chapman (Meio
3 - Anexo 1), para o isolamento primario de espécies de microrganismos de Gram
negativo e de Gram positivo, respectivamente. A metodologia utilizada esta referida no
Quadro 3.2.1.1.

Quadro 3.2.1.1 - Procedimentos para obtencdo de culturas iniciais.

1. | Identificar as placas;

2. | Efectuar a sementeira em Agar MacConkey e Agar Chapman (Meio 2 e 3 - Anexo I);

3. | Para realizar a sementeira, retirar a zaragatoa do meio de transporte (Cary Blair) (Meio 5 -
Anexo 1) e, junto a extremidade superior da placa, semear a amostra nos dois primeiros

guadrantes. Posteriormente semear pelo método dos quatro quadrantes;

4. | Incubar a 37 °C durante 24 horas, tendo o cuidado de inverter as placas.

3.2.2 Isolamento e obtencéo de culturas puras

Para caracterizar individualmente um microrganismo é necessario obté-lo em
cultura pura, ap0s sementeira nos meios adequados. As culturas puras podem ser
obtidas por varios meétodos, nomeadamente pelo método das estrias, método por
espalhamento e método por incorporacéo.

O método utilizado no Laboratério de Microbiologia do Departamento de
Ciéncias Veterinarias da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro (UTAD) é o

método das estrias pelos quatro quadrantes, conforme Quadro 3.2.2.1.
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Quadro 3.2.2.1 - Procedimentos para o isolamento e obtenc¢éo de culturas puras.

1. | Identificar as placas com o nimero da amostra, produto biologico e data;

Com uma ansa esterilizada, efectuar a sementeira pelo método dos quatro quadrantes, de
modo a obter coldnias perfeitamente isoladas;

Colocar as placas na estufa em posicdo invertida, em atmosfera de aerobiose, necessarias
3. | para a cultura de diferentes microrganismos patogénicos em laboratério. A temperatura e a

humidade também devem ser tidas em consideragéo.

Ap0s o tempo de incubacgéo as placas eram observadas para verificar a existéncia
de crescimento. Se necessario repetia-se 0 processo, partindo de uma col6nia

perfeitamente isolada, de forma a obter uma cultura pura.

3.2.3 Conservacao das estirpes

A partir de coldnias isoladas, procedeu-se a inoculacdo das culturas em meio
liquido de Brain Heart Infusion (BHI) (Meio 1 - Anexo 1), incubando-se a 37 °C durante
24 horas. Posteriormente, conservaram-se as aliquotas de BHI em criotubos contendo
300 pL de glicerol (70%), (Reagente 1 - Anexo Il) a -70 °C conforme descrito no
Quadro 3.2.3.1.

Quadro 3.2.3.1 - Conservagéo das estirpes.

1. Inocular as estirpes em meio de BHI (Meio 1 - Anexo 1);
2. Incubar as culturas a temperaturas adequadas;
3. Conservar aliquotas de BHI em criotubos.

3.3 PROVAS MORFO-FISIOLOGICOS PARA IDENTIFICACAO

Para a identificacdo das espécies bacterianas, deve ser realizada

previamente, a coloracdo de Gram (coloracdo diferencial), que faz a diferenciacdo entre
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bactérias de Gram negativo e bactérias de Gram positivo (Quadro 3.3.1.1). Realizaram-

se provas complementares de identificagdo (pontos 3.3.1 a 3.3.4).

Existe uma grande variedade de provas que podem ser realizadas, no entanto, os
testes considerados neste trabalho foram a coloracéo diferencial pelo método de Gram
(ponto 3.3.1), a prova da oxidase (ponto 3.3.2), catalase (ponto 3.3.3) e coagulase
(ponto 3.3.4). As provas complementares auxiliam a identificacdo, proporcionando
resultados de grande utilidade para decidir quais os procedimentos que se deverdo

considerar subsequentemente.
3.3.1 Coloracao diferencial pelo método de Gram
Ap6s uma prévia identificacio das espécies bacterianas, como prova

complementar com o intuito de confirmar a sua identificacdo, realizou-se a coloragédo
diferencial de Gram (Quadro 3.3.1.1).

Quadro 3.3.1.1 - Colorag&o diferencial - Método de Gram.

1. Depositar uma gota do meio de cultura sobre a lamina e espalhar em
camada muito fina;
2. Deixar secar ao ar, ou colocar sobre a chama de um bico de Busen a uma
Esfregaco altura onde, com a méo, se suporte o calor, para se evitar a carbonizagdo do
Esfregaco;
3. Passar lentamente a lamina trés vezes pela chama;
4. Deixar arrefecer;
5. Fixar a ldmina numa ping¢a de Morais Sarmento;
6. Cobrir o esfregagco com Vermelho de Metilo (Reagente 3 - Anexo II)
durante 1minuto;
Técnica
7. Despejar 0 excesso do corante;
de
8. Adicionar Lugol (Reagente 4 - Anexo Il), que actua durante 30 segundos;
coloracéo
9. Remover o mordente;
10. Lavar com alcool e/ou acetona até que o produto da lavagem fique
transparente;
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11. Lavar com agua;

12. Fazer actuar o corante de contraste, Vermelho Neutro (Reagente 5 -
Anexo I1), durante 1 a 2 minutos;

13. Lavar de novo com agua;
14. Secar a lamina entre duas folhas de papel de filtro;

15. Observar com objectiva x100, utilizar éleo de imerséo.

3.3.2 Prova da citocromo-oxidase

A prova da oxidase baseia-se na capacidade que algumas bactérias possuem de
produzir a enzima oxidase, enzima importante no sistema de transporte de electrfes
durante a respiracdo aerdbia. Esta prova permite distinguir os membros da familia
Enterobacteriaceae com reaccdo negativa de outras espécies de microrganismos de
Gram negativo que apresentam reaccdo positiva a esta prova (familia ndo
Enterobacteriaceae).

O reagente usado para a realizacdo desta prova é uma solugdo aquosa a 1% de
dicloro N-tetrametil p-fenilenodiamina (Merck 8821102) - Reagente oxidase (Reagente
2 - Anexo Il), que deve ser preparada no momento da sua utilizacdo e mantida ao abrigo
da luz para evitar a sua oxidacao.

O Quadro 3.3.2.1 refere a metodologia utilizada na execugéo desta prova.

Quadro 3.3.2.1 - Prova da oxidase.

. Colocar uma tira de papel de filtro sobre uma tampa de uma placa de Petri, colocando
" | duas a trés gotas do reagente oxidase (Reagente 2 - Anexo II) sobre a tira;

) Retirar com uma pipeta de Pasteur, uma pequena porcdo de uma coldnia e coloca-la
" | sobre a tira de papel de filtro;

3 Se houver mudanca de cor (azul escuro) na zona onde se colocou a coldnia, a reaccao é
" | positiva.

Nota: A leitura da reaccdo deve ser realizada rapidamente (10-15 segundos ap0s a execugao)
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3.3.3 Prova da catalase

A catalase € uma enzima hemoproteica que contém ferro e decompde o perdxido
de hidrogénio (H,O,) em agua e oxigénio. A actividade da catalase manifesta-se na
maior parte das bactérias aerobias, e em algumas anaerobias.

A prova da catalase permite fazer a distin¢do entre os generos Staphylococcus e
Streptococcus, ambos cocos Gram positivos. Os estafilococos manifestam uma reacgéo
positiva (catalase positiva), enquanto os estreptococos revelam uma reaccdo negativa
(catalase negativa).

Esta prova realiza-se colocando uma porcao de cultura da estirpe em estudo em
peroxido de hidrogénio (H,O;), a metodologia utilizada encontra-se descrita no Quadro
3.3.3. 1.

Quadro 3.3.3.1 - Prova da catalase.

) Numa lamina desengordurada e passada previamente ao bico de Busen, colocar uma gota de
" | 4gua oxigenada;

) De um meio sem sangue, recolher um pedacgo de uma col6nia e coloca-la sobre a gota de
" | 4gua oxigenada;

3 Ao verificar efervescéncia diz-se que a reacgdo € positiva, ou seja, revela-se a producédo de
" | catalase.

3.3.4 Prova da Coagulase

A coagulase actua sobre o fibrinogénio transformando-o em fibrina, logo caso se
verifique aglutinacdo o teste é positivo (Staphylococcus aureus); sendo véalido para
estirpes que ndo apresentem autoaglutinacao.

Esta prova realiza-se colocando uma porcéo de cultura da estirpe em estudo com
uma gota de plasma de coelho com EDTA, a metodologia utilizada encontra-se descrita
no Quadro 3.3.4.1.
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Quadro 3.3.4.1 - Prova da coagulase.

1. Numa lamina desengordurada colocar duas por¢Ges de uma colénia em estudo

nos extremos de uma lamina;

2. Em seguida faz-se uma suspenséo;

3. Adiciona-se a uma delas uma gota de agua destilada (controlo) e a outra uma
gota de plasma de coelho com EDTA,

4. Homogeneiza- se bem e observa-se, ao fim de uns minutos;

5. Se 0 aspecto é idéntico ao controlo, a prova é negativa, ou se ocorreu
formagdo de pequenos agregados resultantes do facto das bactérias ficarem

aprisionadas na rede de fibrina, entdo a prova € positiva.

3.4 IDENTIFICACAO E PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE DOS ISOLADOS BACTERIANOS

Os antibidticos testados no estudo do perfil de resisténcia incluiram um largo
espectro de antibioticos considerados apropriados para uso terapéutico. O Quadro 3.4.1
apresenta os 18 antibioticos (0xo0ID) pertencentes a Vvarios grupos, considerados neste

estudo.

Susceptibilidade a antibidticos em isolados bacterianos do ambiente em lares de 3? idade 31



i INSTITUTO POLITECNICO DE BRAGANCA
Escola Superior Agraria

Quadro 3.4.1 - Antibioticos testados, no dmbito deste estudo, para avaliacdo do perfil de

susceptibilidade.

