Revista Multidisciplinar de Educacdo e Meio DOI: 10.51189/ii-bioesb/11567
Ambiente

ﬁgﬁ Il Congresso Brasileiro de
&C? Especialidades Biolégicas
=v’ On-line

AVALIACAO ANTIFUNGICA DO ALCOOL 70% E HIPOCLORITO DE SODIO 2%
EM SUPERFICIES DE EMPRESA AMBIENTAL NO ESTADO DA BAHIA, BRASIL

GEISA LOUISE MOURA COSTA; ERICA LIMA FERREIRA; JULIANA POSSATTO
FERNANDES TAKAHASHI;

RESUMO
Os fungos estdo presentes em todos 0s ambientes, sobretudo superficies, e muitos sdo potenciais
patdgenos ao ser humano, como agentes de alergias, micoses e infec¢des invasivas. Sabendo
dos riscos da presenca desses microrganismos no ambiente, este trabalho avaliou a agéo
fungicida do alcool 70% e do hipoclorito 2% em superficies de bancadas em uma empresa de
analises ambientais no estado da Bahia, Brasil. Para isso, foi feito o atritamento de swabs em
100cm? de area para cada tratamento — um para alcool 70% e outro para hipoclorito 2%. Em
seguida, esses swabs foram inseridos em meio BHI, por 24 horas a +35°C. As amostras foram
inoculadas em meio de cultura Agar Batata Dextrose e incubados invertidos a +25°C por 7 dias.
As colbnias foram quantificadas e descritas morfologicamente apds observacao dos individuos
macro e microscopicamente — essa realizada por meio da técnica de fita adesiva e coloracédo
com azul de algodao. O resultado desse trabalho mostrou que a maioria das placas ndo houve
crescimento fungico apo6s uso dos sanitizantes. Além do mais, os resultados de eficiéncia e do
teste t de Student, indicaram que ambos os desinfetantes utilizados foram eficazes contra os
fungos, sem haver uma diferenca significativa entre eles. Muitos bolores apresentaram micélio
estéril, porém, fungos dos géneros Aspergillus spp. e Trichoderma spp. foram identificados.
Por fim, notou-se a necessidade de continuidade das praticas laboratoriais e do monitoramento
de ambientes empresariais onde ha uma constante rotatividade de pessoas e amostras. E, para
isso, é imprescindivel a criacdo de um manual que padronize a quantidade limite de fungos em
superficies empresariais e a identificacdo dos microrganismos, no minimo a nivel de género,
para um diagndstico exato do ambiente estudado que guiara as medidas precisas de desinfeccdo.
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INTRODUCAO

Os fungos anemofilos sdo seres que podem ser transportados facilmente, pois propagam
seus esporos pelo ar. 1sso permite que 0 microrganismo se distribua para outros ambientes por
meio das particulas de poeira e goticulas de 4gua, depositando-se sobre materiais de uso comum
e superficies, sobrevivendo por muito tempo (ROGAWANSAMY et al, 2015).

Outro fator para disperséo dos esporos é a rotatividade de pessoas e materiais, pois esses
podem ser transportados pelas solas dos sapatos e, sobretudo, as maos (ABREU et al., 2011;
ALMEIDA et al., 2013). Por isso, é importante evitar que as superficies se tornem fontes de
contaminacdo, principalmente em uma empresa, para preservar a satde dos colaboradores e
manter a integridade das amostras manipuladas (GALLANDAT et al., 2021).

Para reduzir as cargas fungicas das superficies, € muito comum o uso de desinfetantes
quimicos de nivel intermediario, pois eles eliminam bactérias, a maioria dos fungos e virus
lipidicos (SOLON; KILLEEN, 2018). O alcool 70% e o hipoclorito 2% sdo exemplos de
sanitizantes com essas caracteristicas, ambos tém baixa toxicidade, facil manuseio, baixo custo
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e acdo rapida (ROGAWANSAMY et al, 2015; PEREIRA et al., 2015).

Dessa forma, ap6s conhecer a facil disseminacdo fangica, a acdo dos desinfetantes e
notar a baixa producéo de trabalhos que estudem a acgao desses sanitizantes contra fungos de
superficie, o objetivo desse trabalho foi avaliar e comparar a eficiéncia do alcool 70% e do
hipoclorito 2% contra o crescimento de fungos de superficies em bancadas de uma empresa
ambiental no Brasil.

MATERIAIS E METODOS
1.1 Area de estudo

Os experimentos ocorreram em superficies esmaltadas dos laboratdrios de uma empresa
com foco ambiental no Brasil, entre 0os meses de outubro e novembro de 2019. O local para
realizacdo do estudo recebe diariamente amostras, desde &guas para consumo humano e
sistemas de salde até aguas residuais, para analise de diferentes parametros.

