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RESUMO
Mendes, Josiara Furtado. Atividade biocida de desinfetantes e fitoquimicos frente
a fungos isolados de animais silvestres mantidos em centro de recuperacao.

Orientador: Jodo Roberto Braga de Mello

O estudo teve como objetivos verificar a suscetibilidade in vitro e in uso de diferentes
espécies de leveduras oriundas de animais silvestres frente a diferentes desinfetantes
existentes no mercado, bem como fitoquimicos. Foram realizados testes de
Microdiluicdo em Caldo (MC) in vitro, com as seguintes leveduras: Candida albicans,
C. catenulata, C. guilliermondii, C. ciferri, C. famata, C. globosa, C. intermedia, C.
sphaerica, Trichosporon assahii, Rhodotorula sp., Geotrichum Kklebahnii e
Cryptococcus laurentii, frente a Hipoclorito de Sodio, Pinho, Quaternario de Amoénio,
Digluconato de clorexidina, Agua Sanitaria, Oleo de Pinho, Oleo de Mentha piperita,
Extrato Hidroalcoolico de Eucalipto, 1,8-Cineol e Oleo de Castanha-do-Brasil. Também
foram realizados testes de Eficacia de Desinfetantes (ED) com os desinfetantes
quimicos, nos tempos de 0.5, 1, 5 e 15 minutos, com as mesmas leveduras. Os testes in
uso foram realizados no Nucleo de Reabilitacdo da Fauna Silvestre da UFPel, com o
Pinho, Agua Sanitéria e Digluconato de Clorexidina. Os resultados demonstraram boa
acdo dos compostos estudados, sendo que nos testes de MC todos os desinfetantes
quimicos, o dleo de Pinho e o 6leo de Castanha-do-Brasil apresentaram a¢do fungicida,
0s demais compostos fitoquimicos apresentaram apenas acdo fungistatica. Nos testes de
ED todas as leveduras estudas foram inativadas em até 15 minutos na presenca de
matéria organica e em cinco minutos quando o desinfetante foi diluido apenas em agua.
Ja para os testes in uso ocorreu uma reducdo de em media 50% ap6s 0 uso dos produtos
na desinfeccdo do local. Todos os resultados dependentes do produto utilizado. Os
desinfetantes quimicos apresentaram resultados positivos frente aos microrganismos
estudados, sendo mais eficazes que os fitoquimicos, que também obtiveram uma agédo
satisfatoria neste estudo. Este estudo reforca a importancia de manter a higiene das
instalagOes dos Centros de Triagem de Animais Silvestres (CETAS), uma vez que todos
0s microrganismos estudados sdo provenientes da microbiota flngica de animais
silvestres. Os cuidados com a limpeza, higienizacao e a desinfec¢do sdo fundamentais

na manutencéo de qualquer cativeiro.

Palavras-chave: Animais Silvestres, Desinfeccdo Ambiental, CETAS



ABSTRACT

Mendes, Josiara F. Biocidal activity of disinfectants and phytochemicals against
fungi isolated from wild animals kept in recovery center.

Adviser: Jodo Roberto Braga de Mello

The study was designed to evaluate the in vitro susceptibility and in use of different
yeast species originated from wild animals against different existing disinfectants on the
market, as well as phytochemicals. Microdilution tests ( MC ) in vitro, were performed
in broth, with the following yeasts : Candida albicans , C. catenulata , C.
guilliermondii, C. Ciferri , C. famata, C. globosa, C. intermedia, C. sphaerica,
Trichosporon assahii, Rhodotorula sp., Geotrichum klebahnii and Cryptococcus
laurentii, compared to Sodium Hypochlorite, Pine, Quaternary ammonium,
Chlorhexidine Digluconate, Bleach, Pine Oil, Mentha piperita oil, Hydroalcoholic
Extract of Eucalyptus, 1.8 - Cineol and Chestnut- of - Brazil Oil. Efficacy testing of
disinfectants (ED) were also carried out with chemical disinfectants, in the times of 0.5,
1, 5 and 15 minutes, with the same yeast. The tests were performed in use at the Nucleo
de Reabilitacdo da Fauna Silvestre, UFPel, with Pine, Bleach and Chlorhexidine
Digluconate . The results showed good deed of the compounds studied, and the MC
tests all chemical disinfectants, oil Pine and Chestnut Brazil- oil showed fungicidal
action, other phytochemical compounds showed only fungistatic . ED tests in all studied
yeasts were inactivated within 15 minutes in the presence of organic matter and in five
minutes when the disinfectant was diluted with water only. Already in use for the tests
was a reduction of 50 % on average after using the products for the disinfection of the
site. All results depending on the product used. Chemical disinfectants showed positive
results against the microorganisms studied, being more effective that phytochemicals,
which also had a satisfactory action in this study. This study reinforces the importance
of maintaining the cleanliness of the premises of the Screening Centers of Wild Animals
(CETAS) , since all the microorganisms studied are from fungal microbiota of wild
animals . The care of the cleaning, sanitizing and disinfection are critical in maintaining
any captivity.

Keywords: Wild Animals, Environmental Disinfection, CETAS



Figura 1:

Figura 2:

Figura 3:

Figura 4:

Figura 5:

Figura 6:

Figura 7:

Figura 8:

Figura 9:

Figura 10:

Figura 11:

LISTA DE ILUSTRACOES

Representagdo do aporte de animais silvestres pertencentes a fauna
silvestre brasileira atendido pelo NURFS-CETAS/UFPEL no periodo
entre 0S anos de 2000 & 2008..........c.cooerirerinieeee s

Coletas realizadas em diferentes superficies (1- Mesa de Utensilios, 2 e
5- Mesa de procedimentos, 3 e 4- Armario de Medicamentos) do
ambulatorio do Nucleo da Fauna Silvestres da

Controles  positivos e negativos do HS, e de C.
(07 1] 10 o1 - USSR
Atividade antifungica do Hipoclorito de sodio (HS) diluido em agua e
em leite frente & Candida albicans, C. catenulata, C. sphaerica, C.
guilliermondii, C. ciferri, C. globosa expressa em Unidades Formadoras
de Colonias (UFCs) de acordo com o tempo de exposicdo ao
AESINTRLANTE. ....cvveie et
Atividade antifungica Agua Sanitaria (AS) diluido em é&gua e em leite
frente a Candida albicans, C. sphaerica, C. guilliermondii, C. famata, C.
intermedia, C. ciferri e Cryptococcus laurenti expressa em Unidades
Formadoras de Colénias (UFCs) de acordo com o tempo de exposi¢do
A0 AESINTEIANTE ....eovveieceie e
Atividade antifungica do Digluconato de Clorexidina (DC) diluido em
agua e em leite frente a Candida albicans expressa em Unidades
Formadoras de Colbnias (UFCs) de acordo com o tempo de exposi¢do
A0 AESINTEIANTE. ... ecvee e et
Unidades Formadoras de Coldnias (UFCs) de Candida sphaerica, de
acordo com o tempo de exposicdo ao Digluconato de Clorexidine

Atividade antifingica do Pinho (P) diluido em agua e em leite frente a
Candida albicans, C. catenulata, C. sphaerica, C. guilliermondii, C.
famata, C. intermedia, C. globosa e Cryptococcus laurentii expressa em
Unidades Formadoras de Col6nias (UFCs) de acordo com o tempo de
eXPOSICA0 a0 deSINTELANTE.........cci i

Resultados da contagem das Unidades Formadoras de Colénias (UFCs),
antes (AD) e ap6s (PD) desinfeccdo ambiental com Agua Sanitéria (AS)
nos tempos de 5, 15 e 60 minutos na mesa de procedimentos do
ambulatorio do Nucleo de Reabilitacdo da Fauna Silvestre,
IBIUFPEL. ..ot

Resultados da contagem das Unidades Formadoras de Col6nias (UFCs),
antes (AD) e ap0s (PD) desinfeccdo ambiental com Digluconato de
Clorexidina (DC) coletado do armario de medicamentos do ambulatorio
do Nuicleo de Reabilitagdo da Fauna Silvestre, IB/UFPel
Resultados da contagem das Unidades Formadoras de Coldnias (UFCs),
antes (AD) e apds (PD) desinfecgdo ambiental com Pinho (P) coletado da
mesa de procedimentos do ambulatorio do Nucleo de Reabilitacdo da
FaunaSilvestre,IB/UFPEL............co s

18

39

46

47

49

o1

52

53

56

S7



Tabela 1:

Tabela 2:

Tabela 3:

Tabela 4:

Tabela 5:

Tabela 6:

Tabela 7:

Tabela 8:

Tabela 9:

Tabela 10:

LISTA DE TABELAS

Origem das espécies fangicas utilizadas neste
BSTUTO. ...ttt
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do Hipoclorito de sodio
(HS) e Agua Sanitaria (AS) frente as 12 espécies de leveduras
estudadas provenientes de excretas e microbiota de animais
SHIVESIIES. ...t
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do Digluconato de
Clorexidina 20% (DC) frente as 12 leveduras estudadas
provenientes de excretas e microbiota de animais
SHIVESIIES ...ttt
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do Quaternario de Amoénia
frente as 12 espécies de leveduras estudadas provenientes de
excretas e microbiota de animais
SHIVESIIES ...ttt
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do Extrato Hidroalcoolico
de Eucalipto e Cineol frente as 12 espécies de leveduras
provenientes de microbiota e de excretas de animais
SHIVESIIES. ..ot reene e
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do 6leo de Mentha piperita
frente as 12 leveduras provenientes de microbiota e de excretas de
animais

SHIVESIIES ..ttt
Concentracdo Inibitria Minima do Oleo de Pinho frente a
leveduras isoladas de excretas e microbiota de animais
SHIVESIIES. ..ottt neene e
Concentragdo Inibitéria Minima do Oleo de Castanha-do-Brasil
frente as 12 leveduras isoladas de excretas e microbiota de animais
SHIVESIIES. ...
Concentragbes dos desinfetantes utilizadas para os Testes de
EficAcia de Desinfetantes.........ccoevvveriieiiiieeseee e
Isolamento de UFCs dos locais coletados em relacéo ao desinfetante
estudado de acordo com 0 tempo de eXPOSIGAD..........ecvrerererieeiennn.

35

40

41

42

42

43

44

44

46



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AD - Antes Desinfeccao

AS - Agua Sanitaria

CIM — Concentracdo Inibitéria Minima

CFM — Concentracdo Fungicida Minima

CETAS — Centro de Triagem de Animais Silvestres

CLSI — Clinic and Laboratory Standards Institute

DC- Digluconato de Clorexidina

EE - Extrato Hidroalcoolico de Eucalipto

HS — Hipoclorito de Sédio

IB- Instituto de Biologia

IBAMA — Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
NCCLS — National Commite for Clinical Laboratory Standads
OC- Oleo de Castanha-do-Brasil

OM — Oleo de Mentha piperita

OP — Oleo de Pinho

P - Pinho

QA - Quaternario de Amonio

UFPel - Universidade Federal de Pelotas



SUMARIO

SR N =0 10 [0\ YOO 14
2 OBUIETIVOS ...ttt ettt e sb e s bt st et ettt nanas 16
2.1 ODJELIVO GBI ... 16
2.2 ODjJetiVOS ESPECITICOS......ciiiiiiiiiecie ettt sre et re et be e nas 16
3 REVISAO DE LITERATURA ....oooooiieeteeeeee e tes st stesase s sassassssnassessse s 17
3L FAUNG STIVESTIE ...ttt 17
3.1.1 Centros de Triagem da Fauna SilVESLIe ...........cccoiiiiii i 18
3.2 Microbiota flingica e Micoses de animais SHVESTIES ..........ccccvevevecieii e 20
BL2. L LBVEAUIAS. ...tttk bbbttt b b bbbt 21
3.3 LImMpPEza € AESINTECGAD. .....cveieiieiieiiiisie ettt ettt 25
3.3.1 DeSINTEtantes QUIMIICOS. .....cviveiiieiriiisieieie ettt sttt 27
3.3.2 Fitoquimicos cOMO deSINFELANTES .........ccoeiiriieiiee s 30
METODOLOGIA ...ttt b e bt s bt sttt et e e beesbeesbneenneeneen 35
4.1 LOCAI 0B ESTUTO ...ttt 35
4.2 Origem das AMOSTIAS ......cciiieiiiteiieiie et sre et s sr et s e st e teesresbeeteesbeste e b e steareesresteeseeseas 35
Tabelal: Origem das espécies fungicas utilizadas neste estudo..........cccccevvveveiiiiicccceenenne. 36
N g 141 10 a0 (o] = U = S PR 37
4.3.1 DesinfetanteS QUIMICOS........c.couiiiiiiieie ettt eene e 37
4.3.2 FIEOQUIMIICOS. ..ttt bbbttt sttt e bttt b et 37
4.3.3 Técnica de Microdiluicao em Caldo ..o s 37
4.4 Testes de Eficacia de Desinfetantes (CINELICA)..........ccvervrerirerineieienee s 38
4.5 TESEES TN USOD ...ttt b et s e n et b bbb nn e n e e e 39
S RESULTADOS . ...ttt bbbttt b e bt e b e e s b e e b bt e ab e e abe e sbeesaeeenneanee 41
LT N o 4110 o [0 = U - SRS 41
5.1.1 Desinfetantes QUITMICOS .......cc.ciiiieiiecieeie ettt ettt re st be et st e e b be e e sbesbe e enas 41

5.1.2 FILOQUIMMICOS. .. eveiviieiiesie ettt ettt e e e s e en e bestenbesae st et e e eneane e 43



5.2 Testes de Eficacia dos Desinfetantes (CINELICA) ........covrvrerirerinennenee s 46

5.3 TESTES TN USOD ...ttt bbb ettt b bbb 55
DISCUSSAOD .......ooieieieeeieiees ettt sttt an st n st es st n s ensanen 61
7 CONCLUSOES ..ottt ettt sttt 70
8 CONSIDERACGOES FINAIS ..ottt teeess sttt s snens 72

O REFERENCIAS ..ottt et et et et et et et etetetete e e e teseseseseseseeesees et esesetesasesasasasesesesnsenenenes 73



1 INTRODUCAO

A preocupacdo com a fauna e flora dos nossos ecossistemas vem aumentando
consideravelmente, a interferéncia humana no habitat dos animais tem acarretado serios
prejuizos ambientais e ecoldgicos gerando mortes diretas e indiretas que chegam a
culminar com ameacas de extin¢do em diversas espécies animais (CUBAS, SILVA e
CATAO-DIAS, 2007).

As causas de perda de biodiversidade sdo muitas e complexas, destacando-se
predominantemente a perda de habitat. Além deste processo, outros que comprometem
0 patriménio genético natural envolvem a caca, o tréfico ilegal de animais e plantas, a
introducdo de fauna e flora exdticas e a ocorréncia de epizootias devastadoras, em
especial aquelas nas quais patogenos adaptados aos animais domésticos ultrapassam
esta barreira e atingem a fauna selvagem (CATAO-DIAS, 2003).