Grupo Antibiédtico
) METs Meticilina
pB-lactamicos —
AML Amoxicilina
CNy Gentamicina
. - S Estreptomicina
Aminoglicosideos 10 promi
N1g Neomicina
NET3 Netilmicina
Quinolonas NAs, Acido Nalidixico
CIPs Ciprofloxacina
o TEs Tetraciclina
Tetraciclinas - —
OTy Oxitetraciclina
Fenicois Cy Clorofenicol
Sulfonamidas RL s Sulfametoxazol
Macrolidos Eis Eritromicina
Fosfomicinas FOSs, Fosfomicina
. VA Vancomicina
Glicopeptidos - -
TEC3 Teicoplanina
Fluroquinolonas LEVs Levofloxacina
Ansamicinas RDs Rifampicina

3.4.1 Determinacéo do perfil de susceptibilidade a agentes antibacterianos

O ensaio de susceptibilidade a diferentes grupos de antibidticos foi realizado
pelo método de difusdo em disco em agar Mueller-Hinton (Meio 4 - Anexo 1), sequindo

0 procedimento descrito na Figura 3.4.1.1 e no Quadro 3.4.1.1.
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Figura 3.4.1.1 — Metodologia usada no estudo do perfil de susceptibilidade das estirpes isoladas
de amostras de zaragatoas de superficie.

Legenda: (A) Colocagdo dos tubos com os antibidticos no dispensador; (B) Aspecto das placas
apoés colocagdo dos discos dos diferentes 18 antibidticos; (C) Exemplo do perfil de
susceptibilidade obtido para 9 antibi6ticos.

Os resultados foram analisados de acordo com as normas do CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2007), segundo as quais o didametro do halo de inibicdo
observado, classifica as estirpes nas categorias, sensivel (S), resistente (R) ou
intermédio (). Em situaces que ndo foi possivel testar um determinado antibidtico é
referido nos resultados uma categoria de ndo determinado (ND). Posteriormente, 0s

halos de inibicdo foram determinados respeitando as normas do CLSI (Quadro 3.4.1.1).

Quadro 3.4.1.1 - Metodologia empregue na técnica de difusdo em disco (método Kirby Bauer).

. Preparar uma suspensao bacteriana da estirpe em estudo em soro
Preparacdo do S . . x
. 1. | fisiologico. Ajustar a densidade da suspenséo de acordo com a
inoculo ~
turvacdo da escala de MacFarland 0,5;
. N Semear o indculo em meio Mueller-Hinton (Meio 4 - Anexo ) com
Pré —Incubacéo 2.
uma zaragatoa;
Distribuir com o dispenser os discos de antibiéticos sobre a
Pré-Difusdo 3. | superficie do meio de cultura. Colocar o disco central com uma pinga
em condicdes de assepsia;
Incubacéo 4. | Incubar na estufa a 37 °C, durante 18-24 horas;
Leiturae . . S -
x Medir com uma craveira os halos das zonas de inibi¢&o das bactérias
observacdo dos 5. . . -
face aos diversos antibioticos utilizados (Anexo V).
resultados
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3.4.2 Biotipificacdo numerica

A identificacdo de algumas das estirpes foi complementada pelo sistema de
biotipificacdo numérica APl (Analytical Profile Index) Staph (bioMérieux), com o
objectivo de obter o conhecimento do comportamento bioquimico das estirpes em
estudo. A metodologia seguida foi a indicada pelo fabricante, conforme Quadro
3.4.2.1.1.

3.4.2.1 Sistema de identificacdo numérica API Staph (bioMérieux)
A galeria API Staph é um sistema padronizado para a identificacdo dos géneros
Staphylococcus, Micrococcus e Kocuria, que utiliza testes bioquimicos miniaturizados e

especialmente um banco de dados adaptado.

Figura 3.4.2.1.1 — Imagem de varias galerias API Staph.
[Fonte: Este trabalho].

Este sistema é composto por 20 microtubos contendo substratos desidratados.
Estes microtubos sdo inoculados com uma suspensdo bacteriana, preparada em meio
APl Staph que reconstitui os testes (Quadro 3.4.2.1.1). Durante a incubacdo o
metabolismo produz mudancgas de cor ou é revelada pela adicdo de reagentes (Figura
3.4.2.1.1). As reaccdes sao lidas de acordo com a Tabela de Leitura e a identificacéo é

obtida através do indice analitico do perfil ou usando um software de identificacéo.
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Quadro 3.4.2.1.1 — Metodologia empregue na galeria APl Staph (bioMérieux® 20 590).

1. Preparar a camara de incubagdo, colocando aproximadamente 5 mL de &gua destilada
nos alvéolos para criar uma atmosfera himida. Apds retirar a galeria do involucro
hermético, coloca-la na camara.

2. Para a preparacdo do inoculo deve abrir uma ampola de meio Api Staph. Realizar uma
suspensao com uma concentracao correspondente a 0,5 da escala McFarland, retirando
algumas coldnias de uma cultura pura.

3. Com uma pipeta encher todos os microtubos com os inoculados do meio Api Staph.
Apenas preencher a parte dos tubos dos microtubos e ndo as clpulas. Para evitar a
formacéo de bolhas de ar, deve-se ter o cuidado de colocar a ponta da pipeta junto a
parede da cupula.

4. Garantir anaerobiose nos testes ADH e URE, preenchendo as clpulas com parafina
liquida para formar um menisco convexo.

5. Fechar a cdmara de incubacéo e colocar a 37 °C durante 24-48 horas.

3.4.3 SUSCEPTIBILIDADE DAS BACTERIAS AOS DESINFECTANTES

Conforme mencionado, um desinfectante € uma substancia que elimina total ou
parcialmente os microrganismos. Quando a eliminacdo é parcial, tem de resultar um
nivel ndo prejudicial de microrganismos para a saude humana. A sua ac¢do € mais
eficaz se for utilizado apdés uma correcta limpeza. Deixa-se 0 produto actuar num
intervalo de tempo definido, sendo depois removido com agua limpa e potavel.

Para testar a susceptibilidade das bactérias aos desinfectantes usaram-se dois
desinfectantes comerciais, um deles constituido por cloro e compostos de cloro,
nomeadamente o desinfectante CROSAN da marca comercial KITER e outro composto
por sais de amonio quaternario, o desinfectante SPITZ da marca comercial KITER.

O desinfectante CROSAN ¢é um detergente de manutencdo a base de cloro
activo, utilizado para a higienizacdo quotidiana de todas as superficies lavaveis. Este
pode ser empregue para a desinfec¢do cruzada combinado com outros desinfectantes,
alternadamente. Pode ser utilizado para a desinfeccdo de pavimentos, paredes,
equipamentos, enfermarias, laboratorios, cozinhas, servicos higiénicos nos sectores
hospitalares e em comunidades.

Uma das recomendacdes € ndo misturar com produtos acidos e manter protegido
da incidéncia directa da luz e de fontes de calor. Este produto é considerado irritante

para os olhos e a pele.
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O desinfectante SPITZ é um detergente liquido a base de sais de amonio
quaternério de elevado grau de pureza, assegurando uma higienizacdo e limpeza
Optimas. Este garante uma acgdo higienizante eficaz contra uma grande variedade de
microrganismos.

Esta especialmente indicado para a limpeza e higienizacdo de pavimentos,
paredes, equipamentos e artigos sanitarios e superficies lavaveis em geral. E
recomendado a sua utilizacdo em estabelecimentos de ensino, hospitais, ginasios, casas
de repouso e locais publicos. Este produto ndo é considerado perigoso.

Como referido, a susceptibilidade dos isolados aos desinfectantes foi avaliada

pela técnica de difusdo em disco (método Kirby Bauer), conforme Quadro 3.4.3.1.

Quadro 3.4.3.1 — Técnica de difusdo em agar com discos brancos, para avaliagdo da

susceptibilidade aos desinfectantes.

Preparar uma suspensdo bacteriana da estirpe em estudo em soro
1. | fisiolégico. Ajustar a densidade da suspensdo de acordo com a turvagao
da escala de MacFarland 0,5;

Preparacdo  do
inoculo

Semear 0 indculo em meio Mueller-Hinton (Meio 4 - Anexo I) com

Pré -Incubacdo | 2.
uma zaragatoa;

Distribuir com o dispenser 3 discos brancos sobre a superficie do meio
de cultura. Colocar 15 pL de agua num dos discos brancos (usado

Pré-Difusao 3. . .
como controlo negativo), nos restantes discos brancos colocar 15 L de
cada detergente;

Incubacéo 4. | Incubar na estufa a 37 °C, durante 18-24 horas;

Leitura e . . R -

. Medir com uma craveira os halos das zonas de inibi¢cdo das bactérias

observacdo dos | 5. .
face aos detergentes utilizados (em mm).

resultados
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ORIGEM DAS AMOSTRAS

A recolha e posterior tratamento das amostras utilizados neste trabalho, decorreu
durante os meses de Abril a Maio de 2011 (periodo de 1 més).

Os isolados obtidos durante a realizacdo deste trabalho foram provenientes de 3
lares de idosos, localizados no distrito de Braganca, num total de 8 amostras,
nomeadamente 4 amostras do Lar C e 2 amostras, respectivamente, do Lar S e F. As
amostras resultaram de zaragatoas a superficie dos apoios de mao das poltronas.

Nas sementeiras utilizou-se um meio sélido selectivo para estirpes de Gram
positivo, nomeadamente agar Chapman (caracteristicas referidas na sec¢do de Material
e Métodos).

4.1.1 Coleccéo de isolados

Aos isolados obtidos, conforme a metodologia descrita nos pontos 3.1 e 3.2, foi-
Ihes sendo atribuida uma referéncia constituida por letras e nimeros. O conjunto das
letras identificam o local da recolha e o meio de cultura utilizado, os numeros
reconhecem a diversidade das colonias.

Na tabela 4.1.1.1 pode-se observar a descricdo dos isolados de Gram positivo
obtidos por cada amostra recolhida dos lares em estudo, bem como a referéncia

atribuida a cada um.
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Tabela 4.1.1.1 - Descricdo dos isolados obtidos por cada amostra de zaragatoas de superficie.

Lar Referéncia Meios de Cultura N° Isolados
MacConkey Chapman Chapman
CP, CP,MAC CP,CHAP CP,CHAP, 1
CP, CP, MAC CP,CHAP CP,CHAP, 1
C CP; CP; MAC CP,CHAP 3 0
CP,CHAP,
CP, CP,MAC CP,CHAP gﬁig:ﬁgz 4
CP,CHAP,
SPy SP;MAC SP,CHAP ; 0
S SP,CHAP;
SP2 MAC SP,CHAP SP,CHAP, 3
SP,CHAP,
FP,CHAP;
FPy FP,MAC FP,CHAP Egigﬂﬁﬁi 4
FP,CHAP,
F FP,CHAP;
FP,CHAP,
FP, FP,MAC FP,CHAP Egzgmgi 6
FP,CHAP:
FP,CHAP

Legenda: CP; - Lar C Poltrona 1; CP, - Lar C Poltrona 2; CP; - Lar C Poltrona 3; CP, - Lar C
Poltrona 4; SP; — Lar S Poltrona 1; SP, - Lar S Poltrona 2; FP; — Lar F Poltrona 1; FP, — Lar F
Poltrona 2;

O presente trabalho fara referéncia as estirpes de Gram positivo obtidas ap6s
uma cuidadosa analise microbioldgica. De acordo com a tabela obtiveram-se no total 19
isolados provenientes de amostras de zaragatoas de superficie as poltronas dos trés lares
de terceira idade em estudo: no Lar C foram obtidos 6 isolados, no Lar S-3 isolados e no
Lar F-10 isolados.