1.2 Delineamento amostral

Tendo como base as orientacdes da Associacao Brasileira de Cosmetologia (2017), por
auséncia de guias especializados na tematica, os pontos de coleta foram delimitados por dois
guadrantes adjacentes de 10 cm x 10 cm, totalizando uma area de 100 cm? para cada quadrante.
Para este estudo foram selecionadas salas onde a superficie da bancada era de material nao-
poroso.

Para cada sala foram coletadas da bancada 3 amostras: controle, comparativo e
experimental. Os locais selecionados ndo deviam apresentar matéria organica que precisasse
ser removida com agua e sabao ou qualquer outro método de higienizacao prévia. Ao final, um
total de 17 salas foram selecionadas para coleta de amostras.

A classificacdo das amostras foi orientada de acordo com o estudo de Graziano et al.
(2013): amostras de controle positivo, tratamento 1 e tratamento 2. As do grupo controle
positivo foram coletadas sem limpeza prévia, para confirmacdo da presenca dos
microrganismos. E as coletas de ambos os tratamentos foram feitas ap6s a aplicacéo
desinfetante e friccdo deste sobre a superficie durante 30 segundos. O tratamento 1 foi para o
uso do alcool 70% e o tratamento 2 para o hipoclorito 2%. A escolha do quadrante para a
aplicacdo do sanitizante foi aleatoria.

As andlises dos experimentos foram realizadas no laboratorio de microbiologia
instalado na prépria empresa onde as amostras foram coletadas.

1.3 Procedimento

Os materiais microbioldgicos das bancadas foram coletados por meio de esfregacos de
swab umedecido com meio BHI. O swab foi reinserido no tubo de ensaio contendo 10 mL do
caldo e este encaminhado para a estufa a 35 + 0,5°C, para recuperacdo dos fungos coletados.

Ap0s 24 horas, sob o fluxo laminar, pipetou-se 100 p L da amostra sobre 0 meio de
cultura Agar Batata Dextrose (BDA) em placa de Petri esterilizada, em seguida esgotou-se 0
swab do tubo respectivo sobre 0 meio, 0 qual continha &cido tartarico 10% esterilizado, para
evitar o crescimento de bactérias. As placas foram envolvidas com folhas de aluminio e
armazenadas em posicao invertida em temperatura ambiente a 25-28 °C, por 7 dias (FIGURA
1).

FIGURA 1 - Esquema de representacdo das coletas. Fonte: criacdo a partir do software PowerPoint.
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O resultado da contagem de coldnias foi expresso em UFC/cm?, obtido com a seguinte
formula (CARDOSO; MIGUEL,; PEREIRA, 2011):
n° de colonias
x 10
UFC/cm2 =

10 / Area amostrada

Onde:

N° de Colbnias = quantidade de UFC na placa;
10 = inverso do volume inoculado;
10! = volume da diluigio.

Apdbs a contagem e descricdo morfologicas das col6nias de bolores e leveduras,
os fungos filamentosos foram submetidos a técnica de fita adesiva e coloracdo com azul de
algoddo para caracterizagdo fenotipica por meio da observacdo microscopica do micélio
reprodutivo. E nesse trabalho, somente as placas com presenca de bolores e leveduras foram
incluidas.

1.4 Analise de Dados

A quantidade de UFC recuperadas, em cada sala analisada, foi tabulada com o
programa Excel. E a comparacdo entre as amostras do tratamento 1 e 2 foram realizadas por
meio do teste estatistico t de Student com o software Past.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado total de amostras foi de 51 placas de Petri, entre as quais 15 apresentaram
crescimento de bolores e leveduras. Dessas amostras positivas, 12 foram confirmativas para
0 grupo de controle positivo. Duas amostras tiveram presenca de UFC apo6s a
descontaminacao com alcool 70% e uma apoés a limpeza com hipoclorito 2% (TABELA 1).

TABELA 1 - Salas com placas positivas para fungos e quantidade de UFC/cm? nas

amostras

Placas Placas

Salas Salas
CP T1 T2 CP T1 T2

Recepgéo 0 1 1 Microbiologia Sala De Analises 2 0 1 0
Administrativo 1 050 O Fisico-Quimico Sala Quente 13 0 0
Administrativo 2 350 O Fisico-Quimico Cromatografia 264 0 O
Geréncia 050 O Fisico-Quimico Descarte 05 0 O
Auditério 050 O Fisico-Quimico Analises Diretas 211 0 O
Microbiologia Sala Principal 350 0 Fisico-Quimico DBO 2 0 0
Microbiologia Sala De Analises1 1 0 0 Amostragem ArrumacdoDe Coleta 75 0 0

Controle positivo (CP), tratamento 1 (T1) e tratamento 2 (T2)

Apesar de trés amostras apresentarem crescimento fungico, pode-se inferir que os
desinfetantes foram eficazes contra os organismos, pois a UFC/cmz2 de cada amostra foi abaixo
do limite toleravel de 4 UFC/cmz2. Além disso, tanto o &lcool 70% quanto o hipoclorito 2%
tiveram eficiéncia de 100%, acima do percentual minimo de eficiéncia de 85% (PDS/HPPC,
2015). Esse resultado comparativo se confirma com a andlise estatistica, a qual mostrou que
ndo houve diferenca significativa na acdo microbicida entre os sanitizantes (p = 0,33 > 0,05).