Dentre os diversos agentes patogénicos capazes de produzir infeccOes estdo 0s
fungos, que podem causar sérios danos a animais silvestres e domésticos além do
homem. Sparagno e Foggett (2009) realizaram um estudo detalhado destes agentes
etiologicos apresentando os fungos clinicamente relevantes na Medicina Humana e
Veterinaria, entre eles Trichophyton mentagrophytes, Candida albicans e Malassezia
pachydermatis. Os principais registros de patégenos em animais silvestres sdo aqueles
obtidos de estudos de campo, registros de ocorréncias isoladas em clinicas veterinarias
e, sobretudo, de Centros de Triagem de Animais Silvestres. Estes locais sdo autorizados
pelo IBAMA para as finalidades de recepgdo, triagem, manutencdo, recuperacdo e
destinagdo dos animais silvestres, recebendo designagdes especificas de acordo com
suas atribuicdes (ALBANO, 2009).

Os fungos filamentosos e leveduriformes pertencentes aos géneros Aspergillus,
Candida, Cryptococcus, Malassezia e Rhodotorula sdo apontados como alguns
importantes agentes causadores de micoses oportunisticas. Estes microrganismos
apresentam maior probabilidade de causar infecgdes por serem ubiquos, podendo
manter-se no ambiente e em superficies por periodos prolongados (PFALLER e
DIEKEMA, 2007; VONBERG e GASTMEIER, 2006). A concentracdo de fungos no
ambiente depende de diversos fatores, incluindo, nimero de animais, circulacdo de
pessoas, intensidade das trocas de ar e ainda da limpeza e desinfecgdo ambiental
(FALVEY e STREIFEL, 2007).
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A limpeza e desinfeccdo de ambientes tém como meta reduzir a quantidade de
microrganismos patogénicos no ambiente de criacdo. Considera-se que nenhum
desinfetante podera exercer sua agdo com eficiéncia se ndo houver uma limpeza prévia.
Assim a limpeza e desinfeccdo sdo duas atividades sequenciais para se obter efeito
desejavel de criar um ambiente com o minimo de agressdo aos animais (MENDES et
al., 2004).

A escolha de um agente quimico desinfetante ndo é uma tarefa facil frente a grande
variedade de produtos existentes no mercado, devendo ser levado em consideracéo
fatores como espectro de atividade desejada, toxicidade, poder residual, custo,
estabilidade, e natureza do material a ser tratado. Os principais desinfetantes disponiveis
sdo alcoois, formaldeido, glutaraldeido, compostos liberadores de cloro ativo (como
hipoclorito de s6dio), compostos quaternario de amoénio (como cloreto de benzalconio),
iodoforos e biguaninas (como clorexidina). Dentre esta gama de opg¢des, ndo existe um
produto que apresente todas as caracteristicas desejadas, cada um possui vantagens e
desvantagens que devem ser avaliadas no momento da sele¢do para o uso (BRASIL,
1994; MCDONNEL e RUSSEL, 1999).

Os programas de higiene e desinfec¢do sdo essenciais no controle ambiental de
microrganismos potencialmente patogénicos aos animais nestes locais (REDIG et al.,
1993). A desinfeccdo ambiental deve ser realizada com rodizio periddico de agentes
quimicos capazes de inibir o crescimento ou eliminar esses microrganismos (KEARNS
e LOUDIS, 2003).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Verificar a suscetibilidade in vitro e in uso de diferentes espécies de leveduras

frente a desinfetantes comerciais e de fitoquimicos.

2.2 Objetivos Especificos

Verificar a acdo antifangica in vitro de diferentes desinfetantes e fitoquimicos sobre

leveduras isoladas de animais silvestres;

Determinar qual a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos desinfetantes e

fitoquimicos necessaria para uma desinfeccéo eficaz;

Verificar o tempo de exposicdo aos desinfetantes, necessario para reduzir os

microrganismos estudados;

Identificar quais serdo os desinfetantes quimicos e/ou fitoquimicos mais eficazes

para utilizacdo in uso do produto;

Detectar em teste in uso qual o tempo de a¢do necessario para a agédo eficaz de cada
produto.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Fauna Silvestre

No Brasil, os animais silvestres sdo definidos como aqueles pertencentes as espécies
nativas, migratorias e quaisquer outras, aquaticas ou terrestres, que tenham a sua vida ou
parte ocorrendo naturalmente dentro dos limites do Territorio Brasileiro e suas aguas
jurisdicionais (BRASIL, 2011). A manutencdo de animais silvestres em cativeiro
domiciliar como animais de estimacdo, em sua maioria ndo legalizados, tém sido
bastante comum no pais, embora seja considerada crime contra a fauna brasileira
(BRASIL, 2011). Os animais silvestres criados mais comumente como animais de
estimacdo sdo as aves, devido ao fato das pessoas apreciarem o0 seu canto e sua beleza.
Répteis silvestres também podem ser comumente encontrados como animais de
estimacgdo e, em menor nimero, os mamiferos (MENDES, 2011).

A maioria dos animais submetidos ao tréfico ilegal apresenta enfermidades devido
as péssimas condicdes em que sdo mantidos (LIMA et al., 2002). Taylor e Woolhouse
(2000) citam que cerca de 73% de todas as doencas infecciosas sdo zoonoses, sendo que
muitas delas possuem como reservatorios naturais animais silvestres. Embora seja
sabido que muitas das doencas infecciosas humanas previamente desconhecidas
emergiram de reservatorios silvestres, ainda sdo inimeras as lacunas quanto a sua
epidemiologia, incluindo o papel do homem e de outros animais (ACHA e SZYFRES,
2003).

Embora a preocupagdo com a fauna e flora dos nossos ecossistemas tenha
aumentado consideravelmente, a interferéncia humana no habitat dos animais continua
acarretando sérios prejuizos ambientais e ecoldgicos gerando mortes diretas e indiretas
que chegam a culminar com ameacas de extingdo em diversas espécies animais
(CUBAS, SILVA e CATAO-DIAS, 2007).

E bem sabido que a salde dos animais silvestres tem sido prejudicada pela
fragmentacdo e degradacdo de habitats, pelo isolamento de populacGes, e pela maior
proximidade com humanos e seus animais domesticos (DASZAK, et al, 2002). Animais
mantidos em cativeiro ou transportados, mesmo que por um curto periodo, podem ser
expostos a uma variedade de patdgenos, e se tornarem carreadores potenciais de
doengas infecciosas (BAKER e SOARES, 2002).
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3.1.1 Centros de Triagem da Fauna Silvestre

Os Centros de Triagem de Animais Silvestres (CETAS) por definicdo, de acordo
com a legislacdo vigente, sdo locais que tem por finalidade recepcionar, identificar,
triar, tratar e destinar os animais silvestres resgatados ou apreendidos pelos 6rgédos
fiscalizadores, assim como eventualmente receber animais silvestres de particulares que
0s estavam mantendo em cativeiro doméstico de forma irregular como animais de
estimacdo, podendo possuir outras denominagfes, dependendo de sua localizagdo
(BRASIL, 2013).

Os animais ao ingressarem nos CETAS, necessitam de cuidados médico
veterinario e de bidlogos, além de condicdes ideais de soltura no que diz respeito ao seu
habitat natural, respeitando as areas de distribuicdo geografica de cada espécie
(BRASIL, 2013).

A Uni&o Internacional para Conservagdo da Natureza (IUCN, 2002) afirma que
programas responsaveis pela reintroducdo de animais a natureza sdo processos de
empenho em longo prazo que requerem recursos humanos e financeiros substanciais, e
consequentemente, podem desviar recursos escassos de outras atividades
conservacionistas mais eficazes. Mesmo assim, a entidade faz ressalvas: em situagdes
nas quais a populacdo existente esteja severamente ameacada, a reintroducdo pode
melhorar o potencial de conservacdo da espécie como um todo. A reintroducdo traz
questdes politico-educacionais e pode ajudar a promover valores conservacionistas, e as
espécies reintroduzidas tém a possibilidade de cumprir seus papéis bioldgicos e
ecologicos. Devido aos grandes riscos que uma soltura incorreta dos animas silvestres
pode acarretar, € necessaria uma analise criteriosa dos dados do animal (APRILE e
BERTONATTI, 1996). A liberacdo de um animal deve estar sujeita a uma rigorosa
avaliacdo prévia da informacdo reunida em torno do mesmo (determinacdo de sua
especie, estado sanitario, origem, nivel de reabilitacdo, avaliacbes da area de soltura,
etc.) e da possibilidade de monitoramento do animal liberado para avaliar o trabalho
realizado (APRILE e BERTONATTI, 1996).

O destino dos animais apreendidos que ndo possuem condigdes de soltura, desde
que ndo estejam na lista oficial das espécies ameacadas de extingédo é preferencialmente,
zooldgicos, criadouros registrados no IBAMA e centros de pesquisa. Solturas devem
ser, sempre gue possivel vinculada a programas especificos de manejo para as diferentes
espécies. Animais ameagados de extingdo sdo tratados de maneira especial, caso a caso,
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seguindo recomendacbes de comités nacionais e internacionais, quando existentes
(BRASIL, 2013).

Em Pelotas, o Nucleo de Reabilitacdo da Fauna Silvestre e o Centro de Triagem
de Animais Silvestres sdo orgdos da Universidade Federal de Pelotas, vinculados ao
Instituto de Biologia e servem para atividades de Ensino, Pesquisa, Extensdo. Suas
infraestruturas estdo localizadas no Campus Universitario do Capdo do Ledo, sendo
administradas por um Colegiado Administrativo e comportam até aproximadamente mil
animais, estando preparadas para a recep¢ao de aves, mamiferos e répteis. Seu principal
fluxo de entrada de animais silvestres corresponde ao atendimento dos Agentes de
Policiamento Ambiental, Policia Civil e Federal, IBAMA, além de um aporte menor
decorrente de entregas voluntarias (ALBANO, 2009).

Atendem uma demanda de aproximadamente cinco mil animais, sendo o
principal grupo o das aves (84,78%), seguido dos mamiferos (11,99%) e depois pelos
répteis (3,07%) (Figura 1) (ALBANO, 2009).
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Figura 1. Representacdo do aporte de animais silvestres pertencentes a fauna silvestre brasileira atendido
pelo NURFS-CETAS/UFPEL no periodo entre os anos de 2000 a 2008

Fonte: Banco de Dados - GOL-FAUNA NURFSCETAS/ UFPEL - Dez. 2008 e
http://www.ufpel.edu.br/ib/nurfs

Entre os principais espécimes recebidos de cada grupo, encontramos Paroaria
coronata (cardeal vermelho) nas aves; Didelphis albiventris (gamba-de-orelha-branca)

nos mamiferos e Trachemys dorbigni (tigre-d’agua) nos répteis. Dentre os animais
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recebidos para atendimento é importante destacar o recebimento de espécies ameacadas
de extin¢do em diferentes niveis (Estado do Rio Grande do Sul, Brasil e no mundo),
entre elas Sporophila collaris (coleiro-do-brejo) e Leopardus geoffroyi (gato-do-
matogrande) (ALBANO, 2009).

3.2 Microbiota fungica e Micoses de animais silvestres

A microbiota fangica que compbe a superficie corpdrea dos seres vivos €
constitutivamente dindmica, ou seja, sofre periodicamente, mudancas qualitativas e/ou
quantitativas. Essas mudancas decorrem, em grande parte, de fatores ambientais, como,
localizagdo geogréfica, sanidade e condi¢bes climaticas como temperatura e o tempo de
exposicdo a luz ultravioleta (ARAUJO et al., 2003).

As infecgdes fungicas em animais silvestres, dependendo do agente causal,
podem ser extremamente patogénicas e contagiosas ndo apenas entre 0s animais, mas
também entre os homens. As informacBGes na literatura sobre as prevaléncias dos
agentes causais destas enfermidades ainda ndo permitem tracar perfis das principais
espécies patdgenas que acometem estes animais, principalmente no Brasil. Desta forma,
a identificacdo fungica em um processo de doenca nestes animais deve ser sempre
efetuada para fins de conhecimento (GOULART, 2004).

Os fungos sdo importantes agentes etiologicos de enfermidades em aves
silvestres e outros animais, causando trés tipos basicos de doencas: micoses (invasdo
direta dos tecidos), doencas alérgicas que envolvam o desenvolvimento de uma
hipersensibilidade do hospedeiro aos antigenos flngicos, e micotoxicoses (FRIEND et.
al, 1999). A maioria dos agentes fungicos é comumente encontrada no ambiente e a
resisténcia do hospedeiro € o principal determinante da ocorréncia da doenca. Infeccbes
oportunistas ocorrem principalmente em animais silvestres imunodeprimidos, tendo a
inalacdo como a principal rota de infeccdo para a maioria dos fungos. Dentre as
principais micoses que afetam as aves silvestres destacam-se a aspergilose e a
candidiase (FRIEND et. al, 1999).

Estes patdgenos costumam causar serios danos a animais silvestres e domésticos
além de poder acometer o homem. Marinho et al (2010), realizaram estudos com
excretas de aves da familia dos Passeriformes, isolando alguns fungos que classificaram

como componentes da microbiota desses animais entre eles:  Penicillum spp.,
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Trichosporum spp., Geotrichum spp., Candida spp., Aspergillus spp., Criptococcus
gatti e C. neoformans. Outro estudo sobre microbiota fungica da pele, pelos e conduto
auditivo de macacos clinicamente saudaveis, provenientes do reservatério de Manso no
Mato Grosso do Sul, relata o crescente interesse em ecologia e conservacao da fauna
silvestre. Neste estudo foram encontrados Curvularia sp., Drechslera sp., Penicillium
sp., Cladosporium sp, Aspergillus sp., Fusarium sp., Rhodotorula sp. e Malassezia
pachydermatis (AVILA,2 2008). Foi realizado também um estudo sobre a identificagio
de fungos da microbiota do meato acustico externo de macacos (Macaca mulatta) onde
foram isolados: Aspergillus sp., Candida sp., Cladosporium sp., Rhodotorula spp.,
Penicillium sp., Trychophytum verrucosum, Epidermophyton flocosum, e Scopulariopsis
sp. (BROTTO et al., 2005).

A identificacdo das espécies fungicas que fazem parte da microbiota em animais
saudaveis é condicdo primordial para o reconhecimento dos microrganismos causadores
de processos patoldgicos, um exemplo do assunto pode ser verificado no estudo sobre
um gambéa-de-orelha-branca (Didelphis albiventris), um mamifero marsupial
comumente encontrado no Brasil inteiro que vive em diversos ecossistemas, além de se
adaptar bem a areas urbanas. O animal foi acometido por malasseziose causada pela
levedura Malassezia pachydermatis, levedura comensal e patégeno oportunista de
animais domésticos e silvestres (ALBANO et al. 2011). A aspergilose em pinguins,
doenca causada por fungos do género Aspergillus sp. durante a recuperacdo de animais
marinhos, foi descrita por Xavier et al. (2008).

Assim como o isolamento de Microsporum gypseum em meato acUstico externo
de felinos em cativeiro (BENTUBO et al., 2006). Albano et al. (2011 a) descreve um
estudo sobre a microbiota fangica de felideos silvestres higidos encaminhados a centros
de triagem no Rio Grande do Sul e Mato Grosso do Sul, onde foram encontradas as
seguintes espécies fungicas: Aspergillus spp. Geotrichum spp. Penicillium spp.
Trichophyton sp., M. pachydermatis, Candida sp. e Scopulariopsis sp.