Apbs a respectiva colheita, as amostras foram inoculadas em meio sélido agar
Chapman, que segundo especificacdo do fabricante é selectivo para de Gram positivo.
Apbs o periodo de incubacdo, com o intuito de se obter cultura pura repicaram-se as
colbnias para diferentes placas. As amostras foram também inoculadas em meio agar
MacConkey para se proceder a uma despistagem para bactérias de Gram negativo. Nao
se verificou qualquer tipo de crescimento de isolados neste meio diferencial.

As zaragatoas correspondentes a CP3; e SP; ndo cresceram em nenhum dos

meios de cultura, isto é, meio MacConkey e meio Chapman.
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Para as restantes zaragatoas verificou-se o crescimento no meio Chapman, que é
um meio selectivo de bactérias Gram positivo, contendo elevado teor de sal (NaCl).
Perante o crescimento observado, concluimos que estamos na presenca de cocos

Gram positivo, podendo fazer uma identificacdo preliminar.

4.2 PROVAS MORFO-FISIOLOGICAS

4.2.1 Coloracao de Gram, Citocromo-oxidase, Catalase e Coagulase

Aos isolados obtidos foi realizada a coloracdo pelo método de Gram, bem como
outras provas bioguimicas.

A observacdo de microrganismos reveste-se de dificuldades ndo sé devido a sua
reduzida dimensdo mas, também, porque estes se apresentam praticamente incolores.
Com o propésito de estudar as suas propriedades e/ou de diferenciar os microrganismos
em grupos especificos para fins taxondmicos e de diagnaostico, recorre-se normalmente a
técnicas de coloracéo.

A coloracdo de Gram € uma técnica utilizada em Microbiologia para diferenciar
bactérias de Gram negativo (Figura 4.2.1.1 A), de bactérias de Gram positivo (Figura
4.4 B), sendo indispensavel para a identificacdo de diversos microrganismos. As
bactérias de Gram negativo devido a constituicdo da sua parede celular, ndo tém a
capacidade de reter o corante violeta de metilo, apresentando uma cor avermelhada,

conferida pelo vermelho neutro (corante de contraste utilizado na coloragéo de Gram).
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Figura 4.2.1.1 - (A) Coloracao de estirpes de Gram negativo, (B) Coloragao de estirpes

de Gram positivo (Paradela, 2008).

Através da coloracdo de Gram confirmou-se que todos os isolados sdo Gram

positivo, isto é, sdo cocos Gram positivo em cacho.
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A prova da oxidase permite diferenciar, dentro das bactérias, as que pertencem a
familia Enterobacteriaceae (oxidase negativa) daquelas que pertencem a familia ndo
Enterobacteriaceae (oxidase positiva). No entanto, é também utilizada como prova
morfo-fisiologica em outros géneros bacterianos. Assim, de acordo com a prova da

oxidase, todos os isolados bacterianos apresentaram oxidase negativa.

A prova da catalase permite fazer a distingdo entre o género Staphylococcus e
Streptococcus, ambos cocos positivos. De acordo com a prova da catalase, todos os
isolados bacterianos apresentaram reac¢ao positiva, ou seja, em relacdo a estes isolados

identificou-se o género Staphylococcus.

A prova da coagulase permite identificar Staphylococcus aureus. De acordo com
a prova da coagulase ndo se verificou aglutinacdo, coagulase negativa, logo ndo se esta

perante Staphylococcus aureus.

Assim, do total de isolados de Gram positivo (n=19), através do meio de
crescimento agar Chapman e das provas morfo-fisioldgicas efectuadas podemos inferir

ter obtido isolados do género Staphylococcus.

4.2.2 Biotipificacdo Numeérica

A identificacdo dos isolados Gram positivos, FP;CHAP;, FP;CHAP,,
FP,CHAP,, SP,CHAP,, CP,CHAP; foi realizada por biotipificacio numérica,
utilizando o sistema de identificagdo Api Staph ((bioMérieux® 20 590).

A Dbiotipificagdo numérica sO se efectuou nestes isolados uma vez que se
pretendeu ter pelo menos um isolado por cada lar, também se teve em conta o resultado
do antibiograma, pois os isolados FP,CHAP;, FP,CHAP, e CP,CHAP; apresentaram
resisténcia ao antibiotico meticilina e o isolado FP;CHAP, ndo tinha em meio Mueller

Hinton, um crescimento muito acentuado.
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Figura 4.2.2.1 — Sistema de ldentificacdo numérica API Staph (bioMérieux® 20 590).

[Fonte: Resultados deste trabalho].

Pelo sistema (bioMérieux® 20 590) foram identificadas trés espécies bacterianas
pertencentes a géneros distintos, nomeadamente a espécie Staphylococcus epidermidis
(FP,CHAP,), Staphylococcus xylosus (FP,CHAP,;) e Staphylococcus cohnii
(SP,CHAP;). Com base no perfil bioquimico apresentado pelos isolados, o
correspondente numero de identificacdo obtido pelo sistema foi 6706113, 6736452 e
6734102 para os isolados FP;CHAP,, FP,CHAP, e SP,CHAP, respectivamente.

Para os restantes isolados, FP,CHAP, e CP,CHAP; ndo foi possivel obter
qualquer identificacdo, uma vez que o cddigo obtido pelo sistema numérico (6234151 e
6236111), ndo apresentou correspondéncia no respectivo livro de identificacdo. Este
facto pode ocorrer pela diversidade bacteriana que o género Staphylococcus apresenta e
teriamos que recorrer a outras abordagens para identificacdo nomeadamente a métodos

genéticos, como a sequenciacao.

Tabela 4.2.2.1 — Identificacdo dos isolados pelo sistema Api Staph (bioMérieux® 20 590).

Provas
. ] FIM{M|L|T| M| X|M|N P R|X|S| M|N]|A
Bioquimicas \
0 LI R|N|A R|A | L E | b D|A|D
) U/E|L|C]|E]|N T|L F|L|C|G|G]|H
Referéncia
FP,CHAP, SO T I S R AT AT T B S I o T IR A R T I
FP,CHAP, EE I S I T S I I S I A I 2 I T N I S N I R S
FP,CHAP, SO I S N e i A T R A I S R I (R S AT B S
SP,CHAP, S S I T S A O i A O A e A R I R I B
CP,CHAP, SO I S e A R N A I S R I (e S AT B

Legenda: 0 — Controlo negativo; GLU — D-glucose; FRU — D-frutose; MNE — D-manose;
MAL — D-maltose; LAC — D-lactose ; TRE — D-trehalose ; MAN — D-manitol ; XLT - Xilose ;
MEL — D-melibiose; NIT — Nitrato de potassio; PAL — p- fostato de naftil; VP — Piruvato de
sodio; RAF —D-rafinose; XYL — D-xilose; SAC - Sacarose; MDG - metil-aD-glucopiranoside;
NAG - N-acetil-glucosamina; ADH - L-arginina; URE - Ureia.
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4.3 Perfil de Susceptibilidade a Agentes Bacterianos

A resisténcia bacteriana ocorre quando a bactéria evolui, possuindo mecanismos
de resisténcia, para combater o modo de accao do farmaco.

A sensibilidade da bactéria ao antibiotico constitui factor importante para o
sucesso terapéutico da respectiva infec¢do bacteriana, e o ideal é que o antibidtico a ser
usado para o tratamento de determinada infeccdo seja seleccionado apos a identificagcdo
e determinacdo de sua sensibilidade ao farmaco.

O antibiograma corresponde a determinacdo, em laboratério de Microbiologia,
do grau de sensibilidade de um microrganismo a determinados antibidticos ou
antibacterianos. Serve como orientacdo para a prescricdo do farmaco mais adequado
para o tratamento.

Com o objectivo de se conhecer a resposta dos isolados a presenca de um
conjunto de antibidticos, realizaram-se provas de avaliacdo do perfil de susceptibilidade
a agentes bacterianos. Escolhidos os grupos de antibi6ticos a utilizar foram elaborados
os perfis de susceptibilidade pelo método de difusdo em disco, estes foram escolhidos
de acordo com o tipo de bactéria em estudo, isto é, estamos perante bactérias Gram
positivo.

Foram estudados 10 isolados de Gram positivo, sendo presumivelmente todos do
género Staphylococcus. Para se proceder a realizacdo do antibiograma, foram
seleccionados 10 isolados do total de 19. Esta seleccdo foi efectuada tendo em conta a
presumivel identificacdo pelo sistema numérico APl e o nuimero de isolados total
obtidos em cada lar. Assim, dos 10 isolados do Lar F, foram testados 5; dos 6 isolados
do Lar C, foram testados 4; e dos 3 isolados do Lar S, foi testado 1, conforme a Figura
4.3.1.
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Il

Antibiograma

1 Isolado SP 5 Isolados FP

4 |solados CP . .
seleccionados seleccionados

seleccionados

l l l

4 Multirresistentes

4 Multirresistentes Sensivel

1 Sensivel

1l

Biotipificacdo Numérica (Api Staph)

l l l

1 Isolado CP 1 Isolado SP 3 Isolados FP
seleccionado seleccionado seleccionados
i l st hll idermidi
Sem identificacéo Staphylococcus aphylococeus epidermidis
cohnii Staphylococcus xylosuss

Sem identificacdo

Figura 4.3.1 — Metodologia e resultados do estudo.
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Por outro lado, nesta seleccdo teve-se em conta o tamanho das colonias dos
isolados, seleccionando-se representantes de cada uma das categorias: tamanho
pequeno, médio e grande. Esta abordagem foi efectuada de modo a que a possivel

diversidade de estirpes obtidas fosse estudada.

Figura 4.3.2 — Antibiograma efectuado com o isolado CP,CHAP:.

Na tabela 4.3.1 estdo representados os resultados obtidos dos antibiogramas
realizados para os 18 antibioticos testados, pertencentes a 11 grupos, nos 10 isolados de

Gram positivo, que presumivelmente, foram considerados Staphylococcus.
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Tabela 4.3.1 — Halos de inibicdo (mm) e categorias para avaliacdo do perfil de susceptibilidade a agentes antimicrobianos dos Staphylococcus spp testados.