Esse resultado para o alcool 70% fora semelhante ao observado por Graziano et al.
(2013) e por outros pesquisadores (ROGAWANSAMY et al., 2015; CDC, 2019). Quanto ao
do hipoclorito 2%, os resultados assemelharam-se aos de Perez, Springthorpe e Sattar (2005) e
aos do Centers of Disease Control and Prevention (CDC) (2019).

A presenca de placas com UFC apds tratamento com alcool 70% e hipoclorito 2%, pode
ser explicada pela possivel maior resisténcia das leveduras e esporos a acao dos desinfetantes
(CARVALHO, 2010; FERNANDO et al., 2014; SOLON; KILLEEN, 2018).

A razdo para a auséncia de UFC nas placas de controle positivo de pontos amostrais
pode ter sido ocasionada pela quantidade insuficiente de microrganismos no inéculo ou pelo
tempo de incubacdo insuficiente para baixar o estresse desses (BRASIL, 2013).

A maior quantidade de UFC/cm? encontrada foi em pontos amostrais onde n&o ocorrem
anélises microbioldgicas (TABELA 1). Isso pode ser explicado pela menor preocupagdo em
manter essas superficies higienizadas, se comparado as salas do laboratério de microbiologia.
No entanto, é essencial manter esses ambientes regularmente higienizados para evitar a
contaminacdo cruzada e transporte passivo entre superficie, amostra e individuo, sobretudo
durante a organizacio de materiais para coleta (TABELA 1) (CESARIO; LIRA;
HINRICHSEN, 2012).

A presenca de UFC de bolores foi maior que a de leveduras. Das 1017 UFC encontradas,
foram quantificadas 27 (2,65%) leveduras. E as observaces microscopicas revelaram presenca
de fungos filamentosos do género Aspergillus spp. e Trichoderma spp., no entanto a maioria
dos bolores apresentaram micélio estéril (FIGURA 2).
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FIGURA 2 - Exemplo de bolores encontrados em placas de Agar Batata Dextrose e suas respectivas estruturas
reprodutivas. A — Morfologia macroscépica (cima) e microscépica (aumento de 400x) (baixo) de bolor estéril; B —
Morfologia macroscopica e microscopica de um bolor do género Trichoderma sp., respectivamente; C —
Morfologia macroscopica e microscopica de um bolor do género Aspergillus sp. Fonte: acerto pessoal e unidas no
software PowerPoint.

O género Aspergillus sp. tém espécies micotoxigéncias e patogénicas responsaveis por
causar doencas respiratorias, alergias e micoses, que podem se expressar quando o individuo
estd imunodeprimido (CHOWDHARY; SHARMA; MEIS, 2017; FENNELY, 2020). Esse
género ¢ um dos maiores causadores de mortes por infeccdes flngicas, sobretudo em
imunocomprometidos (CHOWDHARY; SHARMA; MEIS, 2017). Seus esporos podem
contaminar amostras, humanos, animais, alimentos e comprometer diagndsticos (GOODALE;
OUTERBRIDGE; WHITE, 2016; TANIWAKI; PITT; MAGAN, 2018).

Quanto ao género Trichoderma sp., descobriu-se que ele antagoniza o crescimento de
outros fungos. Assim, ele tem sido estudado como agente de controle bioldgico de
fitopatdgenos e promotor de crescimento e produtividade de vegetais (SILVA et al., 2015;
CHAGAS et al., 2017). Com as referéncias citadas nesse trabalho, ndo ha estudos que relatem
casos de doencas ou infeccOes relacionadas ao género.

CONCLUSAO

Este trabalho mostrou que os desinfetantes cumpriram sua funcdo antifngica, sem
haver diferenca significativa entre eles. Incentiva-se, entdo, a continuidade dos métodos de
desinfeccdo utilizados e o biomonitoramento dos ambientes, a fim de evitar interferéncias a
salde humana e as amostras analisadas.

Por fim, ressalta-se a importancia do estudo de resisténcia fingica a saneantes, tendo
em vista a presenca de coldnias em placas ap6s a descontaminacdo. E a necessidade da
padronizacdo no limite de UFC/cm?2 em superficies de empresas com foco ambiental, além da
elaboracdo de um manual de controle higiénico-sanitario, para que estes documentos guiem
novos trabalhos que relacionem os fungos de superficie e 0s sanitizantes.
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