3.2.1 Leveduras

Dentre as leveduras que tém sido isoladas dos animais silvestres destacam-se:

3.3.1.1 Género Geotrichum
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O género Geotrichum pertence a subdivisdo Deuteromycotina, classe
Hyphomycetes, ordem Saccharomycetales, familia Endomycetaceae (LACAZ et al.,
2002). Foi descrito por PERSOON, em 1822, apresentando colonias com crescimento
muito rapido, com tempo de maturacdo de dois a quatro dias. Na macromorfologia,
evidenciam-se col6nias com textura glabra seca, com tonalidade branca ou branco-
amarelada e com relevo cerebriforme na parte central. Algumas cepas podem produzir
um revestimento algodonoso baixo, de tom branco. O reverso das coldnias é branco ou
bege, ndo produzindo pigmento difusivel no meio (SIDRIM e ROCHA, 2004).

Geotrichum spp. sdo componentes da microbiota da pele e trato digestivo de
humanos e de algumas espécies animais, sendo relacionados a quadros de infeccdes
oportunistas, principalmente em pacientes imunodeprimidos, ocorrendo acometimento
pulmonar, digestivo ou de mucosas. Em alguns pacientes, podem ser observados
quadros septicémicos, com comprometimento de varios 6rgdos. (SIDRIM e ROCHA,
2004).

A espécie G. candidum é o agente de infecgdes oportunisticas com lesdes
pulmonares mais frequentes, sendo causador da geotricose. Geralmente é isolado do
leite, frutas e outros vegetais. Sendo descrito um caso de geotricose em cdo em 1980,
causando lesbes pulmonares, bronquicas e ganglionares. (LACAZ et al., 2002).

Geotrichum spp. foi isolado em 2,8 % das 36 amostras isoladas das excretas de
Passeriformes, a fim de avaliar a participacdo das aves mantidas em criadouros na
epidemiologia de doencas infecciosas como a criptococose, e aspergilose, verificando
consequentemente a manutencdo e propagacdo de patdgenos no meio ambiente
(MARINHO et al., 2010)

Galindo, 2012 isolou entre outras leveduras, Geotrichum sp. da cavidade oral de
lagartos da espécie Tropidurus hispidus, ao avaliar a diversidade e frequéncia da

microbiota flngica e analisar o potencial zoondtico nesses animais.

3.2.1.2 Género Candida

O género Candida, atualmente, esta classificado na subdivisdo Deuteromycotina,
classe Blastomycetes, ordem Moniliales, familia Cryptococcaceae, possui ampla
distribuicdo no ambiente e, frequentemente coloniza pele e mucosas, como a cavidade
oral, trato gastrointestinal e mucosa genital de mamiferos. E formado por leveduras com
reproducdo assexuada, através da formacdo de blastoconideos, pseudohifas e,
ocasionalmente, hifas verdadeiras. No entanto, algumas espécies do género como C.
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guilliermondii e C. krusei ja ttm a forma sexuada ou teleomorfa conhecida e sdo
classificadas na subdivisdo Ascomycotina, classe Hemiascomycetes, ordem
Endomycetales, familia Saccharomycetaceae, género Pichiae género Issatchenkia,
respectivamente (CLEFF et al., 2005; SIDRIM e ROCHA, 2004; LACAZ et al., 2002).

Apresenta coldnias brilhantes ou opacas, textura cremosa com bordas regulares
ou irregulares, de coloracdo branca a creme e odor de levedo. Na microscopia
caracterizam-se por blastoconidios esféricos (8-12 um) ou levemente ovais (6 — 10 pm
X 3,6 — 6 um), paredes finas e auséncia de capsula, sendo que algumas espécies
apresentam clamidoconidios terminais ou intercalares (LACAZ et al., 2002; SIDRIM E
MOREIRA, 1999).

Leveduras do género Candida pertencem a microbiota de mucosas e pele de
mamiferos, sendo descritas, em todo o mundo, como agente etiolégico de micoses
oportunistas em diversas espécies de animais domésticos e silvestres (CLEFF et. al.;
2005; MORETTI et al., 2004; LACAZ et al., 2002; SIERRA et al., 2000; RAPOSO et
al., 1996).

C. albicans é considerada comensal de regides mucocutaneas, trato digestorio e
genital de humanos, mamiferos e aves. Podendo estar envolvida em alguns casos de
lesbes cuténeas, unhas e trato respiratorio, assim como desencadear infeccdo fungica
sisttmica (KWON-CHUNG e BENNETT, 1992). Estudos indicam que esta espécie,
estd associada a infec¢cbes humanas (ANTUNES et al., 2004), juntamente com a C.
tropicalis e C. parapsilosis, que sdo causadoras de onicomicoses e candidemia,
respectivamente (MEDRANO et al., 2006).

Estudos tém relatado a presenca de leveduras nas méos de agentes da satde que
trabalham em UTI (NASCENTE et al., 2007), além de cateteres umbilicais de recém-
nascidos internados na UTI neonatal, alertando a possibilidade da ocorréncia de
infeccBes fungicas sistémicas em pacientes internados em ambientes hospitalares
(FERNANDES et al., 2007).

Ao longo das ultimas décadas as leveduras da microbiota de animais conferiram
maior importancia na micologia médica, em particular criptococose e candidiase,
relatadas com maior frequéncia, especialmente em pacientes imunocomprometidos
(VELASCO, 2000).

Em relacdo a animais silvestres estes agentes tém sido isolados de Cebusapella
(macaco-prego) causando candidiase cutanea (CLEFF et al., 2008). Microbiota de aves
e mamiferos silvestres em reabilitacdo (ALBANO, 2009). Em aves, o Género Candida
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ja foi isolado também da cavidade oral, no eséfago, no inglavio, proventriculo, olhos e
sistema reprodutivo (CAFARCHIA et al, 2008, CAFARCHIA et al., 2006;
FULLERINGER et al., 2006). Em c&es, este género também ja foi isolado do tegumento
e das mucosas (CLEFF et al., 2005; GUILLOT et. al, 1996).

3.2.1.3 Género Rhodotorula

O género Rhodotorula esta classificado na subdivisdo Deuteromycotina, classe
Blastomycetes, familia Cryptococcaceae e ordem Cryptococcales. Em Agar Sabouraud
dextrose com cloranfenicol a 28-37°C, as coldnias apresentam-se lisas, mucdides,
brilhantes, arredondadas de coloracdo résea ao avermelhado devido aos pigmentos
carotendides (BISWAS et al., 2001).

Rhodotorula spp. é saprobio de ambientes domésticos e comensal de pele Gmida.
Pode ser isolada como contaminantes da pele ou de ambientes e sdo raramente isoladas
de material clinico do trato urinério e Ulceras (GREENE e HANDLER, 2006). R. rubra
e outras espécies raramente tém sido isoladas de pacientes com doenga grave no estagio
terminal. Entretanto, dos casos registrados, a maioria foi causada pela espécie R. rubra,
cuja presenca foi observada em infecgdes fatais de pulméo, rins e SNC (LACAZ et al.,
2002). Rhodotorula spp. ja foi isolada das méos de agentes da salde que trabalham em
Unidade de Terapia Intensiva (UTI) (NASCENTE et al., 2007).

3.2.1.4 Género Trichosporon

O género Trichosporon pertence a subdivisdo Deuteromycotina, classe
Basidiomycetes, e foi criado em 1890, recebendo esta denominacdo devido a serem
fungos causadores de micoses superficiais em humanos (Trichos= pélos e sporon=
esporos). Este género, assim como a espécie Trichosporon beigelli, foi descrito
originalmente a partir da observagéo clinica de pacientes com nddulos em cabelos e
pelos (LACAZ et al., 2002; WATSON e KALLICHURUM, 1970).

O fungo estd amplamente distribuido na natureza, sendo encontrados
predominantemente em zonas tropicais e temperadas. Encontrado em materiais
procedentes do meio ambiente, principalmente no solo, madeiras em decomposicao e
superficie corporea de seres humanos e animais, como mamiferos e aves (SHAREEF et
al., 2008).

Trichosporon asahii tem sido a espécie mais relacionada a infec¢Bes invasivas,
seguida por T. mucoides e T. inkin (MADARIAGA et al., 2003). Além dessas, T.
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cutaneume e T. ovoides sdo também consideradas espécies que essencialmente ocupam
nichos ecoldgicos ndo vertebrados, mas que possuem habilidade relativamente

pronunciada de sobreviver em tecidos de organismos vertebrados (De HOOG; 1996).

3.2.1.5 Género Cryptococcus

O Género Cryptococcus estd classificado no Reino Fungi, subdivisdo
Deutoromycota, classe Bastomycetes, familia Cryptococcaceae, género Cryptococcus. E
uma enfermidade micética, subaguda ou crbnica, que acomete a cavidade nasal, tecidos
paranasais e pulmdes, podendo disseminar-se para o sistema nervoso central (SNC),
olhos, pele e outros 6rgdos, ocorrendo no homem, animais domésticos e silvestres
(MEIRELES & NASCENTE et a., 2009).

Este género comporta mais de 38 espécies, duas das quais sdo consideradas
potencialmente patogénicas, Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gatti agentes
etiologicos da criptococose, uma micose grave que tem tido uma crescente importancia
nas Ultimas décadas. A infeccdo causada por C. neoformans ocorre preferencialmente
em individuos imunocomprometidos, enquanto C. gattii também acomete individuos
imunocompetentes (FARIA, et al., 2010).

Dentre as micoses sistémicas, a criptococose se destaca pela dificuldade no
tratamento, gravidade e alta mortalidade em animais e humanos com envolvimento do
SNC. Essa enfermidade vem assumindo papel relevante por ser considerada uma das
micoses mais comuns em pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Humana
Adquirida (SIDA). Em medicina veterinéria, € reconhecida como a micose sistémica de
maior ocorréncia na clinica de felinos, tornando-se mais grave em animais que estdo
sendo submetidos a quimioterapia, tratamento prolongado com corticosterdis e
enfermidades imunodepressivas, como a leucemia felina (FeLV) e a sindrome da
imunodeficiéncia felina (FIV) (LACAZ 2002).

3.3 Limpeza e desinfecgéo

A desinfeccdo é o conjunto de medidas empregadas para impedir a entrada e
crescimento de microrganismos em um ambiente ou estrutura, tornando-os livres de
agentes infecciosos, com o uso de substancias desinfetantes ou outras formas fisicas de
desinfeccdo (SPINOSA et al., 2006). Os desinfetantes sdo substancias usadas para

destruir todas as formas vegetativas de microrganismos em superficies ou objetos
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inanimados, mas esse processo ndo promove a esterilizacdo do material (SPINOSA et
al., 2006).

Cabe aqui ressaltar, que ndo se deve confundir limpeza com desinfeccgéo,
limpeza é a remocdo mecanica de sujidade. E realizada pela aplicacdo de energia
mecanica (friccdo), quimica (solucbes detergentes, desincrostantes ou enzimaticas) ou
térmica. O emprego associado de todas estas formas de energia aumenta a eficiéncia da
limpeza (CYRILLO, 2012). Sendo que a desinfeccdo é a eliminacdo ou remoc¢do de
todos 0s microrganismos na forma vegetativa, independente de serem patogénicos,
presentes em artigos e superficies inanimadas. Eventualmente ocorre remocdo de
esporulados, mas quanto a estes ndo é possivel quantificar (NOGAROTO e PENNA,
2006).

A limpeza e desinfeccdo de ambientes tém como meta reduzir a quantidade de
microrganismos patogénicos no ambiente de criacdo. Considera-se que nenhum
desinfetante podera exercer sua agdo com eficiéncia se ndo houver uma limpeza prévia.
Assim a limpeza e desinfeccdo sdo duas atividades sequenciais para se obter efeito
desejavel de criar um ambiente com o minimo de agressdo aos animais (MENDES et
al., 2004). Sendo assim, os programas de higiene e desinfec¢do sdo essenciais no
controle ambiental de microrganismos potencialmente patogénicos aos animais
(LAGNEAU e HOUTAIN, 2001).

Antes de proceder a desinfeccdo é importante que se faca uma limpeza prévia do
local ou material a ser desinfetado, pois além da maioria dos desinfetantes, diminuirem
a sua acao em presenca de matéria organica, este procedimento elimina mecanicamente
grande quantidade de microrganismos presentes no local. A limpeza permite uma acgéo
direta e mais eficiente do desinfetante sobre os microrganismos presentes na superficie a
ser desinfetada (ANDRADE, 1988).

A desinfeccdo deve ser realizada com rodizio peridédico de agentes quimicos
capazes de inibir o crescimento microbiano ou eliminar esses microrganismos, visando
a reducdo principalmente na concentracdo de conidios fangicos inalados pelos animais
(KEARNS e LOUDIS, 2003).

Um bom programa de limpeza e desinfeccdo é a base para uma boa salde
animal, uma vez que, em condic¢des de confinamento, a gravidade e a ocorréncia das
enfermidades estdo diretamente relacionadas a contaminacdo do ambiente. Um
programa efetivo de biosseguridade é uma excelente maneira de manter os sistemas de

producdo livres ou controlados, no que diz respeito & presenca de microrganismos para
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risco a saude publica e de grande impacto econémico (SOBESTIANSKY, 2002; SESTI,
2004).

Microrganismos patogénicos podem ser introduzidos de reservatorios silvestres
nas cidades. Por isto, os protocolos de limpeza e desinfeccdo sdo componentes
essenciais de qualquer programa de biosseguridade, buscando conter ou reduzir ao
maximo possivel a disseminagédo de doencas (GREZZI, 2007).

A resisténcia € um fendmeno determinado geneticamente e deve ser diferenciado
da adaptacdo fenotipica que ndo é hereditaria. A adaptacdo pode ser evitada atraves de
um rigoroso programa de limpeza e desinfeccdo, evitando o uso de desinfetantes em
concentracOes inferiores as concentragfes recomendadas. O uso de desinfetantes para
evitar o desenvolvimento de resisténcia tem sido amplamente discutido na comunidade
cientifica mundial j& que esse possui mecanismo inespecifico de acdo. O essencial €
usar produtos de forma certa na concentracao certa e na dose necessaria para obter os
resultados esperados (GREZZI, 2007).

3.3.1 Desinfetantes quimicos

A escolha de um agente quimico desinfetante ndo é uma tarefa facil frente a
grande variedade de produtos existentes no mercado, devendo ser levado em
consideracdo fatores como espectro de atividade desejada, toxicidade, poder residual,
custo, estabilidade, e natureza do material a ser tratado. Os principais desinfetantes
utilizados sdo alcoois, formaldeido, glutaraldeido, compostos liberadores de cloro ativo
(como hipoclorito de sédio), compostos quaternario de aménio (como cloreto de
benzalconio), iodoforos e biguaninas (como clorexidina). Dentre esta gama de opcdes,
ndo existe um produto que apresente todas as caracteristicas desejadas, cada um possuli
vantagens e desvantagens que devem ser avaliadas no momento da selecdo para o uso
(BRASIL, 1994; MCDONNEL e RUSSEL, 1999).