[%2) (73
S :
= = METs | AML o) CNuoy | Say | Nay | NET@y [ NA@gy | CIPg | TEgy | OTq Ceo) RL @5) E ) FOS (s0) VA@y | TEC LEV ¢ RD (5
3 3
E =)
< <
o 22 16 18 19 25 12 30 20 20 20 0 27 19 15 30 30
<
5
T s | ND s |s |s R s s |s s s s
O
o 34 18 18 26 14 32 24 26 10 0 26 16 15 29
<
5
o ND O[S ND s |s |s | s s |s ND s s
@) (@]
<
- o 0 18 20 27 0 16 20 30 30 22 0] 20 20 17 36
<
5
= R ND ND |5 |s s R | s |s R s s
O
& 23 20 20 26 10 27 27 25 26 12 0] 19 17 28 31
<
5
o S ND ND S S S R S S S ND S S
O
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Tabela 4.3.1 - Halos de inibicdo (mm) e categorias para avaliacao do perfil de susceptibilidade a agentes antimicrobianos dos Staphylococcus spp testados. (Continuacéo)

Lar F
FP,CHAP,

FP,CHAP,

FP,CHAP;

FP,CHAP,

FP,CHAP,

0 13 18 19 22 0 16 20 17 24 0 0 18 15 16 30
R R ND S S S R | S | S R R ND S S | S
23 19 15 27 10 30 24 22 26 0 0 18 18 26 36
S ND ND S | S R S S S S R R ND S S S S
S S S S S S R S R R S S S S S S S S
26 19 30 21 21 26 16 26 26 20 10 19 17
S | S S S S | S S S S S R S S S S S
11 17 25 21 16 24 0 0 26 25 24 0 24 26 17 14 0 32
| | S S | S R R S S S R S S S S R S
19 24 24 17 19 25 15 30 29 26 30 26 28 18 18 17 30 32
S S S S S S | S S S S S S S S S S S

Legenda: Meticilina- MET), Vancomicina- VA, Teicoplanina- TECy), Tetraciclina- TEgsy, Oxitetraciclina- OTsg, Acido nalidixico- NAg),
Levofloxacina-LEV ), Ciprofloxacina- CIPs), Fosfomicina- FOS, Neomicina- Ny, Netilmicina- NET 3, Eritromicina-Eqs), Rifampicina- RDs),
Cloranfenicol- C 3, Sulfametoxazol- RL s), Gentamicina- CNg), Estreptomicina- S, Amoxicilina- AML ).

ND — Néo Determinado

Cor rosa — resisténcia; cor azul claro - intermédia
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O aumento da incidéncia de estirpes bacterianas resistentes e multirresistentes é
uma das grandes preocupacdes dos profissionais de saude a nivel mundial,
nomeadamente, muitos dos esforcos, tém sido direccionados para a gestdo e
monitorizacdo do uso racional dos antibidticos e resisténcia bacteriana, em ambiente
clinico (ADA, 1999; Paterson, 2006; Watkinson et al., 2007).

O surgimento de estirpes bacterianas que apresentam resisténcia a uma
variedade de antibi6ticos, ou seja, estirpes que sdo resistentes a maltiplas drogas esté a
tornar-se a principal causa de falha no tratamento de infeccbes em todo o mundo
(Hancock, 2005).

O aumento significativo no nimero de infeccGes por bactérias Gram positivo
observada ao longo dos ultimos anos tem sido relacionado com muitos factores,
incluindo o abuso de alguns agentes antimicrobianos anti-Gram negativos na terapéutica
e profilactica e em parte a um efeito colateral das mudangas no cuidado clinico dos
pacientes (Borbone et al., 2007). Com o aumento da prevaléncia de infec¢bes por
bactérias Gram positivo, existe a problematica da resisténcia de estafilococos,
estreptococos e enterococos tornar-se mais comum, ja que estes também desenvolveram
resisténcia a muitos medicamentos que antes eram eficazes (Borbone et al., 2007).

O aparecimento de resisténcia aos antibidticos para uma nova molécula
antimicrobiana em hospitais e na comunidade em geral, geralmente ocorre pouco depois
do novo agente comecar a ser usado na terapia e muitas vezes pode ser observada ja em
ensaios clinicos. No inicio, 0 novo agente é altamente eficaz em matar a maioria dos
microrganismos alvo. No entanto, relativamente pouco depois, estirpes resistentes
podem ocorrer (Fernandez et al., 2011).

A compreensdo dos mecanismos de acgdo dos antibioticos pode influenciar a
escolha de combinagbes de antibidticos que sdo usados num esforgo para evitar
especialmente o antagonismo (Hancock, 2005). Neste trabalho, ndo se procedeu a
realizacdo do estudo dos mecanismos de resisténcia utilizados por estas estirpes, no

entanto podera ser efectuado em trabalhos subsequentes.
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Figura 4.3.3 - Perfil de susceptibilidade a antibi6ticos das estirpes de Staphylococcus spp.
testadas.

Analisando os resultados da Tabela 4.3.1 e tendo em conta a Figura 4.3.3
verificamos que todas as estirpes estudadas foram susceptiveis a vancomicina e
teicoplanina (Glicopéptidos), a netilmicina e estreptomicina (Aminoglicosidicos) e a
rifampicina (Ansamicinas). No caso da gentamicina, das 4 estirpes testadas todas
mostraram sensibilidade a este antibidtico.

O presente estudo, também evidenciou a prevaléncia de estirpes bacterianas
multi-resistentes. Das 10 estirpes estudadas, 8 delas apresentaram um perfil
multi-resistente, isto é, apresentaram resisténcia a 2 ou mais antibioticos. Os
antibioticos que mostraram menos eficacia as estirpes estudadas foram o &cido
nalidixico (Quinolona), a eritromicina (Macrélido) e o sulfametoxazol (Sulfonamida)
como se pode constatar analisando a Figura 4.3.3.

Dentro do grupo das quinolonas, tal como esperado, a ciprofloxacina foi mais
eficiente que o 4&cido nalidixico, o que poderd ser justificado pelo facto das
fluroguinolonas terem um espectro de accdo mais alargado ao das quinolonas. A
ciprofloxacina apresentou uma percentagem de resisténcia consideravelmente inferior a
do acido nalidixico, sendo que este apresentou uma resisténcia em 7 de 10 estirpes

testadas e a ciprofloxacina uma resisténcia de 1 em 10 estirpes.
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A maioria das quinolonas actualmente no mercado ou em desenvolvimento séo
geralmente caracterizadas por um amplo espectro antibacteriano, mas a sua actividade
clinica contra importantes cocos Gram positivos, incluindo estafilococos, estreptocos e
enterococos é relativamente moderada. Esta actividade insuficiente ndo so é limitada ao
seu uso em infec¢Oes causadas por estes organismos, como também contribuiram para o
répido desenvolvimento de resisténcia as quinolonas (Zhang et al., 2010).

O 4cido nalidixico foi o primeiro antibiético a ser administrado em ensaios
clinicos em 1963, mas falhou devido ao seu desenvolvimento de resisténcia rapido
(Skyrianou et al; 2011). Posteriormente, a ciprofloxacina e as fluroquinolonas foram
introduzidas e estas Ultimas tornaram-se num farmaco muito importante na medicina
humana. O uso mais frequente de ciprofloxacina em ambientes hospitalares levou a um
aumento do nivel de resisténcia, e ha uma forte correlacdo entre a frequéncia de
fluoroquinolona na prescri¢do e a sua resisténcia (Fernandez et al., 2011). O nivel de
resisténcia a ciprofloxacina varia de acordo com os mecanismos envolvidos (Skyrianou
et al., 2011; Ferndndez et al., 2011).

A resisténcia as quinolonas que sdo usadas, actualmente ocorre entre
praticamente todas as estirpes de S. aureus resistentes a meticilina, mas também ocorre
entre algumas estirpes sensiveis a meticilina (Appelbaum et al., 2005), como se pode
constatar através dos resultados da Tabela 4.3.1 nos isolados FP;CHAP;, FP,CHAP, e
CP,CHAP; gue sdo espécies de Staphylococcus Meticilina Resistentes (MRS).

Em relacdo as sulfonamidas, ao antibiético sulfametoxazol, apresentou um perfil
de resisténcia de 5 em 10 estirpes.

A resisténcia ao sulfametoxazol tem aumentado em todo 0 mundo, mesmo nas
infeccBes comunitarias, limitando o seu uso como antibiotico empirico. Desde o final da
década de 80 j& se observava uma notavel diminuicdo na susceptibilidade dos
uropatdgenos para esses antimicrobianos (Bail et al., 2006).

Este aumento da resisténcia as sulfonamidas deve-se ao seu efeito
bacteriostatico, pois impede o crescimento bacteriano (Sousa, 2006).

O grupo dos macrolidos, (eritromicina) tal com o anterior apresentou um perfil
de resisténcia de 5 em 10 estirpes.

Os antibioticos macrolidos, em geral, sdo fracos agentes anti-estafilocdcicos e o
seu espectro de acc¢do para infecgdes estafilocdcicas sistémicas € muito limitado (Danias
et al., 1998). A resisténcia aos macrolidos, em si aumentou ao longo do tempo devido a
um grande aumento nas prescri¢fes administradas (Fernandez et al., 2011).
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Dos antibioticos testados com menor nimero de estirpes resistentes temos o
grupo dos p-lactdmicos que apresentou um perfil de resisténcia de 2 em 10 estirpes para
a meticilina e 1 em 10 para a amoxicilina.

Tanto as tetraciclinas, como os fenicois e a fosfomicina apresentaram uma
resisténcia de 1 em 10 estirpes.

A fosfomicina é um antibidtico bactericida que interfere com a sintese da parede
celular em bactérias Gram positivo e Gram negativo. Possui um amplo espectro de
actividade contra uma gama ampla de bactérias Gram positivas e negativas A
fosfomicina pode ser eficaz em combinacdo com outros antibidticos, tais como
antibidticos B—lactamicos ou aminoglicosidicos (Michalopoulos et al., 2011).

Os antibidticos p-lactdmicos sdo relativamente seguros e inocuos, isto
dependendo da sua forma de actuacdo comum, que consiste na interferéncia nos
processos metabolicos da sintese de peptidoglicano (Sousa, 2006).