3.3.1.1 Compostos do Amonio Quaternario (Quaternario de Amonio/ Pinho)

Os compostos de quaternario de aménio sdo agentes tensoativos catibnicos com
boa atividade germicida, porém pobre capacidade de atuar como detergente
(GERMANO e GERMANO, 2001). Tem atuacdo limitada em presenca de matéria
organica e em superficies com restos de sabdes e detergentes aniénicos (MENDES et
al., 2004).
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Inicialmente os compostos quaternarios de amonio vao causar deshaturacao e
precipitagdo de proteinas da membrana celular e do citoplasma das bactérias liberando
nitrogénio e potassio das células, eles ainda quebram os complexos lipoprotéicos da
célula bacteriana liberando enzimas autoliticas (SPINOSA et al.,, 2006). Nao foi
encontrado na literatura consultada (PUBMED, PORTAL CAPES), 0 mesmo processo
referente as leveduras, mas acredita-se que ocorra da mesma forma.

As vantagens dos surfactantes cationicos é que ndo sdo, em geral, irritantes para
a pele e tecidos, nem corrosivos para metais, tém baixa toxicidade e sdo inodoros.
Podem ser usados em solugbes com agua e alcool, e em temperaturas altas, possuem
boa atividade germicida em pH alcalino (SPINOSA et al., 2006).

Véarios mecanismos de acdo associados parecem estar relacionados com a
atividade germicida dos compostos quaternario de amonio, tais como: inibi¢do
enzimatica (ANDRADE e MACEDO, 1996), desnaturacdo de proteinas celulares
essenciais e ruptura da membrana celular com vazamento dos constituintes celulares
(DASHNER, 1997). Segundo Nagai et al. (2003), quando uma bactéria e exposta a
acao de um composto quaternario de aménio, como cloreto de benzalconio, ocorre a
adsorcdo do agente biocida na superficie bacteriana, difusdo através da parede celular,
desorganizacdo da membrana citoplasmatica, liberacdo de constituintes citoplasmaticos

e morte da célula bacteriana.

3.3.1.2 Hipoclorito de Sédio

Os hipocloritos sdo os compostos de cloro mais antigos e mais amplamente
utilizados no campo da desinfeccdo quimica, pois sdo germicidas poderosos, de amplo
espectro antimicrobiano, ndo sdo prejudiciais nas concentragdes comercializadas, sem
residuos nocivos, nem alteracdo na cor e na solugéo, e por serem de facil manuseio e
baixo custo (BLOCK, 1991).

Os efeitos esporocidas sé@o conseguidos somente com altas concentragcdes de
cloro e sua atividade biocida é diminuida na presenga de matéria organica (COTTONE
e MOLINARI, 1987; RUTALA e WEBER, 1997).

O cloro foi utilizado inicialmente, como alvejante na inddstria téxtil. Em 1908,
foi introduzido o uso do cloro, na purificagdo da agua consumida pela populagdo dos
Estados Unidos. Pode ser utilizado como desinfetante, sob as formas de gas, compostos
inorganicos, e os organicos. S&o amplamente usados na industria de laticinios e nas

propriedades produtoras de leite para desinfeccdo de equipamentos, utensilios de
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ordenha e higienizacdo do Ubere dos animais antes da ordenha (ANDRADE, 1988).
Quando estes produtos estdo em solucdo aquosa, apresenta capacidade de penetrar na
célula bacteriana e destrui-la. O hipoclorito é considerado como desinfetante universal
para a agua, e a parte que permanece nesta, apés periodo de acdo média de 20 minutos,
constitui o cloro livre, de grande poder desinfetante. Os hipocloritos desinfetam
superficies limpas. Quando ha consideravel residuo de matéria orgénica e/ou minerais,
estas se combinam a solucdo de cloro, dando origem ao cloro combinado, que apresenta
baixa acdo desinfetante (HOFFMANN, 1995).

3.3.1.3 Digluconato de Clorexidina

Dentre os agentes desinfetantes, as biguanidas, como a clorexidina, se destacam
principalmente pela baixa toxicidade, amplo espectro e suas propriedades inodoras,
incolores e ndo corrosivas (MCDONNELL e RUSSELL, 1999).

A clorexidina € um composto quimico biguanidico catibnico com molécula
simétrica, consistindo de dois anéis 4—clorofenil e dois grupos biguanida conectados por
uma cadeia de hexametileno central (1,1°-hexametilenobis {5—(4-p-clorofenil)
biguanida)} (MARTINDALE, 2007). Foi sintetizada em laboratério em 1954 por
Davies, Francis, Martin, Rose e Swain e aprovada para uso nos Estados Unidos em
1976 (SILVA et al., 2000).

A clorexidina é um desinfetante ndo especifico de segunda geracdo e
conservante. Embora seja bactericida de uso topico com largo espectro de acdo, sua
eficacia difere em relagdo aos tipos de microrganismos. E efetiva contra bactérias
Gram-positivas e menos eficaz para bactérias Gram-negativas, fungos e algumas
espécies de Proteus. Quanto aos virus, possui atividade apenas para alguns tipos de
virus envelopados, entre eles virus da hepatite, herpes simples, HIV, citomegalovirus,
influenza e virus sincicial respiratorio. Para as micobactérias, a clorexidina apresenta
minima atividade; contra endosporos e cistos de protozoarios a atividade é nula
(MARTINDALE, 2007; WEBER et al., 2007; TORTORA et al., 2006).

De acordo com a literatura, o uso da clorexidina é bastante amplo e tem sido
empregada para limpeza de superficies, equipamentos e roupas em hospitais,
consultdrios odontoldgicos e outras unidades de satde (GAJADHAR et al., 2003); para
antissepsia da pele e mucosas; para tratamento de feridas e queimaduras. Combinada a
um detergente ou alcool, é usada para escovacao cirdrgica das maos e preparo pré-
operatorio da pele em pacientes (TORTORA et al., 2006).
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Agentes quimicos a base de digluconato de clorexidina sdo amplamente
utilizados na pratica odontoldgica e antissepsia, porém sua aplicagdo como desinfetante
ambiental é limitada. No experimento realizado por Xavier et al. (2008), onde avaliou a
eficacia da clorexidina-cetrimida na desinfeccdo ambiental contra Aspergillus spp., este
agente quimico foi escolhido principalmente devido a necessidade de aplicacdo em
instalacbes com a presenca de animais, tendo em vista que 0s produtos mais
frequentemente utilizados para desinfec¢do de ambientes internos, como hipoclorito de
sodio e amOnia quaternaria, sdo irritantes para mucosas e pele, e a amdnia quaternaria
ainda é passivel de contaminacao, podendo carrear e disseminar microrganismos para o
ambiente (MCDONNELL e RUSSELL, 1999).

3.3.2 Fitoquimicos como desinfetantes

Embora, desde a antiguidade os povos utilizem plantas na conservacdo de
alimentos, o estudo sistematico das plantas como antibioticos é relativamente recente.
Diversos condimentos como alho, orégano, tomilho e muitos outros, tém demonstrado
atividade antimicrobiana, explicando a sua utilizacdo histérica (CARVALHO et al.,
2004).

Na natureza encontram-se muitos compostos complexos organicos, de origem
vegetal, com caracteristicas antimicrobianas. Os compostos produzidos pelo
metabolismo secundério das plantas podem deter importantes acdes na protecdo contra
patdgenos, seja por sua acdo bactericida, ativadora de rotas e mecanismos de defesa
(BONALDO, 2004). Este mecanismo de defesa quando induzidos pelo tratamento com
agentes de qualquer natureza (bioticos ou abioticos, organicos ou nao, entre outros), séo
capazes de desencadear uma resposta na planta, atuando como indutores de resisténcia,
ou seja, elicitores. (MAZARO, 2005). Alguns desses ligam-se aos receptores
especificos na membrana das células vegetais desencadeando mudangas metabdlicas,
que resultam na producdo de fitoalexinas (RAVEN, 2001).

Vaérios estudos tém comprovado o efeito do sinergismo de extratos de 6leos
essenciais de plantas que atuam como fungicidas naturais e, um namero significativo
destes constituintes tém se mostrado eficaz (CHAO e YOUNG, 2000).

Sartoratto et al. (2004) avaliaram 6leos essenciais de oito plantas aromaticas
utilizadas no Brasil e encontraram atividade antibacteriana e/ou anti-Candida em todas

elas. Aloysia triphila e Thymus vulgaris foram as plantas que apresentaram CIM mais
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baixa frente a maioria das bactérias utilizadas enquanto que Mentha piperita foi a mais
ativa frente & Candida albicans. Nenhuma atuou sobre Staphylococcus epidermidis ou
Pseudomonas aeruginosa.

Em geral, os principios ativos das plantas medicinais com atividade
antimicrobiana resultam do metabolismo secundario destas e acumulados em um ou
varios dos seus tecidos. De uma forma geral, as plantas sdo capazes de produzir mais de
100.000 desses produtos naturais de baixo peso molecular. Os metabdlitos secundarios
se diferenciam dos primarios por ndo serem essenciais para a vida da planta. Dentre os
grupos quimicos mais comumente relacionados com atividade antimicrobiana, estdo
derivados fendlicos - 6leos essenciais, flavondides, quinonas, taninos, alcaldides e
outros e alguns compostos enxofrados (DIXON, 2001; DOMINGO e LOPEZ-BREA,
2003; SIMOES et al., 2004).

3.3.2.1 Extrato de Eucalipto (Eucalyptus sp.)

O eucalipto é originario da Australia e Tasmania. Existem mais de 400 espécies
de Eucalyptus spp. Sdo utilizados na producdo de bosques para comércio (celulose,
madeira e lenha), e como sombra e corta vento no campo. Também, é mais utilizado
como medicinal (DEL VITTO et al., 1998; LORENZI e MATOS, 2002).

Sdo arvores de grande porte, alcancado até 60 metros de altura. Possuem folhas
coridceas opostas, com dois tipos morfolégicos diferentes, as dos ramos jovens sdo
azuladas, largas e peltadas, enquanto que as dos ramos maduros Sao estreitas,
lanceoladas ou em forma de foice. Apresenta flores e botdes florais solitarios na axila
das folhas. Os frutos sdo operculados, medindo até 1,5 cm de comprimento (LORENZI,
2000).

O ché das folhas e casca é considerado antisséptico pulmonar, intestinal, anti-
asmatico, hemostatico, febrifugo e anti-catarral. Do 0Oleo extrai-se o eucaliptol ou 1,8-
cineol, principio ativo que possui atividade antimicrobiana (ALBUQUERQUE, 1989;
DEL VITTO et al., 1998). Franco e Fontana (2004) registraram a indicagéo popular para
friccdo ou compressa em nevralgias de origem reumatica, ciatica, nas articulaces ou
nas costas. Além dessas, Balbachas (1963) ressalta que o eucalipto é um bom
antisséptico. Aplica-se exteriormente para lavar feridas e Ulceras. Utilizado no
tratamento de malaria na Venezuela (CARABALLO et al., 2004).

A atividade antimicrobiana tem sido demonstrada para varias espécies de
Eucalipto. Kumar et al. (1988) avaliou a atividade antimicrobiana de dleos essenciais de
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24 espécies de eucaliptos e encontraram diferencas na atividade entre essas espécies.
Pattnaik et al. (1996) demonstraram a acdo antimicrobiana do dleo essencial do
eucalipto sobre 22 espécies bacterianas e onze de 12 fungos testados.

Takahashi et al. (2004) demonstraram a atividade antimicrobiana de extrato
metanolico de varias espécies de Eucalipto, sendo os mais eficazes E. globulus, E.
maculatae E.botyroides. Atuando contra Gram positivos, Pseudomonas putidae
Tricophyton mentagrophytes, mas nenhum dos extratos atuou sobre E. coli.

Quanto a efeitos toxicos ou citotoxicos, alguns relatos em humanos de
intoxicacdo ja foram publicados. Dentre esses casos, predominam as intoxicacdes por
vaporizacdo, reacOes alérgicas ao polen e ingestdo de grandes quantidades de oleo
essencial por criangas. Estas informacdes em animais ndo sdo disponiveis (BORAL et
al., 2004).

3.3.2.2 Oleo de Hortela-pimenta (Mentha piperita)

O género Mentha é originario da América do Norte, da Asia e da Europa. De
suas origens relativamente frias, a menta se disseminou pelo globo, sofrendo
hibridacbes naturais, mutacdes e variacbes, dando oportunidade ao surgimento de
numerosas espécies, acabando assim por dificultar a correta identificacdo das inimeras
variedades e espécies, mesmo por especialistas (BRILHO, 1963).

As folhas de Horteld-pimenta sdo oval-lanceoladas e serrilhadas, de cor verde a
arroxeada, um tanto pilosas e tém um forte aroma refrescante. De seu 6leo essencial se
extrai 0 mentol, seu composto antimicrobiano. As flores sdo numerosas e roxas e se
apresentam em inflorescéncias terminais do tipo espiga (MAIA, 1994). Planta utilizada
desde a antiguidade, pelos egipcios, hebreus, gregos, medievais, romanos e americanos,
com sua origem confundida com os mitos. Aparece em todas as listas de ervas da
antiguidade (OKA e ROPERTO, 2007).

O oleo essencial de menta e 0 mentol podem ser usados numa infinidade de
outros produtos, pois seu efeito sobre os microrganismos pode ser aproveitado de varias
maneiras (MAIA, 1994). Singh et al. (1993) demonstraram o efeito fungicida e

fungistatico desse 6leo sobre 23 espécies de leveduras.

3.3.2.3 Oleo essencial de Pinho
O Pinus sp. € nativo, na sua maioria do Hemisfério Norte. Na América do Norte,
possui diversidade mais alta que no México e Califérnia. Na Eurasia, ocorrem desde
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Portugal e leste da Escocia até o extremo oriental da Russia, Japdo, norte da Africa. No
Himalaia relata-se uma espécie formando a floresta de coniferas subtropical, o (Pinheiro
de Sumatra) que ja cruzou o Equador em Sumatra. Os pinheiros sdo também plantados
extensivamente em muitas partes do Hemisfério Sul (RICHARDSON, 1998).

O Pinus sp. também conhecido como, pinho-comum, pinos ou pinho-americano
(LORENZZI, et al., 2003), pode atingir até 30 metros de altura (FREITAS, 2007) e um
metro de didmetro (ARALDI et al., 2008). Esta espécie conifera e tipica da América do
Norte, amplamente difundida em regides de industrias madeireiras em todo o planeta
(ODUM, 1988), tendo também sua aplicacdo na producdo de resina (CARVALHO,
2007), e confecgéo de tintas, adesivos entre outros (CARVALHO, 2007).

O 6leo essencial de pinho, oriundo de algumas espécies de Pinus e composto em
sua maioria por monoterpenos como o € B-pinenos, 2-carenos, a-felantrenos entre
outros (WAGNER & WISENAUER, 2006). Além de desinfetar e desodorizar
(ROBBERS, 1997), tem aplicabilidade como diurético, estimulante, descongestionante,
tonico e na aromaterapia (OLIVEIRA, 2008). Como qualquer outro 6leo essencial, pode
desencadear reacdes alérgicas ou irritacdes locais, sendo que em altas concentracdes
pode causar inflamacdes renais (WAGBER e WISENAUER, 2006).