Relativamente aos glicopéptidos, aminoglicosidicos e ansamicinas estes
antibacterianos revelaram-se uma boa opcéo terapéutica, uma vez que todas as estirpes
em estudo se revelaram susceptiveis a sua actividade antimicrobiana, como se pode
verificar na figura 4.3.3.

A rifampicina demonstra uma ampla gama de anti-actividade bacteriana contra a
maioria das bactérias cocos, Gram positivo (Michalopoulos et al., 2011).

O antibidtico glicopeptideo vancomicina tem sido considerada a ultima linha de
defesa para uma série de importantes patogénios resistentes a drogas (Stephenson et al.,
2005), e segundo Solomkin e colaboradores (2004), a vancomicina é um antibidtico que
exerce actividade bactericida através da inibicdo da biossintese da parede celular
bacteriana. De acordo com Appelbaum e colaboradores (2005), os glicopeptideos, como
a vancomicina foram uma das poucas classes antimicrobianas que séo activos contra
todos os estafilococos e a teicoplanina permanece em grande parte eficaz contra
estafilococos.

Tendo em conta o perfil de susceptibilidade de cada grupo de antibiéticos para
cada isolado verificou-se o seguinte:

- B-lactdmicos: o isolado FP;CHAP; apresentou resisténcia tanto a meticilina
como a amoxicilina, sendo que os restantes apresentaram sensibilidade.

- aminoglicosideos: todos os isolados foram sensiveis a gentamicina,
netilmicina, estreptomicina e somente os isolados FP;CHAP;, FP,CHAP, apresentaram

uma susceptibilidade intermédia.
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- tetraciclinas: todos os isolados apresentaram sensibilidade a tetraciclina e
oxitetraciclina, excepto o isolado FP;CHAP, que apresentou um perfil de resisténcia.

- fenicdis: somente o isolado CP,CHAP; apresentou resisténcia ao cloranfenicol.

-sulfonamidas: somente os isolados CP,CHAP;, FP;,CHAP,, FP,CHAP; e
SP,CHAP; apresentaram um perfil de susceptibilidade, os restantes isolados
apresentaram um perfil de resisténcia.

- macrdlidos: metade dos isolados apresentou sensibilidade a eritromicina, isto &,
os isolados CP;,CHAP,, CP,CHAP,, FP,CHAP,, FP,CHAP, e SP,CHAP, 0s restantes
apresentaram um perfil de resisténcia.

- fosfomicina: o unico isolado que apresentou resisténcia a fosfomicina foi o
isolado FP,CHAP,.

- fluroquinolonas: o isolado FP,CHAP, foi 0 Unico que apresentou resisténcia a
Levofloxacina.

O isolado FP,CHAP, apresentou resisténcia as quinolonas e as fluroquinolonas.
Segundo Ferndndez e colaboradores (2011), o uso recorrente de ciprofloxacina em
ambientes hospitalares levou a um aumento do seu nivel de resisténcia. Esta resisténcia
aos antibioticos é observada frequentemente quando estes sdo utilizados por um periodo
de tempo prolongado. Esta resisténcia é adquirida e pode-se desenvolver através de uma
mutacdo no DNA do microrganismo ou por aquisicdo de genes localizados em
elementos genéticos mdveis. Os plasmideos tém aproximadamente 10 genes
codificadores de resisténcia a varios antibiéticos. As bactérias podem transmitir essas
caracteristicas a outras bactérias (Gold e Mollering; 1996).

De entre os isolados obtidos identificaram-se 3 especies diferentes de
Staphylococcus, nomeadamente S. epidermidis (isolado FP,CHAP;), S. xylosus (isolado
FP1CHAP,) e S. cohnii (isolado SP,CHAP,).

Nos ultimos anos, Staphylococcus epidermidis tem surgido como um agente
etiologico frequente de infeccOes associadas a dispositivos médicos (Arciola et al.,
2001). De acordo com Ziebuhr e colaboradores (2006) tem sido responsavel por
infeccOes hospitalares, especialmente em pacientes com factores predisponentes, tais
como 0 uso de cateteres, pacemaker, cataterismo urinario e uma gama de outros
polimeros e implantes metalicos. No nosso trabalho, S. epidermidis apresentou um

perfil de elevada resisténcia.
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Considerando o referido por Azevedo e colaboradores (2008), Staphylococcus
cohnii € reconhecido como um microrganismo da microbiota normal de humanos e
outros primatas. Também pode ser encontrado em ambiente hospitalar. Quando isolado
de infeccbes em humanos usualmente apresenta um perfil de multi-resisténcia, mas tal
ndo foi observado neste trabalho, uma vez que apresentou sensibilidade a todos os
antibidticos.

A presenca de S. xylosus no Lar podera ser devida a contaminagao cruzada do
ambiente das cozinhas.

Por outro lado, as outras 2 espécies identificadas, poderdo resultar de
contaminacdo hospitalar (nosocomiais), 0 que ndo é de estranhar atendendo as
caracteristicas dos utentes dos Lares, logo a resisténcia que se verificou a determinados
grupos de antibidticos ndo é surpreendente. De notar que estes individuos recorrem
muitas vezes a Centros Hospitalares.

As espécies S. epidermidis e S. xylosus foram identificadas no Lar F,
nomeadamente nos isolados, FP1.CHAP; e FP;CHAP, e a espécie S. cohnii foi
identificada no Lar S, no isolado SP,CHAP;.

Nestas instituicbes verificou-se que cada utente, normalmente usa sempre a
mesma poltrona, logo podemos inferir que os resultados obtidos advém do facto de
haver falta de cuidados de higiene pessoal por parte destes e possivelmente dos proprios
profissionais. Tendo em conta estes resultados recomenda-se a consciencializacdo de

todos os intervenientes para uma boa pratica de cuidados de higiene.

4.4 Susceptibilidade dos isolados aos desinfectantes

Com o objectivo de se conhecer a resposta dos isolados a presenga de
desinfectantes, realizaram-se provas de avaliacdo do perfil de susceptibilidade a 2 tipos
de desinfectantes. Tal como anteriormente foram estudados os mesmos 10 isolados de
bactérias de Gram positivo. Os desinfectantes avaliados foram o0 CROSAN e SPITZ
através do método de difusdo em disco (método Kirby Bauer).

Os resultados mostram (Tabela 4.4.1) que os isolados foram sensiveis a ambos

0s produtos.
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Tabela 4.4.1 — Halos de inibicdo (mm) e categorias para avaliacdo do perfil de susceptibilidade

dos isolados aos desinfectantes testados.

AMOSTRAS| CROSAN | SPITZ (\C/Q]'\t'ﬁ)%'\ségmg
CP.CHAP, | 26/30 | S | 25/26 | S 19 S
CP,CHAP, | 2222 | S | 24/24 | S 16 5
CP.CHAP, | 34/37 | S | 23/25 | S 20 S
CP,CHAP, | 34/31 | s | 17118 | S 18 S
FP.CHAP, | 28/34 | S | 2118 | s 18 S
FP.CHAP, | 31/23 | S | 2722 | s * S
FP.CHAP, | 36/34 | S | 46/46 | s 19 S
FP,CHAP, | 32/31 | S | 3028 | s 17 S
FP,CHAP, | 30/30 | S | 24/24 | s 18 S
SP,CHAP, | 36/38 | S | 29/30 | S 19 S

* - Valor ndo medido, uma vez, que apresentou sensibilidade a todos os

antibidticos testados.

A escolha de um agente quimico desinfectante é dificil frente ao grande nimero
de produtos encontrados no mercado; cada um afirmando eficacia contra uma variedade
de microrganismos. A escolha do desinfectante deve levar em consideracdo aspectos
como: espectro de actividade desejada, accdo rapida e irreversivel, toxicidade,
estabilidade e natureza do material a ser tratado (Penna, 2011).

No ambito deste estudo, a escolha dos desinfectantes incidiu em tipos de
desinfectantes disponiveis no mercado para uso recomendado, entre outros, em lares de
terceira idade.

Ao analisarmos a Tabela 4.4.1 verificamos que ambos o0s desinfectantes
apresentam halos de inibicdo elevados, apresentado um perfil elevado de sensibilidade

antimicrobiana, para os isolados testados neste trabalho e obtidos nas Instituicbes em
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estudo. De referir que esta é uma abordagem muito preliminar e os resultados nédo
podem ser globalizados.

Usando um antibiético do grupo dos glicopeptideos, nomeadamente a
vancomicina como controlo positivo, verificamos que em termo de halos de inibicéo, o
desinfectante CROSAN (Anexo I11), marca comercial KITER, que é um desinfectante a
base de cloro, apresenta halos de inibicdo superiores ao desinfectante SPITZ (Anexo
I11), marca comercial KITER, desinfectante a base de compostos de amdnio quaternario,
sugerindo que o desinfectante CROSAN é o mais eficaz.

Os desinfectantes & base de cloro sdo desinfectantes de baixo a alto nivel,
dependendo da concentragdo, valor de pH da solucdo e do tempo de exposicdo, 0s
compostos libertadores de cloro s&o activos sobre bactérias Gram positivo e negativo.
Quanto maior a concentracdo e/ou o tempo maior o espectro de accdo, podendo ser
utilizado como desinfectante de baixo e alto nivel (Penna, 2011).

Tendo em conta as suas caracteristicas e os resultados obtidos foi recomendado
0 desinfectante CROSAN para ser usado nos lares em estudo, com base no observado
realgando, no entanto, o facto de ser um “pré-screening” e ter sido efectuado num

namero pequeno de isolados.
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V.CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho isolaram-se bactérias Gram positivo, nomeadamente
estirpes de Staphylococcus, obtidas em lares da 32 idade.

Detectou-se multi-resisténcia aos antibidticos utilizados, em quase todos o0s
isolados testados, facto pelo qual se reforca a recomendacdo do uso racional dos agentes
antimicrobianos. De referir, que somente um isolado apresentou susceptibilidade a
todos os grupos de antibioticos.

Os grupos de antibacterianos que se mostraram mais eficazes para as estirpes em
estudo foram os glicopeptideos e as ansamicinas. E também de realcar que os isolados
apresentaram uma maior resisténcia as quinolonas, seguindo-se as sulfonamidas e
macroélidos, em igual percentagem. A resisténcia as sulfonamidas pode ser justificada
pelo facto de estas serem utilizadas como cremes de tratamento tdpico. A resisténcia as
quinolonas € preocupante neste estudo uma vez que sao antibidticos de amplo espectro e
geralmente de uso exclusivamente hospitalar. Assim, podemos inferir sobre a
disseminacdo dos genes de resisténcia a este grupo de antibidticos.

Seria de esperar que fossem isoladas estirpes de Staphylococcus aureus, uma vez
que a maior parte dos individuos é portador deste tipo de bactéria na pele ou na
nasofaringe. No entanto, quando se procedeu ao estudo da biotipificacdo numérica
observamos que estavamos perante bactérias das espécies Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus cohnii e Staphylococcus xylosus. Atendendo a este facto, é preocupante
termos constatado a presenca de microrganismos tipicamente isolados em ambiente
hospitalar. De referir que uma eventual contaminagédo cruzada pode ser considerada.

Tendo em conta estes resultados é necessario consciencializar os elementos da
Direccédo de cada lar de idosos, para que se organizem varias ac¢fes de formacéo sobre
o0 tema de Limpeza e Desinfec¢do, alertando para o problema global que € a resisténcia
aos antimicrobianaos e o seu efeito na Sadde Publica. Relativamente aos desinfectantes,
verificou-se eficacia para ambos, no entanto em termos relativos o desinfectante a base
de compostos clorados (lixivia) mostrou-se mais eficaz, pelo que se recomenda a sua
utilizacdo em instituicbes deste género. Por Gltimo, importa salientar que este estudo,
pela sua reduzida dimensdo, d&-nos meramente indica¢des sobre a problemética da
multi-resisténcia de bactérias em instituicdes deste género, mas futuras abordagens sao

necessarias para complementar a informacao preliminar obtida.
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VIlI. ANEXOS
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ANEXO | - MEIOS DE CULTURA

Os meios de cultura foram esterilizados em autoclave a 121 °C durante 15

minutos, logo apds a sua preparacao.

A composicdo dos meios de cultura € dada para volumes de 1 litro de agua

destilada estéril.

Meio 1 — BHI (Brain Heart Infusion) (Oxoid)

Composicao g/L
Infusdo solida de cérebro de vitela 12,5
Infusdo de carne de coracdo 5,0
Proteose de peptona 10,0
Glucose 2,0
Cloreto de sodio 5,0
Fosfato disodico 2,5

Meio 2 — Agar MacConkey (Merck 1.05465.0500)

Composicao g/L
Peptona de caseina 17
Peptona de carne 3
Cloreto de sodio 5
Lactose 10
Mistura de sais biliares 15
Vermelho neutro 0,03
Cristal de violeta 0,001
Agar-agar 13,5
Meio 3 — Agar Chapman (Merck)

Composicao g/L
Peptona de caseina 10
Extracto de levedura 25
Hidrogenofosfato dipotassico 5
Gelatina 30
Lactose 2
D-manitol 10
Cloreto de sodio 75
Agar-agar 12
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Meio 4 — Mueller- Hinton agar (BioMerieux 51861)

Composicao g/L
Infusdo de carne desidratada 2
Caseina hidrolisada 17,5
Amido 15
Agar-agar 17

Meio 5 — Cary Blair (Oxoid)

Composicao g/L
Hidrogenofosfato de sédio 1,1
Tioglicolato de sédio 15
Cloreto de sodio di-hidratado 5
Cloreto de calcio 0,12
Agar 1,6
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ANEXO Il - SOLUCOES, REAGENTES E CORANTES

Reagente 1 — Glicerol (Panreac)

Composicao %

Glicerina 87 1,1

Reagente 2 — Reagente de Oxidase (Merck)

Composicao Quantidade
Dihidroclorido de tetrametil-p-fenilenodiamina 0,1g
Agua destilada 10 mL

Reagente 3 — Vermelho de Metilo (Merck)

Composicao Quantidade
Violeta de Metilo 59
Agua destilada 1000 mL

Reagente 4 — Lugol (Vaz Pereira)

Composicao Quantidade
lodo sublimado 10g

lodeto de potassio 20g

Agua destilada 1000mL

Reagente 5 — Vermelho Neutro (Merck)

Composicao Quantidade
Vermelho neutro 19

Acido acético a 1% 2mL

Agua destilada 1000mL

Reagente 6 — Soro Fisiologico

Composicao Quantidade
Cloreto de Sédio 09¢
Agua destilada 100 mL

Nota: pH final 6.0
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ANEXO 11l - FICHAS TECNICAS E SEGURANCA DOS
DESINFECTANTES
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Cloro higienizante

DESCRIGAO

0O CROSAN é um detergente de manutengéo & base de cloro activo, utilizado para a higienizagao
quotidiana de todas as superficies lavaveis.

O CROSAN pode ser empregue para a desinfecgo cruzada, em combinagéo com a utilizagdo
alternada dos produtos EUSAN, SPITZ, SANIQUAT 44, SPITZ S.C.

CAMPO DE APLICAGAO

O CROSAN ¢ utilizado para a desinfecgdo de pavimentos, paredes, equipamentos, divisorias,
enfermarias, laboratdrios, cozinhas, servigos higiénicos nos sectores hospitalares, de preparagao
e distribuicao de alimentos, comunidades.

Adequado para ambientes em conformidade com o sistema HACCP.

MODO DE EMPREGO

Diluir com é&gua, numa proporcéo de 1,5% (150 ml de CROSAN para 10 litros de égua,
equivalente a 600 ppm de cloro activo por cada litro de solugao). Aplicar com um pano ou com
uma esfregona. Tempo de contacto para uma higienizagao total: 15 minutos. Enxaguar muito
bem.

Para uma higienizagéo quotidiana preventiva diluir numa proporgéo de 0,5% (50 ml de CROSAN
para 10 litros de agua, equivalente a 200 ppm de cloro activo por cada litro de solugéo).

|CARACTERISTICAS TECNICAS

}COMPOSICAO: Cloro activo 4%, agentes tensioactivos n&o iénicos, perfumes
ASPECTO FISICO: Liquido transparente incolor

IAROMA: ligeiramente perfumado

PESO ESPECIFICO: 1,09

| TEOR DE ATIVOS: 10%

| pH tal qual 13+0,5

'pH en solugéo 9505

SOLUBILIDADE NAAGUA:  Completa

TEOR DE CLORO 400 ppm por solugdo a 1%

BIODEGRADABILIDADE: Os tensioactivos contidos nesta preparagéo cumprem com os critérios d
biodegradabilidade segundo o Regulamento (EC) n°® 648/2004 relativo ao
detergentes.

NATUREZA DOS PERIGOS E CONSELHOS DISPOSITVO  DE  PROTECGAQ

DE SEGURANGA INDIVIDUAL
0 produto & IRRITANTE para os olhos ¢ a pele. Oculos de seguranga
No caso de contacto com os olhos e a pele, lavar Luvas de borracha ou # @
imediata e abundantemente com agua. PVC
S

INFORMAGOES COMPLEMENTARES
EXCLUSIVAMENTE PARA USO PROFISSIONAL - Néo misturar com produtos &cidos. Manter
protegido da incidéncia directa da luz solar e das fontes de calor.

EMBALAGEM =g
4x31It

CROSAN _pt st
26/04/2007
PAG. 111

KITER 81 - Via Assiano 7/8
20019 Settiio Milariess (MI)
ITALY - Tel. + 49 02 3285220
’ “ fffo@kiterit - wiiiw kiter it
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cCcP
DETERGENTE PERFUMADO HIGIENIZANTE E DESODORIZANTE HA/

DESCRIGAO

O SPITZ € um detergente liquido a base de sais quaternarios de aménio de elevado grau de
pureza, assegurando uma higienizagao e limpeza dptimas das superficies lavaveis de hospitais,
estabelecimentos de ensino, institutos religiosos, locais de convivio, locais publicos e residéncias
em geral. O detergente SPITZ garante uma acgéo higienizante eficaz contra uma grande
variedade de microorganismos.

Por outro lado, o detergente SPITZ caracteriza-se por um perfume muito duradouro, que confere
ao ambiente um odor agradavel e fresco.

CAMPO DE APLICAGAO

O SPITZ esta especialmente indicado para a limpeza e higienizagao de pavimentos, paredes,
equipamentos e artigos sanitarios, casas de banho, instrumentos, placas e fogdes, contentores
de lixo e superficies lavaveis em geral.

O fabricante recomenda a sua utilizagéo em estabelecimentos de ensino, hospitais, ginasios,
quartéis, casas de repouso, locais publicos, hotéis, restaurantes, escritorios, salas de jantar,
grandes armazéns, piscinas, etc.

MODO DE EMPREGO
Utilizagéo como higienizante e detergente: diluir o produto a 1-3% (100-300 gramas em 10 litros
de 4gua).

Utilizagéo como desodorizante para casas de banho, lavabos, paredes e acessorios: verter umas
gotas de SPITZ ndo diluido numa esponja e passar sobre as superficie a tratar.

Utilizagdo como desinfectante e desodorizante para sanitarios em geral e contentores de
residuos: diluir 1 litro de SPITZ por cada litro de agua.

CARACTERISTICAS TECNICAS

COMPOSICAO: agentes tensioactivos ndo ionicos, sais quaternarios de amoénio, solvente
hidrossoluveis, aromatizantes, corantes

ASPECTO FiSICO: liquido transparente de cor azul

AROMA: pinho mentolado

PESO ESPECIFICO: 1

TEOR DE ATIVOS: 9%

pH tal qual 7505

pH en solugéo 75£05

SOLUBILIDADE NAAGUA:  Completa

BIODEGRADABILIDADE: Os tensioactivos contidos nesta preparag&o cumprem com os critérios de
biodegradabilidade segundo o Regulamento (EC) n° 648/2004 relativo ao
detergentes.

NATUREZA DOS PERIGOS E CONSELHOS DE SEGURANGA
O produto ndo € considerado perigoso.