3.3.2.4 Oleo de Castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa)

A classificacdo boténica € descrita em: Divisdo: Angiospermae— Classe:
Dicotiledbnea— Ordem: Myrtiflorae— Familia: Lecythidaceae —  Género:
Bertholletia— Espécie: excelsa. A familia tem 325 tipos de arvores nos tropicos
americanos, divide-se em 15 géneros, em que o Bertholletia € dominante com 75
espécies (BRASIL, 2002).

O 6leo da Castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa) é obtido pela prensagem das
sementes, ou atraves do uso de solvente, e tem sido utilizado no enriquecimento de
alimentos industrializados de forma a promover a sua qualidade. Novos métodos para
purificacdo, acidificacdo e extracdo tém sido testados além da tradicional prensagem
(PACHECO, 2007). De acordo com a composic¢do nutricional da Castanha-do-Brasil, 0s
componentes mais abundantes sdo os lipidios, seguidos pelas proteinas, carboidratos e
fibras, de forma que o valor energético ¢é bastante elevado (MOODLEY et al., 2007). E
importante ressaltar que os niveis dos nutrientes diferem com o tamanho da castanha,

sua variedade e origem.
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Além da aplicacdo na formula de cosméticos, o 6leo também pode ser utilizado
em adicdo a meios especificos, como fonte de carbono para microrganismos,
propiciando a producdo de substancias biosurfactantes, que devido a importancia

ecologica, sdo mais aceitos que os surfactantes sintéticos (COSTA et al., 2006).



METODOLOGIA

4.1 Local de Estudo

O projeto foi desenvolvido na Universidade Federal de Pelotas. Os testes de
Microdiluicdo em Caldo e os testes de Eficacia de Desinfetantes foram realizados no
Laboratorio de Micologia do Instituto de Biologia (IB), UFPEL. Os testes in uso
tiveram suas coletas realizadas no NURFS-IB-UFPEL e o restante do procedimento,

incubagdo e contagem de UFC também realizados no Laboratério de Micologia.

4.2 Origem das amostras

Anteriormente a este trabalho, durante dois anos, foram realizados projetos no
NURFS, IB-UFPEL onde se propds identificar a microbiota flngica das aves e
mamiferos silvestres, bem como a frequéncia de fungos patogénicos em excretas de
aves silvestres. Foram estudados 68 mamiferos e 50 aves, sendo isolados inumeras
espécies fungicas.

Para o estudo utilizou-se 12 amostras de leveduras, uma de cada espécie isoladas
nos estudos acima citados, sendo nove provenientes de excretas de aves silvestres e trés
da microbiota de animais silvestres. As leveduras selecionadas e previamente
identificadas para realizacdo deste estudo foram: Rhodotorula sp. Trichosporon assahii,
Geotrichum klebahnii, Cryptococcus laurentii, Candida albicans, C. catenulata, C.
sphaerica, C. globosa, C. guilliermondii, C. intermedia, C. ciferri e C. famata (Tabela
1). As amostras estavam estocadas na micoteca do Laboratério de Micologia do IB

(UFPel). Para os testes in uso as amostras foram coletas durante a realizacdo do mesmo.
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Tabelal: Origem das espécies fungicas utilizadas neste estudo

Espécie de levedura Origem da amostra

Excretas Microbiota

Espécie animal

Rhodotorulla sp. Anu Branco (Guira guira)

Trichosporon assahii

Geotrichum klebahnii

Cryptococcus laurentii

Candida albicans

Candida catenulata

Candida sphaerica

Candida globosa

Candida guilliermondii

Candida intermedia

Candida ciferri

Candida famata

Sanhagu-Frade
(Stephanophorus
diadematus)
Sabia-Laranjeira
rufiventris)
Sanhacu-Frade
(Stephanophorus
diadematus)

Cardeal-do-Banhado
(Amblyramphus
holosericeus)
Cardeal

(Paroaria coronate)

Cardeal

(Paroaria coronate)
Bico-Duro

(Saltator aurantiirostris)
Tie-Sangue

(Ramphocelus bresilius)

(Turdus

Gambé-de-Orelha-Branca
(Didelphis albiventris)

Bugio-ruivo

(Alouata guariba clamitans)

Gato-do-Mato-Grande
(Leopardus geoffroyi)
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4.3 Antifungigrama

A técnica utilizada para verificar a atividade dos desinfetantes frente as
leveduras foi a Microdiluicdo em Caldo através da Concentracdo Inibitéria Minima e da
Concentracdo Fungicida Minima (CLSI — M27 — A3, 2008) adaptada aos desinfetantes.

4.3.1 Desinfetantes Quimicos

As concentracdes (diluicdo 1:2) dos desinfetantes quimicos utilizados para
realizacdo dos testes foram: Hipoclorito de Sodio 10% (HS) de 25 a 0,0488mg/mL,
Agua Sanitaria 2,5% (AS) (Cloro Hidroxido de Sodio) de 6,25 a 0,0122mg/mL,
Digluconato de Clorexidina 20% (DC) de 50 a 0,0977mg/mL, Quaternario de Amonia
50% (QA) de 125 a 0,2441mg/mL e Pinho 50% (P) (0,45% de Cloreto de Cocobenzil
alquil didometil aménio/Cloreto de didecil dimetil aménio e 0,35% de Cloreto de Cetil
Trimetil Amonio) de 125 a 0,2441mg/mL.

4.3.2 Fitoquimicos

As concentractes (diluicdo 1:2) dos fitoquimicos utilizados para realizacdo dos
testes foram: Oleo essencial de Pinho 50% (OP) de 125 & 0,2441 mg/mL, Oleo essencial
de Mentha piperita 100% (OM) de 250 a 0,0488mg/mL, Extrato Hidroalcoolico de
Eucalipto 10% (EE) de 25 a 0,0488 mg/mL e o Oleo de Castanha-do-Brasil 100% (OC)
de 250 a 0,48833mg/mL. Ainda foi testado o composto 1,8-Cineol 100% (C) que
variou de 250 a 0,04883mg/mL.

4.3.3 Técnica de Microdiluicdo em Caldo

Foram utilizadas placas de microtitulagdo estéreis com 96 pocos, onde foram
feitas sucessivas diluigdes dos desinfetantes a partir das concentragdes descritas
anteriormente (1:2) e em cada diluicdo foram dispostos os indculos fdngicos
previamente ajustados em meio RPMI-1640 adicionado de MOPS, na escala do tubo 0,5

de McFarland. Foram utilizadas col6nias jovens (24/48h) para preparacdo do inoculo.
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As placas foram incubadas a 37°/48h e apds este periodo foi realizada leitura da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). A partir dos pogos onde as concentragdes ndo
apresentaram crescimento do inoculo, aliquotas de 10pL foram semeadas em meio de
cultura sélido (Agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol) e incubadas a 37%/24h para
verificacdo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM).

Foram realizados os controles negativos para todos os desinfetantes estudados,
assim como os controles positivos foram realizados para cada amostra fungica. Todas as
amostras fungicas foram testadas em duplicata frente aos desinfetantes e aos

fitoquimicos com trés repeticdes.

4.4 Testes de Eficacia de Desinfetantes (Cinética)

Os testes de eficacia dos desinfetentes foram realizados de acordo com o protocolo
descrito por Schuch et al. (2008) adaptado aos desinfetantes utilizados neste estudo.
Este teste foi realizado com as mesmas leveduras anteriormente descritas: Candida
famata, C. albicans, C. catenulata, C. sphaerica, C. guilliermondii, C. ciferri, C.
intermedia, C. globosa, Cryptococcus laurentii, Rhodotorula sp., Trichosporon assahii
e Geotrichum klebahnii. Os desinfetantes usados nestes testes foram selecionados a
partir dos melhores resultados obtidos na técnica de Microdiluicdo em Caldo. A
concentracdo dos desinfetantes utilizada partiu da CIM obtida nos testes de
Microdiluicdo em Caldo: HS 0,1953mg/mL, AS 0,01953mg/mL, P 3,9063mg/mL, QA
0,2441mg/mL e DC 0,0977mg/mL.

Para este teste, foram utilizados dois tubos-teste contendo 4mL de cada
desinfentante, nas concentracdes estudadas previamente. Em um tubo foi adicionado
1mL de agua destilada estéril, e ao outro, 1mL de leite (representando matéria organica)
autoclavados a 121°C por cinco minutos. Todo este procedimento foi realizado em
duplicata.

Os tubos foram agitados vigorosamente e a seguir, 100uL de cada indculo fungico
foi adicionado separadamente. Nos intervalos de 0,5, 1, 5 e 15 minutos, aliquotas (50
uL) foram recolhidas e transferidas para tubos contendo produto quimico neutralizante
especifico para cada desinfetante.

Os produtos neutralizantes utilizados foram: Tiossulfato de sddio (1%) foi utilizado
para Hipoclorito de Sodio 10% e Clorofina 2,5%, e Lecetina de Soja (0,6%) para
Quaternario de Amdnia 50%, Digluconato de Clorexidina 20% e Pinho 50%.
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Ap0s, aliquotas de 100uL foram recolhidas para placas (em triplicata) contendo
Agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol e incubadas a 36°C/48h. Apés o periodo de
incubagdo foi procedida & contagem de Unidades Formadoras de Colonia (UFC). Foi
realizado o controle negativo de todos os desinfetantes, antes de cada teste, para

assegurar sua esterilidade.

4.5 Testes in uso

Os testes in uso foram realizados no NURFS da UFPEL, apds verificar nos
testes in vitro acima descritos quais os desinfetantes mais eficientes. As concentracdes
utilizadas foram as mesmas do Teste de Eficiéncia dos Desinfetantes.

No primeiro momento da coleta foram dispostas placas de Petri abertas contendo

Agar Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol, durante 20 minutos em diferentes
locais do ambulatério do NURFS para sedimentacao fungica do ambiente.
Sendo: duas placas na mesa de procedimentos (em inox), uma placa no arméario de
medicamentos e duas placas na bancada de utensilios. Logo apds foram realizadas
coletas através de swab estéril embebido em &gua peptonada friccionados nos mesmos
locais anteriormente descritos, totalizando dez placas (Figura 2).

Num segundo momento, apds a realizacdo das coletas acima citadas, foi realizada a
limpeza e desinfecgdo dos locais com o desinfetante selecionado naquele momento. Os

testes foram realizados com intervalo semanal para cada produto desinfetante.



40

Figura 2: Coletas realizadas em diferentes superficies (1- Mesa de Utensilios, 2 e 5- Mesa de
procedimentos, 3 e 4- Armario de Medicamentos) do ambulatério do Nicleo da Fauna Silvestres da
UFPEL

Fonte: Arquivo pessoal

O mesmo procedimento de coleta foi realizado depois da limpeza e desinfeccéo,
sendo repetido apos cinco, 15 e 60 minutos da realizacdo do procedimento. O meio de
cultivo utilizado nas placas nos dois momentos de coleta foi agar Sabouraud dextrose
com cloranfenicol.

As placas coletadas foram encaminhadas ao Laboratorio de Micologia do IB e
mantidas em estufa a temperatura de 36°C por 48h. Ap0s este periodo foi realizada a
contagem das col6nias fangicas antes e apds 0 uso dos produtos para comparacdo dos
resultados de contagem de Unidades Formadoras de Col6nias (UFCs).



5 RESULTADOS

5.1 Antifungigrama

Nos testes de microdiluicio em caldo realizados com QA, P e DC nas
concentracdes descritas anteriormente ndo se verificou CIM, pois ndo houve
crescimento da levedura em nenhuma das concentracBes estudadas. Foram realizadas
entdo, novas diluicBes até chegar as concentragdes: Quaternario de amoénia 50mg/mL,
Pinho 100 mg/mL e Digluconato de Clorexidina 20 mg/mL. A partir dai as
concentracgdes testadas foram: QA 12,5 a 0,0244 mg/mL, P 25 a 0,0488 mg/mL e DC 5
a 0,0098 mg/mL.

5.1.1 Desinfetantes Quimicos

5.1.1.1 Hipoclorito de Sédio e Agua Sanitaria:
As leveduras estudadas se mostraram suscetiveis ao HS e a AS. No HS os
microrganismos obtiveram a CIM entre 0,0651 e 0,0407 mg/mL. J& para AS as

leveduras obtiveram CIM entre 1,0417 e 0,1139 mg/mL de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2: Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) do Hipoclorito de sodio (HS) e Agua Sanitéaria (AS)

frente as 12 espécies de leveduras estudadas provenientes de excretas e microbiota de animais silvestres

Levedura Estudada HS (mg/mL) AS (mg/mL)
Rhodotorulla sp. 0,0651 1,0417
Candida albicans 0,0407 0,1139
Candida catenulata 0,0488 0,1302
Candida sphaerica 0,0407 0,1628
Candida guilliermondii 0,0407 0,1628
Candida famata 0,0651 0,1628
Candida intermedia 0,0570 0,2279
Geotrichum klebahnii 0,0570 0,8138
Candida ciferri 0,0651 0,2279
Tricosporon assahii 0,0651 0,6836

Cryptococcus laurentii 0,0651 1,0417
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Cont. tabela 2

Candida globosa 0,0407 0,1139
Meédia Final 0,05451 0,4069

Em relacdo a Concentracdo Fungicida Minima os dois desinfetantes apresentaram

inibicdo do crescimento nas mesmas concentracdes acima citadas.

5.1.1.2 Digluconato de Clorexidina
Os microrganismos estudados se mostraram sensiveis ao Digluconato de
Clorexidina, nas concentracdes testadas, sendo que a CIM e a CFM ficou em 0,0098

mg/mL em todas as leveduras (Tab. 3).

Tabela 3: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do Digluconato de Clorexidina 20% (DC) frente as 12

leveduras estudadas provenientes de excretas e microbiota de animais silvestres

Levedura Estudada DC (mg/mL)
Rhodotorulla sp. < 0,0098
Candida albicans < 0,0098
Candida catenulata < 0,0098
Candida sphaerica < 0,0098
Candida guilliermondii < 0,0098
Candida famata < 0,0098
Candida intermédia < 0,0098
Geotrichum klebahnii < 0,0098
Candida ciferri < 0,0098
Tricosporon assahii < 0,0098
Cryptococcus laurentii < 0,0098
Candida globosa < 0,0098
Meédia Final < 0,0098

5.1.1.3 Quaternario de Amobnia e Pinho

A CIM e a CFM do quaternario de amonia frente as leveduras estudadas ficou em
0,0244mg/mL. Ja a CIM do Pinho variou de 0,2604 a 1,17 mg/mL dependendo da
espécie testada, conforme descrito na tabela 4.
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Tabela 4: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do Quaternario de Amdnia frente as 12 espécies de

leveduras estudadas provenientes de excretas e microbiota de animais silvestres

Levedura Estudada QA (mg/mL) P (mg/mL)
Rhodotorulla sp. <(q0,0244 1,1719
Candida albicans <(q0,0244 0,3906
Candida catenulata <(q0,0244 0,3255
Candida sphaerica <(q0,0244 0,2604
Candida guilliermondii <(q0,0244 0,3255
Candida famata <(0,0244 0,3255
Candida intermedia <(q0,0244 0,3255
Geotrichum klebahnii <(q0,0244 0,7161
Candida ciferri <(0,0244 0,7161
Tricosporon assahii < 0,0244 1,1719
Cryptococcus laurentii <(q0,0244 0,3255
Candida globosa <(q0,0244 0,3255
Média Final <q0,0244 0,5317

5.1.2 Fitoquimicos

5.1.2.1 Extrato Hidroalcodlico de Eucalipto sp. e 1,8-Cineol

Todos os isolados fangicos foram suscetiveis aos dois fitogquimicos estudados
em algumas das concentragcOes testadas. No Extrato de Eucalipto as leveduras
apresentaram CIM nas dilui¢cdes entre 3,65 e 0,18 mg/mL, no 1,8-cineol as leveduras

apresentaram CIM nas diluigOes entre 62,5 e 16,93 mg/mL (Tab. 5).