INFORMAGOES COMPLEMENTARES
EXCLUSIVAMENTE PARA USO PROFISSIONAL

EMBALAGEM
4x51t.
12x11t. |

’ KITER 817 = Via Assiaio 7/8 ﬁé NBA EON SISTENA b PIT
4 20019 Setv Miress () 6B w s
‘ (TALY - Tel. + 39 B2 3285220 ERTIFICATO DABNY PAG. /1
WS W BB no@kiterit - wnvkiter it 1ML EN 138 98012969 :
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Ficha de seguranca
SPITZ
Ficha de Seguranca de 15/03/2007, revisao 3
Em conformidade com: Directiva 91/155/CEE e alteragGes posteriores

Directiva 1999/45/CE e alteragdes posteriores

1. IDENTIFICAGAO DA SUBSTANCIA/PREPARADO E DA EMPRESA

Nome comercial: SPITZ

Cddigo comercial: 14,051

Tipo de produto/utilizagdo: ~ Detergente para superficies lavaveis
Fornecedor:

KITER S.r.l. - Via Assiano 7/8 - 20019 SETTIMO MILANESE (MI) - Tel. ++39 02 3285220 - Fax ++39 02 33501173 -
E-MAIL info.sicurezza@kiter.it
Nimero de telefone de emergéncia da empresa efou de um organismo oficial de consulta:
KITER S.r.l. - Tel. ++39 02 3285220
CIAV- Centro de Informagdo Antivenenos, Tel.: 808 250 143

2. COMPOSICAO/INFORMACAO SOBRE 0S INGREDIENTES
Teor de substancias perigosas conforme definidas pela directiva comunitaria 67/548/CEE e respectiva classificacéo:
1% - 5% Cloreto de Benzalconio
67/548/CEE: - - - CAS: 68424-85-1 EINECS: 270-325-2
CR34R22
1% - 5% élcool da série gorda etoxilado
CAS: 68439-46-3
Xn R4t R22
1% - 5% 2-propanol; alcool isopropilico
67/548/CEE: 603-117-00-0 CAS: 67-63-0 EINECS: 200-661-7
Xi R36 R67

Contém (Artigo 11 do Regulamento (CE) N. 648/2004):
Inferior a 5%: agentes tensioactivos ndo idnicos, perfumes.
Desinfectantes, limonene.

3. INDICACAO DOS PERIGOS
Nenhum perigo especifico no que respeita a sua normal utilizagdo.

4. PRIMEIROS SOCORROS

Contacto com a pele:

Lavar abundantemente com agua e sabdo.

Contacto com os olhos:

Lavar imediatamente com agua por um perfodo minimo de 10 minutos. Ingestao: .
Induzir o vémito, RECORRER IMEDIATAMENTE A UMA CONSULTA MEDICA, mostrando a ficha de sequranga. E
possivel administrar carvéo activo suspenso em &gua, ou dleo de vaselina mineral medicinal. Ndo administrar liquidos,
por via oral, no caso do individuo estar em estado inconsciente. Inalagdo: Arejar o ambiente. Remover imediatamente
0 paciente do ambiente contaminado e manté-lo em repouso em ambiente bem arejado. No caso de mé disposicio
devera consultar um médico.

5. MEDIDAS DE COMBATE A INCENDIO

Afastar os contentores do produto para longe da zona de incéndio, € no entretanto arrefecé-los com dgua atomizada.
Extintores recomendados:

Agua atomizada, CO2, Espuma, Pés quimicos conforme os materiais envolvidos no incéndio.

Extintores proibidos:

Nenhum em particular.

Riscos de combustdo:

Evitar respirar os fumos.

Medidas de protecgdo:

Utilizar protecgdo para as vias respiratdrias.

6. MEDIDAS A ADOPTAR EM CASO DE FUGAS ACIDENTAIS
Precaugdes individuais:
Preste atengéo para que ndo deslizem. Usar luvas e roupa de proteccio.
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Precaugdes ambientais: Cobrir os desperdicios com terra ou com areia.

Se o produto for deitado num percurso de dgua, ou se contaminou o solo ou a vegetacio deverdo ser avisadas as
autoridades competentes.

Métodos de limpeza:

Recolher o produto para reutilizagdo, se possivel, ou para eliminacgo.

Eventualmente adsorvé-lo com material inerte.

Apbs a recolha devera lavar com agua a zona e 0s materiais em causa.

7. MANUSEAMENTO E ARMAZENAMENTO

Precaugdes de manipulacdo:

Apenas para uso profissional.

Evitar o contacto e a inalagdo dos vapores. Veja, por favor, o paragrafo 8 que se segue. Durante o tempo de
utilizagdo ndo devera beber nem comer,

Néo esfregar os olhos durante o tempo de utilizaggo.

Evitar a projecgdo de liquido durante a trasfega ou diluicdo.

Depois de terminar o trabalho ou quando fizer qualquer pausa, devera lavar primeiro as mdos com dgua e sabdo.
Matérias incompativeis:

Nenhuma em particular.

Condigdes de armazenagem:

Conservar fora do alcance das criancas.

Indicagdes para o local:

0 local deve ser arejado adequadamente.

8. PROTECCAO PESSOAL/CONTROLO DA EXPOSICﬂO

Medidas de precaugdo:

Arejar adequadamente o local onde o produto estiver armazenado ou a ser manipulado.
Protecgdo das vias respiratdrias:

N&o é necessaria para a utilizagdo normal do produto.

Protecgdo das mdos:

Néo é necessaria para a utilizagdo normal do produto.

Protecgdo dos olhos:

Néo é necessaria para a utilizagéo normal do produto.

Protecgdo da pele:

Ndo ha necessidade de adoptar nenhuma medida de precaugdo particular aquando da utilizagio normal do produto.
Limites de exposicao das substancias contidas:

2-propanol

TLV - TWA: 400 ppm -983 mg/m3 TLV STEL: 500 ppm -1.230 mg/m3

9. PROPRIEDADES FISICAS E QUIMICAS
Aspecto e cor: Liquido transparente azul
Odor: Perfumado com pinho mentolado

pH: 7,5 +/- 0,3

Ponto de ebuligdo: 100 °C

Densidade relativa: 1,00

Hidrossolubilidade: Completa

10. ESTABILIDADE E REACTIVIDADE
Condicionantes a evitar:

Estavel em condigdes normais.
Substancias a evitar:

Nenhuma em particular.

11. INFORMACAO TOXICOLOGICA

Deve ter-se presente a concentragdo de todas as substancias com o fim de se avaliar os efeitos toxicoldgicos
provocados pela exposicdo ao preparado. Seguidamente damos informagdes toxicoldgicas respeitantes as principais
substancias presentes no preparado: Cloreto de Benzalcénio

LD50 (oral, rato): 720 mg/kg sobre o produto a 100%
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12. INFORMAGOES ECOLOGICAS
0 produto deve utilizar-se sequndo as boas préticas laborais, evitando dispersar o produto no meio ambiente,

Os tensioactivos contidos nesta preparagao cumprem com os critérios de biodegradabilidade segundo o Regulamento
(EC) n° 648/2004 relativo aos detergentes.

13, OBSERVACOES RELATIVAS A ELIMINAGAO
Recuperar se possivel. Operar segundo as disposicdes locais e nacionais vigentes.
Limpar as embalagens antes da sua eventual eliminagdo.

14, INFORMACGES RELATIVAS AO TRANSPORTE
Rodovidrio (ADR): Néo regulamentado .

15. INFORMACOES SOBRE A REGULAMENTAGAO

Classificagdo e etiquetagem em conformidade com a directiva comunitaria 1999/45/CE e alteracOes posteriores:
O preparado ndo é considerado perigoso.

Disposices especiais:
Ficha com os dados de seguranca disponibilizada a pedido aos utilizadores profissionais.

Sempre que aplicavel deve fazer-se referéncia as seguintes normas:
Regulamento (CE) N.© 648/2004 do Parlamento Europeu e do Conselho de 31 de Margo de 2004 relativo a Detergentes.

16. OUTRAS INFORMAGOES

As informagdes mencionadas nesta ficha de seguranga baseiam-se no nosso conhecimento sobre o produto até a data
supra citada. Referem-se exclusivamente ao produto indicado e ndo constitui garantia de qualidades particulares e
propriedades especificas. O utilizador devera assegurar-se da idoneidade e da plenitude de tais informacdes no que
respeita as instrugdes de utilizagdo do produto.

Esta ficha de seguranga anula e substitui todas as edicOes precedentes.

Texto das frases R utilizadas no paragrafo 2:

R34 Provoca queimaduras.

R22 Nocivo por ingestgo.

R36 Irritante para os olhos.

R67 Pode provocar sonoléncia e vertigens, por inalaggo dos vapores.

R41 Risco de graves lesdes oculares.

Paragrafos modificados em relagdo a revisdo anterior: 2, 16.

Ficha técnica dos ingredientes (em conformidade com o dusposto no Anexo VII ( ) do Regulamento (CE) N.° 648/2004):
[Tabelas de correspondéncia entre denomionagBes INCI: htti://s @ Jenterpiise/cosimetics/html/cosm il list.htm)

Aqua

C9-Cl11 pareth-6

Benzalkonium chloride

Isopropyl alcohol

Parfum

Colorant

Limonene
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X

Ficha de seguranca do dia 15/03/2007, revisdo 3
Em conformidade com: Directiva 91/155/CEE e alteracdes posteriores
Directiva 1999/45/CE e alteragdes posteriores

1. IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA/PREPARADO E DA EMPRESA

Nome comercial: CROSAN

Cadigo comercial: 14,020

Tipo de produto e emprego: Detergente para superficies lavaveis
Fornecedor:

KITER S.r.l. - Via Assiano 7/B - 20019 SETTIMO MILANESE (MI) - Tel. ++39 02 3285220 - Fax ++39 02 33501173 -
E-MAIL info,sicurezza@kiter.it
Nimero de telefone de emergéncia da empresa e/ou de um organismo oficial de consulta:
KITER S.r.l. - Tel. ++39 02 3285220
CIAV- Centro de Informaggo Antivenenos, Tel.: 808 250 143

2, COMPOSIGAO/INFORMAGAO SOBRE OS INGREDIENTES
Contém substancias perigosas conforme definidas pela directiva comunitaria 67/548/CEE e respectiva classificagdo:
1% - 5% de hipoclorito de sddio, solugio
N.67/548/CEE: 017-011-00-1 CAS: 7681-52-9 EINECS: 231-668-3
CR31R34
0.5% - 1% de hidrdxido de sdio
N.67/548/CEE: 011-002-00-6 CAS: 1310-73-2 EINECS: 215-185-5
CR35

Contém (Artigo 11 do Regulamento (CE) N.© 648/2004):
Inferior a 5%: Agentes de branqueamento a base de cloro.
Perfumes.

3. IDENTIFICAGAO DA PERIGOSIDADE
Se em contacto com os olhos, este produto provoca irritagies que podem durar mais de 24 horas e, se em contacto com a
pele, provoca inflamagdes nitidas, com eritemas, escaras ou edemas.

4, MEDIDAS DE PRIMEIROS SOCORROS

Contacto com a pele:
Despir imediatamente as pegas de vestuario contaminadas.
Lavar com dgua corrente abundante e, eventualmente, com sabdo, as dreas do corpo que tenham entrado em
contacto com o produto, inclusive as areas do corpo de que haja mera suspeita de contacto com o produto.