Tabela 5: Concentracéo Inibitoéria Minima (CIM) do Extrato Hidroalcoolico de Eucalipto e Cineol frente

as 12 espécies de leveduras provenientes de microbiota e de excretas de animais silvestres

Levedura Estudada EE (mg/mL) C (mg/mL)
Rhodotorulla sp. 3,13 62,50
Candida albicans 0,39 62,50
Candida catenulata 0,85 52,08
Candida sphaerica 0,72 52,08
Candida guilliermondii 0,42 72,92

Candida famata 0,39 46,88
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Cont. tabela 5

Candida intermedia 0,65 46,88
Geotrichum klebahnii 0,91 62,50
Candida ciferri 3,65 52,08
Tricosporon assahii 0,18 52,08
Cryptococcus laurentii 0,46 16,93
Candida globosa 0,42 27,34
Média Final 1,0147 50,5642

Com relagdo a Concentracdo Fungicida Minima o Extrato Hidroalcodlico de
Eucalipto sp. e 0 1,8-cineol ndo apresentaram acdo fungicida, demonstrando apenas

acao fungistatica.

5.1.2.2 Oleo de Mentha piperita
Os isolados fungicos estudados se mostraram sensiveis ao 6leo de Mentha piperita.
O composto apresentou CIM entre 104,16 a 208mg/mL (Tab. 6). Com relacdo a CFM, o

6leo de Mentha piperita demonstrou apenas acéo fungistatica.

Tabela 6: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do 6leo de Mentha piperita frente as 12 leveduras

provenientes de microbiota e de excretas de animais silvestres

Levedura Estudada OM (mg/mL)
Rhodotorulla sp. 166,6667
Candida albicans 208,3333
Candida catenulata 208,3333
Candida sphaerica 208,3333
Candida guilliermondii 166,6667
Candida famata 125
Candida intermédia 166,6667
Geotrichum klebahnii 104,1667
Candida ciferri 166,6667
Tricosporon assahii 166,6667
Cryptococcus laurentii 125
Candida globosa 166,6667

Média Final 164,9306
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5.1.2.3 Oleo de Pinho
A CIM do Oleo de Pinho frente as leveduras estudadas variou entre 16,9271 e
1,1393mg/mL (Tab. 7). Em relacdo a CFM, o Oleo de Pinho demonstrou acio

fungicida nas mesmas concentraces.

Tabela 7: Concentragdo Inibitéria Minima do Oleo de Pinho frente a leveduras isoladas de excretas e

microbiota de animais silvestres

Levedura Estudada OP 50% (mg/mL)
Rhodotorulla sp. 11,0677
Candida albicans 2,9297
Candida catenulata 16,9271
Candida sphaerica 11,0677
Candida guilliermondii 5,2084
Candida famata 1,1393
Candida intermédia 7,8125
Geotrichum klebahnii 7,9753
Candida ciferri 4,0690
Tricosporon assahii 6,0221
Cryptococcus laurentii 7,8125
Candida globosa 16,9271
Média Final 8,2465

5.1.2.4 Oleo de Castanha-do-Brasil

Os isolados fungicos se mostraram suscetiveis dentro das concentragdes
testadas. A Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) das leveduras variou de 16,9 a 145,8
mg/mL (Tabela 8).

Tabela 8: Concentragéo Inibitéria Minima do Oleo de Castanha-do-Brasil frente as 12 leveduras isoladas

de excretas e microbiota de animais silvestres

Levedura Estudada OC (mg/mL)
Rhodotorulla sp. 104,2
Candida albicans 83,3

Candida catenulata 104,2
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Candida sphaerica
Candida guilliermondii
Candida famata
Candida intermédia
Geotrichum klebahnii
Candida ciferri
Tricosporon assahii
Cryptococcus laurentii
Candida globosa
Média Final

104,2
104,2
22,5
145,8
72,9
52,1
16,9
72,9
104,2
82,28

Com relacdo a CFM, o dleo de Castanha-do-Brasil apresentou a¢do fungicida

nas mesmas concentracoes.

5.2 Testes de Eficacia dos Desinfetantes (Cinética)
Os testes de eficacia dos desinfetantes foram realizados com os desinfetantes que

demonstraram uma acdo mais eficaz nos testes de Microdiluicdo em Caldo, sendo eles:

Pinho, Quaternario de Aménia, Digluconato de Clorexidina, Hipoclorito de Sédio e

Agua Sanitaria (Tab. 9).

O tempo zero corresponde ao controle positivo, ou seja, quando o inoculo fangico

ainda ndo havia entrado em contato com o desinfetante.

Tabela 9: Concentragdes dos desinfetantes utilizadas para os Testes de Eficacia de Desinfetantes

Desinfetante Concentracao Diluicéo conforme Concentracao
Inicial metodologia Final
Agua Sanitaria 0,7 mg/mL Adicdo de 1mL de &gua 0,56 mg/ml
ou 1mL de leite
Digluconato de 10 mg/mL Adicdo de 1mL de agua 8 mg/mL
Clorexidina ou 1mL de leite
Hipoclorito de 0,28 mg/mL Adicdo de 1mL de agua 0,22 mg/mL
Saédio ou 1mL de leite
Pinho 90,9 mg/mL Adicéo de 1mL de agua 72,72 mg/mL
ou 1mL de leite
Quaternério de 9,8 mg/mL Adicéo de 1mL de agua 7,84 mg/mL
Amonio ou 1mL de leite
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O Controle negativo dos desinfetantes, confirmou a esterilidade dos compostos
estudados. Assim como o controle positivo de cada levedura foi realizado para garantir
sua viabilidade (Figura 3).

Figura 3: Controles positivos e negativos do HS, e de C. catenulata

Fonte: Arquivo Pessoal

5.2.1 Hipoclorito de Sdédio

No HS C. famata e C. lautentii, tiveram inativagdo de 100% no crescimento
fungico, nos intervalos de tempo estudados. Os demais microrganismos estdo descritos
na Figura 4. Os testes com as leveduras Rhodotorula sp., Geotrichum klebahnii e
Trichosporon assahii ndo foram realizados. O HS foi testado na concentracdo de
0,28mg/mL.
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Figura 4: Atividade antifingica do Hipoclorito de sodio (HS) diluido em agua e em leite frente a Candida
albicans, C. catenulata, C. sphaerica, C. guilliermondii, C. ciferri, C. globosa expressa em Unidades
Formadoras de Coldnias (UFCs) de acordo com o tempo de exposi¢éo ao desinfetante

Fonte: O préprio autor

O isolado de C. albicans foi inativado 100% pelo HS quando exposto ao
desinfetante por no minimo cinco minutos. Quando esse foi diluido em agua a reducéo
foi de 100% a partir de meio minuto de exposic¢do, ja quando diluido em leite (matéria
orgénica) foi inativado quando exposto ao desinfetante por no minimo cinco minutos.
No HS em leite exposto por meio minuto ocorreu uma reducdo de 42,2% das UFC, a
exposic¢do por um minuto reduziu 59,3%.

C. catenulata apresentou inibi¢do do crescimento em 100% quando exposta ao
HS por no minimo cinco minutos. Houve reducdo de 75,4% no crescimento quando
exposto ao desinfetante por meio minuto quando diluido em &gua e a partir de um
minuto a redugdo foi de 100%. Quando realizada a diluicdo em leite esta espécie
reduziu em 60,4% quando exposta a HS por meio minuto, 81,3% em um minuto de
exposicdo e 100% a partir de cinco minutos.

Quando testado frente a C. sphaerica, o HS diluido em &gua reduziu o

crescimento da levedura em 100% quando exposta por, pelo menos, um minuto ao
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desinfetante. Quando diluido em leite a exposi¢cdo ao HS a partir de cinco minutos
reduziu 100% o crescimento desta espécie.

Em meio minuto o desinfetante diluido em agua reduziu 79,1% o crescimento
desta espécie. Para a diluicdo realizada em leite obteve uma reducdo de 36,6% quando a
levedura foi exposta ao HS por meio minuto e 66,2% quando exposta por um minuto.

Frente a C. guilliermondii, o HS reduziu 100% da espécie quando esta foi
exposta a partir de meio minuto a este desinfetante diluido em agua. Na dilui¢do
realizada em leite, ocorreu uma reducdo de 35,1% quando exposta a meio minuto,
59,4% na exposi¢do por um minuto e 100% a partir de cinco minutos de exposicéo.

O crescimento da C. intermedia foi inativado em 100% pelo HS diluido em agua
a partir de meio minuto de exposicdo a este desinfetante. Quando diluido em leite, 0 HS
reduziu em 95,7%, 97,8% e 98,8% o0 crescimento desta levedura quando expostos ao
desinfetante em 0,5; 1 e 5 minutos respectivamente. Com 15 minutos de exposi¢do a
reducdo foi 100%.

C. ciferri foi inativada quando exposta ao HS diluido em agua a partir da
exposicdo por meio minuto. Para a dilui¢do realizada com leite a inativacdo de 100%
do crescimento da levedura ocorreu a partir da exposicdo por cinco minutos, e houve
uma reducdo de 89,7% quando exposta ao HS por meio minuto, de 91,2% na exposi¢do
por um minuto.

Frente a C. globosa, o HS obteve uma reducdo de 100% a partir da exposicao
por meio minuto, quando diluido em agua. Para a diluicdo realizada em leite, ocorreu
uma reducdo de 47,4% quando exposto por meio minuto ao desinfetante, 68,4% na
exposicdo por um minuto, 84,2% por cinco minutos e 100% quando exposto por 15

minutos.

5.2.2 Agua Sanitaria

Nos testes com AS, C. catenulata e C. globosa, obtiveram uma reducdo de 100%
na contagem das UFC, durante 15 minutos. Os testes com Rhodotorula sp., Geotrichum
klebahnii e T. assahii ndo foram realizados. Os resultados para o0s demais
microrganismos estdo descritos na Figura 5. A AS foi testada na concentracéo inicial de
0,7mg/mL.
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Figura 5: Atividade antifingica Agua Sanitaria (AS) diluido em 4agua e em leite frente & Candida
albicans, C. sphaerica, C. guilliermondii, C. famata, C. intermedia, C. ciferri e Cryptococcus laurenti
expressa em Unidades Formadoras de Colbnias (UFCs) de acordo com o tempo de exposicdo ao
desinfetante

Fonte: O préprio autor

Frente a C. albicans, o AS obteve reduziu 57,1% das UFCs durante a exposicao
por meio minuto e 100% quando exposto por 1, 5 e 15 minutos, quando diluido em
agua. Para a diluicdo realizada em leite, ocorreu uma reducdo de 43,2% em meio
minuto, 97,4% em um e 100% nos demais tempos de exposicéo.

Para C. spaherica, a contagem das UFCs reduziu 100% quando exposta partir de
meio minuto, quando diluido em agua. Para a diluicdo realizada em leite, ocorreu uma
reducdo de 60,6% em meio minuto de exposicdo, 97% em um minuto e 100% a partir
de cinco minutos de exposigéo.

Frente a C. guilliermondii, o AS obteve uma redugéo de 100% das UFCs a partir
da exposi¢do de meio minuto, quando diluido em &gua. Para a dilui¢do realizada em
leite, ocorreu uma reducédo de 60,3% em meio minuto, 96.6% em um minuto, e 100% a
partir de cinco minutos de exposicao.

C. famata frente ao AS obteve uma reducdo de 100% quando exposta a partir de

meio minuto ao desinfetante diluido em &gua. Para a diluicdo realizada em leite, ocorreu



51

uma reducdo de 37,9% em meio minuto, 93,1% em um minuto, e 100% quando exposto
a partir de cinco minutos.

C. intermedia teve suas UFC inativados a partir de cinco minutos exposta frente
ao AS, quando diluido em agua. Apresentou uma reducdo de 37,9% em meio minuto e
93,1% em um minuto de exposicao. Quando diluido em leite, as UFCs foram inativadas
100% a partir de cinco minutos de exposi¢do, Quando exposta por meio minuto ocorreu
uma reducéo de 73,3% das UFCs e 93,3% durante um minuto.

Para C. ciferri as UFC foram inativadas a partir de um minuto de exposicao
frente a AS. Quando diluido em &gua teve uma reducdo de 100% das UFCs a partir de
meio minuto e quando diluido em leite obteve uma reducéo de 73,5% na exposi¢do por
meio minuto. A AS reduziu 100% das UFCs durante 15 minutos quando diluido em
agua. Ja para a diluicdo realizada em leite, ocorreu uma reducdo de 75% em meio

minuto, de 100% nos demais tempos de exposi¢do estudados.

5.2.3 Digluconato de Clorexidina

Nos testes de eficacia de desinfetantes com Digluconato de Clorexidina (DC),
Rhodotorula sp., C. ciferri, T. assahii, C. laurentii, C. globosa obtiveram uma reducao
de 100% na contagem das UFC, quando expostas ao produto a partir de 0,5 minuto com
o desinfetante diluido em agua e em leite. Teste com Geotrichum klebahnii ndo foi
realizado. Os resultados para as demais leveduras estudadas estdo descritos na Figura 6.

O DC foi testado na concentracdo de 10mg/mL.
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Figura 6: Atividade antifungica do Digluconato de Clorexidina (DC) diluido em agua e em leite frente a
Candida albicans expressa em Unidades Formadoras de Coldnias (UFCs) de acordo com o tempo de
exposicéo ao desinfetante

Fonte: O préprio autor

C. albicans foi inativada a partir de cinco minutos exposta frente ao DC diluido
em leite ou em agua. Quando diluido em &gua teve uma reducdo de 91,1% quando
exposta a ele por meio minuto e 97,8% em exposi¢do por um minuto. Quando diluido
em leite ocorreu uma reducdo de 91,9% quando exposta a meio minuto e 97,3% em
exposicao por um minuto.

Para C. catenulata, o DC diluido em agua, reduziu em 73,8% 0 seu crescimento
quando exposta a ele por meio minuto, 98,5% em exposi¢do por um minuto e de 100%
a partir de cinco minutos de contato. Para a diluicdo do produto realizadas com leite, a
exposicdo por meio minuto gerou uma reducgédo de 35,5% do crescimento da levedura,
em um minuto de exposicdo houve reducdo dede 96,8% desta espécie, sendo que a
partir de cinco minutos a reducéo foi de 100%.

Frente a C. sphaerica, o0 DC reduziu 71% ao ser exposta ao desinfetante por
meio minuto, reduziu 93,5% ao ser exposta por um minuto e 96,8% apds exposi¢do por
cinco minutos e de 100% em 15 minutos (Figura 7), quando diluido em agua. Para a
diluicdo realizada em leite, ocorreu uma reducdo de 67,6% em exposicdo por meio
minuto, 94,6% ao ser exposto por um minuto. A partir de cinco minutos e de exposicao

nao houve crescimento da levedura.
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Figura 7: Unidades Formadoras de Col6nias (UFCs) de Candida sphaerica, de
acordo com o tempo de exposi¢do ao Digluconato de Clorexidine (DC)

Fonte: Arquivo pessoal

C. guilliermondii foi inativada a partir de cinco minutos de exposicdo ao DC
diluido em &gua ou em leite. A levedura apresentou uma reducdo de 91,3% ao ser
exposta a meio minuto, 96,7% por um minuto, quando diluido em &gua. Para a dilui¢éo
realizada em leite, ocorreu uma reducao de 89,2% na exposi¢do a DC por meio minuto e
de 100% a partir de um minuto.

C. famata foi inativada a partir da exposi¢do ao DC por um minuto, quando
diluido em leite. Com a diluicéo realizada em agua, ocorreu uma reducéo de 93,1% na
exposicéo a meio minuto e de 100% ao ser exposta a um minuto.

C. intermedia foi inativada quando exposta ao DC diluido em &gua a partir de
meio minuto. Para a diluicdo realizada em leite, ocorreu uma reducéo de 94,7% na
exposicao por meio minuto ao DC e de 100% a partir da exposi¢cdo por um minuto.

5.2.4 Pinho

C. ciferri teve inativagdo de 100% no seu crescimento a partir de meio minuto em
contato com P diluido em &gua ou leite. Os demais microrganismos estdo descritos na
Figura 8. Os testes com as leveduras Rhodotorula sp., Geotrichum Kklebahnii e
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Trichosporon assahii ndo foram realizados. O P foi testado na concentracdo inicial de
90,9 mg/mL.
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Figura 8: Atividade antiflingica do Pinho (P) diluido em &gua e em leite frente a Candida albicans, C.
catenulata, C. sphaerica, C. guilliermondii, C. famata, C. intermedia, C. globosa e Cryptococcus
laurentii expressa em Unidades Formadoras de Col6nias (UFCs) de acordo com o tempo de exposi¢do ao
desinfetante

Fonte: O préprio autor

C. albicans foi totalmente inativada a partir de cinco minutos em contato com P
diluido em leite, ocorreu uma reducdo de 91,1% quando em contato por meio minuto,
93,3% no contato por um minuto. Quando diluido em &gua houve reducdo a partir de
meio minuto de contato.

C. catenulata foi inativada a partir de 15 minutos em contato ao P quando
diluido em leite, entretanto quando diluido em &gua houve reducéo total da levedura a
partir do contato por meio minuto. Ainda quando diluido em leite ocorreu uma redugéo
de 38,1% da levedura quando em contato por meio minuto, 47,5% no contato por um
minuto e 78,8% no contato por cinco minutos.

C. sphaerica foi inativada em 100%, no contato com P diluido em agua, por pelo
menos meio minuto. Quando diluido em leite ocorreu uma reducdo de 22,9% no

crescimento da levedura no contato por meio minuto com o produto, 47,7% no contato
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por um minuto e 93,8% no contato por cinco minutos e 100% ap0s quinze minutos de
contato.

C. guilliermondii foi inativada no a partir de meio minuto frente ao P diluido na
agua. Quando diluido em leite foi inativado em 100% a partir de cinco minutos em
contato, ap6s meio minuto ocorreu uma reducdo de 84,6% e ap6s um minuto 87,7% de
reducdo. C. famata foi inativada a partir de meio minuto de exposi¢do frente ao P
diluido em agua. Quando diluido em leite foi inativada em 100% a partir de um minuto
em contato, e ocorreu uma reducdo de 97,2% do crescimento quando em contato por
meio minuto.

C. intermedia foi inativada a partir de meio minuto em exposi¢do ao P diluido
em agua. Para a diluicdo realizada em leite, ocorreu uma reducdo de 70,3% quando
exposta por meio minuto e de 100% a partir de um minuto em contato.

C. laurentii foi inativado 100% a partir de cinco minutos de contato com o P
diluido em leite. Ocorreu uma reducdo de 32,2% quando em meio minuto de contato e
89,7% quando exposto por um minuto ao produto. P diluido em &gua reduziu a levedura
em 100% a partir de meio minuto de contato.

C. globosa foi inativada a partir de um minuto em contato com o P. O P reduziu
de 100% a partir de meio minuto de exposicdao, quando diluido em agua. Ja para a
diluicdo realizada em leite (matéria organica), ocorreu uma reducdo de 88,6% no

contato por meio minuto com o produto e de 100% a partir de um minuto.

5.2.5 Quaternario de Aménia
No QA, foram feitas diversas diluicbes até chegar a 9,8mg/mL. Mas todas as
leveduras estudadas tiveram inativagdo de 100% no crescimento a partir de meio minuto

de exposicéo ao produto.

5.3 Testes in uso

No total foram coletadas e estudadas 120 amostras, através de placas de Petri,
obtidas da superficie de ambientes de manipulacdo de animais silvestres em Centro de
Reabilitacdo (NURFS), sendo que destas, 30 placas foram expostas antes da desinfeccéo
(AD) e 90 ap0s a desinfeccdo dos locais (Figura 9), dispostas nos tempos de 5, 15 e 60
minutos. Os testes foram realizados com intervalo semanal para cada produto, sendo uma

para cada desinfetante (P, DC, AS), totalizando 40 placas por semana.
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Das 30 amostras de superficie estudadas AD 100% foram positivas para fungos
filamentosos e leveduriformes. Essas placas foram expostas na primeira hora da manha
no ambulatorio do NURFS (mesa de procedimentos, bancada de utensilios e armério de
medicamentos).

Das 90 amostras estudas apds a desinfeccdo do local, em 37,8% (34/90) houve
crescimento de UFCs e em 62,2% (56/90), ndo houve isolamento fungico, Sendo que a
mesa de procedimentos e o armario de medicamentos apresentaram maior numero de
UFCs na coleta realizada com o swab. Ja a mesa de utensilios obteve menos UFCs nas
duas formas de coleta.

A avaliagdo da reducdo de microrganismos apos a desinfeccdo foi realizada
através da contagem de Unidades Formadoras de Col6nias (UFCs) e expressas em
porcentagens. Para AS, apenas 16,7% (5/30), apresentaram isolamento de fungos apés a
desinfeccdo (Figura 9). Para DC 50% (15/30) das amostras de superficie foram positivas
para fungos apds a desinfeccao (Figura 10). E para o P (Figura 11), ocorreu isolamento de
fungos em 46,7% (14/30) das amostras ap6s sua utilizagdo como desinfetante.



Figura 9: Resultados da contagem das Unidades Formadoras de Col6nias (UFCs), antes (AD)
e apos (PD) desinfeccdo ambiental com Agua Sanitaria (AS) nos tempos de 5, 15 e 60

minutos na mesa de procedimentos do ambulatério do Nicleo de Reabilitacdo da Fauna
Silvestre, IB/UFPel

Fonte: Arquivo pessoal
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Figura 10: Resultados da contagem das Unidades Formadoras de Coldnias (UFCs), antes (AD)

e apos (PD) desinfeccdo ambiental com Digluconato de Clorexidina (DC) coletado do armério
de medicamentos do ambulatério do Ndcleo de Reabilitagdo da Fauna Silvestre, IB/UFPel
Fonte: Arquivo pessoal
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Figura 11: Resultados da contagem das Unidades Formadoras de Col6nias (UFCs),

antes (AD) e apds (PD) desinfeccdo ambiental com Pinho (P) coletado da mesa de

procedimentos do ambulatorio do Nicleo de Reabilitacdo da Fauna Silvestre, IB/UFPel

Em relacdo aos tempos de exposicdo do produto, o crescimento fingico apo6s a
desinfeccdo nos trés intervalos testados ocorreu da seguinte forma: Apds 5 minutos de
desinfeccdo 40% (12/30) das amostras mostrou crescimento de UFCs. Depois de 15
minutos da desinfeccdo 30% (9/30) das amostras foram positivas para o isolamento de

UFCs. E ap6s 60 minutos ocorreram 43,3% das amostras positivas (Tabela 10).
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Tabela 10: Isolamento de UFCs dos locais coletados em relagdo ao desinfetante estudado de acordo com o tempo de exposicéo

Digluconato de

Agua sanitaria clorexidina Pinho

AD 5 15 60 AD 5 15 60 AD 5 15 60

Local da coleta (Tempo em minutos)
UFCs

Mesa de procedimentos 4 1 0 1 8 2 4 2 3 0 1 2
(placa aberta)
Mesa de procedimentos | 0 0 1 19 4 5 1 1 1 0 0
(swab)
Mesa de materiais (placa 2 0 0 0 5 2 0 0 1 0 1 0
aberta)
Mesa de materiais (swab) 4 0 0 0 9 0 0 0 1 0 0 0
Armario 11 0 0 1 60 2 2 2 1 0 0 1
(placa aberta)
Armario (swab) 37 0 1 0 28 0 3 4 I 2 1 2

AD = Antes da Desinfec¢do / | = UFCs incontaveis



6 DISCUSSAO

Durante o periodo de estudo foi avaliada a atividade de diferentes desinfetantes
frente a 12 espécies de leveduras provenientes de animais silvestres. A metodologia foi
dividida em trés testes: Microdiluicdo em Caldo, Teste de Eficacia de Desinfetante e
Testes in uso.

O Extrato Hidroalcoolico de Eucalipto sp. (EE), Oleo de Mentha piperita (OM), e
Cineol (C) demonstraram apenas acdo fungistatica, ao contrario dos desinfetantes
quimicos que demonstraram tanto acdo fungistatica quanto fungicida. O Oleo de Pinho
(OP) e 0 Oleo de Castanha (OC) também apresentaram fungistatica e fungicida.

Alguns desinfetantes quimicos foram eficientes em concentragdes bem menores que
a recomendada pelo fabricante. Os compostos quimicos sdo amplamente recomendados
para uso na desinfecgdo de ambientes em locais de reabilitagdo de animais silvestres.
N&o foram encontrados na literatura consultada (PUBMED; PORTAL CAPES) artigos
cientificos com os desinfetantes utilizados neste estudo frente a microrganismos
isolados de animais silvestres.

Nos testes de Microdiluigdo em caldo todos os desinfetantes obtiveram melhor agéo
contra 0s microrganismos estudados em concentracfes menores que as recomendadas
ao uso pelo fabricante. Quanto ao Hipoclorito de Sodio (HS) foi melhor na desinfecgédo
confrontado com Agua Sanitaria (AS), uma vez que é mais concentrado. O HS teve
melhores resultados obtendo CIM de 0,05451 mg/mL, ja AS teve CIM de 0,4069
mg/mL. A concentracdo utilizada neste estudo foi menor do que a recomendada para
uso e apresentou boa atuacdo. Cabe aqui ressaltar que de acordo com a recomendagéo
dos fabricantes dos desinfetantes quimicos comerciais utilizados neste estudo, para
obter efeito desinfetante, devem ser utilizados puros. Ja a recomendacdo para uso do
fabricante para DC é 5% (500 mg/mL), HS 1% (10 mg/mL) e para QA <1% (0,6
mg/mL). Em relacdo aos fitoquimicos, ndo existe, um documento que estabeleca
concentragcdes, para 0 uso dos mesmos como desinfetante. Uma vez, que foram
estudados para saber se poderiam ser promissores no seu desenvolvimento como novos
desinfetantes.

Foram observados estudos onde o HS foi testado na desinfecgdo de teteiras e dos
tetos de vacas no processo de ordenha mecénica, no combate a mastite bovina

(AMARAL, 2004) e também foi testado na desinfeccdo de moldes e modelos de gesso
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em consultorio dentario, obtendo resultados favoraveis de acordo com a recomendacéo
de uso indicada pelo fabricante, concordando com o presente estudo (SANTQOS, 2001).

Em relagdo ao DC, este também mostrou uma atividade melhor em relacdo a
concentracdo do que a recomendada para uso pelo fabricante, sendo que a CIM do
produto para inibir as leveduras foi de 0,0098 mg/mL. Um estudo realizado por
Semprebom et al. (2007) avaliou a eficacia do DC na concentragdo de 0,0234 mg/mL
frente a cepas de C. albicans coletadas da mucosa bucal e cultivadas em meios aerobios
e anaerobios, onde foram determinadas as CIMs, que em aerobiose variou de 1,5
mg/mL a 12 mg/mL, j& em anaerobiose variou de 0,0234 mg/mL a 0,375 mg/mL, o que
demostra que os dois estudos obtiveram resultados satisfatorios em relagcdo ao produto
testado. Agentes quimicos a base de DC sdo amplamente utilizados na pratica
odontoldgica (BAMBACE, 2003), porém sua aplicacdo como desinfetante ambiental é
limitada.

O quaternario de aménia mostrou um resultado bastante satisfatorio neste estudo
obtendo CIM de 0,0244mg/mL frente as leveduras estudas. Para o Pinho a CIM média
observada foi de 0,5317mg/mL, mostrando uma acao satisfatdria assim como os demais
desinfetantes testados. Estudos sobre a desinfeccdo de superficies e avaliacdo da
eficacia do hipoclorito de s6dio 1%, Pinho e detergentes sobre o Enterococcus faecalis
(ATCC 4083), foram realizados, demonstrando resultados efetivos na eliminagdo da
contaminacdo experimental (SALIM, 2004), apesar de utilizar microrganismos
diferentes, os estudos citados confirmam a eficacia dos desinfetantes, confirmando a
boa acdo do QA e P contra diferentes patdgenos.

Na natureza encontram-se muitos compostos complexos organicos, de origem
vegetal, com caracteristicas bactericida e fungicida. Quintero (1994) aponta alguns
fitofarmacos recentemente estudados com caracteristicas antimicrobianas, entre eles:
Extrato aquoso de eucalipto (Eucalyptus globulus).

Oleos e extratos de plantas ha muito tempo tém servido de base para diversas
aplicagbes na medicina popular, entre elas, a producdo de antissépticos topicos. Tal
realidade serviu de base para diversas investigacOes cientificas, com vistas na
confirmacédo da atividade antimicrobiana dos 0leos essenciais (ALMEIDA et al.,2006;
ARRUDA et al., 2006; NUNES et al 2006; BENKEBLIA, 2004; REHDER et al., 2004;
CLAFFEY, 2003; SEYMOUR, 2003; ARWEILER et al., 2000; FINE et al., 2000; PAN
et al., 2000).
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Véarios métodos vém sendo realizados para avaliar a eficacia antimicrobiana de
produtos naturais como Oleos e extratos. Em um estudo foi avaliada a atividade
antimicrobiana dleo essencial de Eucalyptus cinerea sobre bactérias e C. albicans,
apresentando-se sensiveis, nas fracdes testadas. O controle de qualidade do método em
detectar a inibicdo bacteriana e fungica foi avaliado utilizando-se antibioticos com
diametros de halo conhecidos. (FRANCO et al., 2005).