Contacto com os olhos:
Lavar imediatamente com &gua corrente abundante, mantendo as palpebras abertas, durante, pelo menos, 10
minutos; em seguida, proteger os olhos com gaze esterilizada ou com um lengo limpo e seco. CONSULTAR UM
MEDICO.

Ingestdo:
Nunca induzir 0 vémito. RECORRER IMEDIATAMENTE A UMA CONSULTA MEDICA.
Pode ser administrado carvéo activo suspenso em dgua ou em dleo de vaselina mineral medicinal.
Nunca administrar liquidos por via oral se o individuo estiver inconsciente.,

Inalagdo:
Arejar 0 ambiente. Remover imediatamente o paciente do ambiente contaminado e coloci-lo em repouso num
ambiente bem arejado. Em caso de mal-estar consultar um médico.

5. MEDIDAS DE COMBATE A INCENDIO
Evacuar os recipientes, afastando-os da zona do incéndio e, em sequida, arrefeca-los com dgua vaporizada.
Meios de extingdo recomendados:
Agua vaporizada, CO2, espuma, pds quimicos dependentes dos materiais envolvidos no incéndio.
Meios de extingdo proibidos:
Nenhum em particular,
Riscos associados aos produtos da combustdo:
Evitar a inalagdo dos fumos,
Meios de protecgao:
Usar equipamento de protecgdo das vias respiratrias.

6. MEDIDAS A ADOPTAR EM CASO DE FUGAS ACIDENTAIS
Precaugbes individuais:
Usar méscara, luvas e vestudrio de proteccio.
Evitar escorregar,
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Precaugdes ambientais:
Conter os derrames com terra ou areia,
Se 0 produto se tiver escoado para um curso de dgua ou tiver contaminado o solo ou a vegetaggo, avisar as
autoridades competentes.

Métodos de limpeza:
Recolher o produto com vista a sua reutilizagéo, se for possivel, ou a sua eliminagéo. Eventualmente, absorver o
produto com material inerte. Apds a recolha do produto, lavar a zona e os materiais afectados com agua.

7. MANUSEAMENTO E ARMAZENAMENTO
Condigdes de manuseamento sequro:
Exclusivamente destinado ao uso profissional,
Evitar o contacto directo do produto e a inalagdo de vapores, Cumprir também o disposto no pardgrafo 8 abaixo.
Néo ingerir liquidos nem alimentos durante a utilizacio deste produto.
Nao esfregar os olhos durante a utilizagdo do produto.
Evitar projecgdes de liquido durante a mudanca de recipiente e a diluicio.
Lavar sempre as maos com agua e sabao depois de concluida a utilizagdo do produto e antes de eventuais pausas.
Materiais incompativeis:
Nunca misturar com produtos acidos ou com outros detergentes (possibilidade de desenvolvimento de cloro)
CondigBes de armazenamento:
Conservar fora do alcance das criangas.
Indicagdes relativas aos locais de armazenamento do produto:
Locais bem arejados.

8. PROTECGAO PESSOAL/CONTROLO DA EXPOSICAO

Medidas preventivas:

Arejar adequadamente os locais onde o produto é armazenado/manuseado.
Proteccdo das vias respiratdrias:

A utilizagdo normal ndo obriga a protecgo.
Proteccdo das mdos:

Usar luvas de protecgdo.
Protecgdo dos olhos:

A utilizagdo normal ndo obriga a proteccdo.
Protecgdo da pele:

Usar vestuario de proteccdo completa da pele.

9. PROPRIEDADES FISICAS E QUMICAS

Aspecto e cor: Liquido transparente incolor
Odor: Levemente perfumado

pH: 13,0 4/-05

Ponto de ebuligdo: 100 °C

Densidade relativa: 1,08 kg/l
Hidrossolubilidade: Total

Lipossolubilidade: Nenhuma

10. ESTABILIDADE E REACTIVIDADE
CondigBes a evitar:
Estavel em condigGes normais.
Substéncias a evitar:
Nenhuma em particular,

11, INFORMAGAO TOXICOLOGICA

Ha que ter em conta a concentragdo das substancias individuais para avaliar os efeitos toxicoldgicos inerentes & exposigao ao

preparado.

Seguem-se as informagBes toxicoldgicas relativas as principais substancias presentes no preparado:

Hipoclorito de sddio, solugdo
Fortemente irritante para a pele, para os olhos, para as vias respiratdrias e para as mucosas.

Hidrdxido de sédio
0s pds, as particulas e as solugdes de soda caustica so corrosivos para as mucosas do aparelho digestivo, para as
vias respiratdrias, para os olhos e para a pele s3. A dose mortal, numa toma (inica, para um individuo do sexo
masculino adulto com um peso de 70 kg estende-se de 5a 8 g.

12, INFORMAGOES ECOLOGICAS
Utiizar o produto de acordo com as boas préticas de trabalho, evitando a dispersdo do produto no meio ambiente.
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Os tensioactivos contidos nesta preparago cumprem com os critérios de biodegradabilidade segundo o Regulamento (EC) n
648/2004 relativo aos detergentes.

13. OBSERVAGOES RELATIVAS A ELIMINAGAO
Recuperar se possivel. Actuar de acordo com as normas locais e nacionais em vigor.
Lavar as embalagens antes da sua eventual eliminagdo.

14, INFORMACOES RELATIVAS AO TRANSPORTE
Rodoviério (segundo as normas ADR): o regulamentado

15. INFORMAGOES SOBRE A REGULAMENTACAO
Classificagdo e etiquetagem de acordo com o disposto na directiva comunitéria 1999/45/CE e alteragGes posteriores:
Simbolos:
Xi Irritante
Frases R:
R36/38 Irritante para os olhos e pele.
Frases S:
$26 Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata e abundantemente com dgua e consultar um especialista,
S50 Nao misturar com produtos &cidos.
§37 Usar luvas adequadas.
Contém:
Hidrdxido de sédio

Sempre que aplicvel deve fazer-se referéncia as seguintes normas:
Regulamento (CE) N.° 648/2004 do Parlamento Europeu e do Conselho de 31 de Marco de 2004 relativo aos Detergentes.

16. OUTRAS INFORMAGOES
Todas as informagdes contidas na presente ficha se baseiam nos nossos conhecimentos na data acima indicada. Elas
reportam-se exclusivamente ao produto indicado, ndo constituindo qualquer garantia de qualidade particular e de
propriedades especificas.
Compete ao utilizador assegurar-se da idoneidade e integralidade das informages relativamente ao uso especifico que deve
fazer.
A presente ficha anula e substitui todas as edigdes anteriores da mesma.
Texto explicativo das frases R utilizadas no paragrafo 2:
R31 Em contacto com &cidos liberta gases téxicos.
R34 Provoca queimaduras.
R35 Provoca queimaduras graves.

Pardgrafos modificados em relagéo a revisao anterior: 2, 16.

Ficha técnica dos ingredientes (em conformidade com o disposto no Anexo VII (D) do Regulamento (CE) N. 648/2004):
[Tabelas de correspondéncia entre denomionagdes INCI: At 8. iy/ehterprise/casigtics/htinl/eosi inei lisk.ht

Aqua

Sodium hypochlorite

Sodium hydroxide

Parfum
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Autorizagio de consentimento para recolha de amostras de superficies em Lares

de Terceira Idade.

Exm.” Sr. Presidente da Direcgio,

0 meu nome ¢ Andreia Inés Alves Amaro, encontro-me a frequentar o 2° ano do Mestrado em
Biotecnologia, ministrado no Instituto Politécnico de Braganga - Escola Superior Agréria,
Pretendo efectuar a minha dissertagdo sob o tema Susceptibilidade a antibidticos em isolados
bacterianos do ambiente em lares de 3° Idade. Para esse efeito, necessito do vosso
consentimento para recolha de amostras em superficies, nomeadamente em poltronas ¢ ar

condicionados existentes na instituico que V. Ex.* coordena.
Os resultados obtidos das amostragens efectuadas séo de estrito cardcter andnimo.

Ficaria muito grata se V. Ex? me facultasse a referida permissdo, sem a qual nio poderei

prosseguir o referido estudo.

Agradecendo, desde ji, toda a atengdo dispensada e esperando de V. Ex? a melhor compreenséio

para esta solicitagdo, subscrevo-me com os mais respeitosos cumprimentos.

Braganga, 10 de Abril de 2011
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Autorizagdo de consentimento para recolha de amostras de superficies em Lares

de Terceira Idade.

Exm.” Sr. Presidente da Direcgdo,

0 meu nome ¢ Andreia Inés Alves Amaro, encontro-me a frequentar 0 2° ano do Mestrado em
Biotecnologia, ministrado no Instituto Politécnico de Braganca — Escola Superior Agréria.
Pretendo efectuar a minha dissertagdo sob o tema Susceptibilidade a antibidticos em isolados
bacterianos do ambiente em lares de 3° Idade. Para esse efeito, necessito do vosso
consentimento para recolha de amostras em superficies, nomeadamente em poltronas ¢ ar

condicionados existentes na instituigdo que V. Ex.? coordena,
Os resultados obtidos das amostragens efectuadas sio de estrito cardcter anonimo.

Ficaria muito grata se V. Ex* me facultasse a referida permissio, sem a qual ndo poderei

prosseguir o referido estudo.

Agradecendo, desde ja, toda a atengdo dispensada e esperando de V. Ex. a melhor compreensio

para esta solicitagdo, subscrevo-me com os mais respeitosos cumprimentos.

Braganga, 10 de Abril de 2011
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Autorizagio de consentimento para recolha de amostras de superficies em Lares

de Terceira Idade.

Exm.® Sr. Presidente da Direcgfio,

O meu nome ¢ Andreia Inés Alves Amaro, encontro-me a frequentar o 2° ano do Mestrado em
Biotecnologia, ministrado no Instituto Politécnico de Braganga - Escola Superior Agraria.
Pretendo efectuar a minha dissertagdo sob o tema Susceptibilidade a antibiéticos em isolados
bacterianos do ambiente em lares de 3° Idade. Para esse efeito, necessito do vosso
consentimento para recolha de amostras em superficies, nomeadamente em poltronas ¢ ar

condicionados existentes na instituigio que V. Ex.” coordena,
Os resultados obtidos das amostragens efectuadas sdo de estrito cardcter anénimo.

Ficaria muito grata se V. Ex.! me facultasse a referida permissio, sem a qual ndo poderei

prosseguir o referido estudo.

Agradecendo, desde j4, toda a atengdo dispensada e esperando de V. Ex.* a melhor compreensio

para esta solicitagdo, subscrevo-me com os mais respeitosos cumprimentos,

Braganga, 10 de Abril de 2011
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