Outro estudo realizado avaliou a ac¢do biocida de Eucalyptus citriodora, Eucalyptus
globulus e Eucalyptus staigeriana no carrapato Boophilus microplus, buscando-se a
producdo de acaricidas menos agressivos ao meio ambiente. O o6leo essencial de E.
citriodora matou 100% dos carrapatos a uma concentracdo média de 17,5%, o de E.
globulus a 15% e o de E. staigeriana a 12,5%. Os concentrados emulsionaveis de E.
globulus mataram 100% dos carrapatos a uma concentragdo média de 9,9% e o de E.
staigeriana a uma concentracdo de 3,9% (CHAGAS et al., 2002). No presente estudo o
EE teve acdo fungistatica na concentracdo de 1,0147 mg/mL (Tabela 4).

A atividade antimicrobiana do dleo de Mentha piperita foi avaliada frente C.
albicans, apresentando halos intermediarios aos obtidos no controle positivo
(GEROMINI et al., 2012). Segundo Iscan et al. (2002), o 6leo de M. piperita inibiu P.
aeruginosa e S. aureus e a bioatividade do mentol e do Oleo de Mentha piperita foi
testada utilizando a combinacédo de técnicas in vitro tais como microdiluicdo em caldo
de difusdo em agar. Foi demonstrado que todos os 0leos de horteld-pimenta estudados
inibiram fortemente microrganismos patogénicos para plantas, enquanto agentes
patogénicos humanos eram apenas moderadamente inibidas. Contra as leveduras aqui
estudadas o 6leo de Mentha piperita apresentou CIM entre 62,5 a 250mg/mL, conforme
observado na tabela 5, obtendo acdo fungistatica, concordando com o estudo acima, em
relacdo a eficacia do 6leo.

A caracterizacdo fisico-quimica de amostras de OP foi testada quanto sua atividade
antimicrobiana, sendo que a composicdo do 6leo de Pinho apresentou diversidade de
componentes com atividade antimicrobiana inibitéria. O dleo apresentou atividade
bacteriostatica sobre Staphylococcus aureus (OLIVEIRA, 2008). O OP obteve acgdo
fungistatica e fungicida na concentracdo de 100 mg/mL contra leveduras neste estudo,
obtendo melhores resultados, que os encontrado, apesar de um estudo ter sido realizado
com bacteérias e 0 outro com leveduras a acédo inibitoria do OP contra microrganismos

foi confirmada.
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Trabalhos demostrando a acdo antifingica do OC sdo escassos. O OC no presente
estudo apresentou CIM entre 0,98 a 125 mg/mL (Tabela 7), demonstrando agéo
fungicida. Outro estudo realizado por Pimentel et al. (2010), explana a agdo fungitdxica
do 6leo essencial de Tanaecium nocturnum sobre o Aspergillus flavus isolado da
castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa), o que evidencia que novos estudos devem ser
realizados acerca da acdo antifingica do OC, para que se possa obter resultados mais
concretos.

Nos testes de Eficicia dos desinfetantes, todos os testados se mostraram eficazes
frente as leveduras estudadas. Variando o nimero de UFC de acordo com cada um e o
tempo de exposi¢do ao produto. Os desinfetantes demonstraram uma acao crescente,
reduzindo a zero o nimero de coldnias de acordo com o tempo de contato estabelecido
no estudo. Todas as leveduras estudadas foram inativadas a partir de cinco minutos de
exposicdo aos produtos, frente aos cinco desinfetantes, quando diluidos em &gua.
Quando na presenca de matéria organica (leite), essa inativacdo se mostrou reduzida, o
tempo de exposi¢do do desinfetante frente & matéria organica foi maior do que, quando
diluido apenas em &agua, variando de acordo com cada levedura. O que mostra que para
uma desinfeccdo adequada é necessario uma limpeza prévia do local, para remogéo da
matéria organica.

Antes de proceder a desinfec¢do é importante que se faca uma limpeza prévia do
local ou material a ser desinfetado, pois além da maioria dos desinfetantes diminuirem a
sua acdo em presenca de matéria organica, este procedimento elimina mecanicamente
grande quantidade de microrganismos presentes no local. A limpeza permite uma agéo
direta e mais eficaz do desinfetante sobre os microrganismos presentes na superficie a
ser desinfetada. A limpeza pode ser realizada por varredura, lavagem com agua e sabdo
ou detergente, removendo-se fezes, restos de alimentos, gordura, entre outras sujidades.
Os residuos contaminados ndo devem ser deixados ao ar livre, pelo risco de
contaminacdo imediata do local, ou pela dispersdo dos contaminantes, pelo vento ou
agua pluvial (QUINTERO, 1994).

Schuch et al. (2008), buscou avaliar a cinética da atividade antimicrobiana de
extratos de plantas medicinais frente a bactérias relacionadas com mastite bovina, onde
foram produzida solugdes desinfetantes a partir de folhas e talos de Baccharis trimera
(Less) D.C., Compositae (Asteraceae), Eucalyptus ssp. Labill., Myrtaceae e Tagetes

minuta (Linn.), Compositae (Asteraceae), através de extracdo hidroalcodlica (EHA) e
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decocto. Concluindo que extratos de plantas medicinais apresentam potencial para
serem utilizados em situagfes-problema em que as bactérias estejam envolvidas.

Outro estudo que testou a eficacia de desinfetantes ocorreu em um Hospital
Veterinario da UPF, buscando avaliar produtos utilizados na sua rotina. Foram testados
alcool 70% e 99%; clorexidina 2%, PVPI 1% aquoso, aménia quaternaria 3,5%, sab&o
ndo degermante para maos, alcool iodado, hipoclorito de so6dio e um produto
desodorizador com odor de pinho, frente a um pool de bactérias constituido por
Enterococcus sp., Enterobacter sp.; Salmonella enteritidis e Staphylococcus aureus.
Nos tempos de 5, 10, 15 e 20 minutos, todos os produtos foram eficazes, exceto o
hipoclorito de sédio e o produto desodorizador a base de pinho, acrescentados de forma
empirica na agua usada para limpeza do piso (SANTOS, et al. 2007). Neste estudo, o
DC e QA, também obtiveram resultados satisfatorios. Em contrapartida, o HS ndao
obteve resultados satisfatorios, ao contrario deste estudo onde o HS reduziu 100% das
leveduras estudadas durante o tempo de exposi¢do de 5 minutos, quando diluido em
agua.

Com a finalidade de controlar a transmissdo de patdgenos entre tratadores e animais,
um estudo foi realizado no Hospital Veterindrio da UFRGS. Para isso, foi realizado
teste de eficacia de desinfetantes, onde se utilizou: hipoclorito de sédio, quaternario de
amonia, fenol sintético e clorexidina frente as bactérias Streptococcus sp. e
Pseudomonas sp. e frente a levedura C. guilliermondii. O hipoclorito de sédio na
concentracdo de 250 mg/L precisou de dez minutos para inativar C. guilliermondii. Os
demais desinfetantes, na concentracdo de 25mg/L, precisaram de um minuto para
inativar os microrganismos (GONZALES, 2011). Concordando com este estudo que
também obteve resultados positivos na inativacdo dos microrganismos, contudo o HS
foi testado na concentracdo de 0,22mg/mL, e inativou C. guilliermodii em cinco
minutos quando diluido em agua e 15 minutos na presenca de matéria organica.

Para avaliar a acdo antifungica do hipoclorito de sodio 4% e do digluconato de
clorexidina 6,6%, este estudo testou fungos isolados do ambiente como Aspergillus
spp., Candida spp., Microsporum spp., Malassezia pachydermatis, Cryptococcus
neoformans e Sporothrix schenckii. Para o hipoclorito de sédio, 58,3% dos isolados
foram resistentes a concentracdo recomendada pelo fabricante (4%) apresentando CIM e
CFM entre 2 e >8%. O digluconato de clorexidina demonstrou acdo fungicida em
baixas concentracdes sendo eficaz na eliminagdo de fungos filamentosos e

leveduriformes de importancia médica e veterinaria, enquanto o hipoclorito de sodio
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somente obteve esta acdo em altas concentracdes (MADRID et al.,2013). No presente
estudo, tanto o HS, como o DC também necessitaram de diluicbes menores que a
recomendada pelo fabricante (DC= 8 mg/mL e HS= 0,22 mg/mL), para que fosse
possivel determinar a porcentagem de reducdo das leveduras estudas, demonstrando
entdo, uma boa acao dos dois desinfetantes mencionados.

Coutinho et al., (2012), avaliou eficacia in vitro de desinfetantes utilizado na
antissepsia dos tetos frente a leveduras isoladas do leite de vaca com mastite. As
leveduras estudadas foram do género Candida spp. e do Género Trichosporon spp.
Observou-se que 100% dos isolados mostraram-se sensiveis ao DC, em todos o0s tempos
de exposicdo. Na Anélise dos resultados para quaternario de aménio, observou-se que
66,67% foram sensiveis nos tempos 0,25’ € 0,5, € 91,67% em 1°, 5’ e 10°. Em relacdo
ao principio ativo cloro apenas 16,67% foram sensiveis no tempo de 0,25’ € 0,5, e 25%
em 1’, 5’ e 10'. Os testes de eficacia para DC e QA, demonstraram excelentes resultados
no presente estudo, sendo que o DC reduziu 100% das UFCs de T. assahii em 15
minutos, ja C. albicans foi inativada a partir de 5 minutos de acordo com a figura 15.
No QA foram feitas sucessivas diluicdes até chegar em 9,8 mg/mL, mas 0 composto
inativou 100% das UFCs a partir de meio minuto de exposicdo a partir de meio minuto
de exposicao.

A Eficécia do iodo (0,57%), clorexidine (2,0%), cloro (2,5%) e composto de aménio
quaternario (4,0%), foram avaliados no pré e pds-dipping, frente a Staphylococcus spp.
Em propriedades leiteiras no norte pais. Observou-se que foram sensiveis ao cloro,
87,5% a clorexidine e 37,5% ao composto de amonia no tempo de 60”. Quanto aos
Staphylococcus coagulase positiva, 100% dos isolados foram resistentes ao clorexidine,
85,7% ao composto de amoénio, 57,1% ao cloro. Em relacdo aos Staphylococcus
coagulase negativa foi observado 91,9% de sensibilidade ao clorexidine, 70,3%
sensiveis ao cloro, 66,2% ao iodo e 24,3% sensiveis a0 composto de amodnio no tempo
de 60, demostrando a eficacia dos desinfetantes utilizados em diferentes areas e com
diferentes microrganismos (RAMALHO, et al., 2012).

Outro estudo que confirma a eficacia dos desinfetantes foi realizado por Colla et al.
(2011), teve por objetivo a avaliacdo in vitro de clorexidina 0,5%, amonia quaternéria
0,5%, frente a amostras de Salmonella heidelberg isoladas de abatedouro avicola, nos
tempos de contato de 5, 10, 15 e 20 minutos. Em relagdo a amonia quaternaria, 33% dos
isolados apresentaram resisténcia com 5 minutos de contato e 16,6% com 10 minutos de
contato. Com relacéo a clorexidina, 25% dos isolados mostraram-se resistentes apds 5
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minutos de contato enquanto que 17% no tempo de 10 minutos de contato, demostrando
a acao dos desinfetantes sobre diferentes microrganismos.

Resultados observados aqui concordaram com Santos et al. (2007) que avaliou a
atividade fungicida de quatro desinfetantes comerciais, dentre eles Pinho (clorofenol) e
amoOnia quaternaria 3,5%, frente a Candida albicans e observou inibicdo total (>99%)
do inoculo a partir das dilui¢des 0,5%.

O objetivo de um programa de limpeza e desinfeccdo é manter uma concentragdo
baixa de agentes patogénicos, diminuindo, consequentemente, a probabilidade de
infeccdes. Resultando nos seguintes beneficios: o aumento da produtividade; a
diminuicdo na incidéncia de doencas infecciosas e parasitarias; diminuicdo do nimero
de animais refugos (debilitados); diminuicdo de gastos com medicamentos, por
animal/ano; bem como a diminuicdo de gastos com méao-de-obra (HOFFMANN, 1995).

Para os testes in uso, foram eleitos cinco desinfetantes que obtiveram os
melhores resultados: HS, AS, DC QA e P. Porém, optou-se por utilizar apenas trés dos
desinfetantes estudados, DC, AS e P, os dois ultimos foram escolhidos, pois além de
conter 0s mesmos principios ativos de HS e QA respectivamente, sdo mais diluidos. Os
resultados obtidos mostraram uma reducdo na porcentagem fungica do local de estudo
antes e apo6s a desinfeccao.

Uma pesquisa realizada sobre a desinfeccdo de leitos de um hospital, utilizando a
mesma técnica de placas de contato empregada aqui, constatou a presenca de fungos em
219 amostras antes e 180 amostras apds a desinfeccdo destes (ANDRADE, ANGERAMI E
PADOVANI, 2000). Nimeros muito semelhantes foram obtidos no presente estudo, com
reducdo de 62,2% da contaminagéo fungica apés a desinfecgéo.

Estudos anteriores tém avaliado a acdo de desinfetantes e antissépticos, como
clorexidina, alcool 70°, hipoclorito de sddio, peroxido de hidrogénio, radiacdo ultravioleta
entre outros, frente a isolados clinicos e de ambiente de espécies fangicas pertencentes aos
géneros Candida, Cryptococcus e Rhodotorula. Apenas a clorexidina numa concentragdo
de 0,5% obteve resultado satisfatorio frente a esses isolados (THERAUD et al., 2004).
Enquanto que, neste trabalho o DC inibiu 50% dos fungos ap6s da desinfeccéo.

Santos; Borsatto e Delgobo (2007) demonstraram atividade fungicida de derivado de
cloro-fenol, aménia quaternaria, hipoclorito de sodio e formaldeido frente a isolados de C.
albicans nas concentracdes de 0,1% a 10%. Embora, no presente estudo ndo tenha sido
confirmado nenhum isolado de C. albicans antes de ocorrer a desinfec¢do, podemos
constatar que o AS tanto nos isolados filamentosos quanto nos leveduriformes teve o
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melhor desempenho entre os trés desinfetantes estudados, sendo que este € o mais utilizado
em limpezas em geral, além do baixo custo. O P e o DC também foram eficazes tanto
frente aos isolados leveduriformes quanto aos filamentosos, mas com resultados menos
satisfatorios que o AS.

Xavier et al. (2008), avaliou a acdo in uso da clorexidina-cetrimida no controle de
Aspergillus spp. em um centro de recuperagdo de animais marinhos, mostrando resultados
positivos para acdo do produto, concordando com o presente estudo também realizado em
um CETAS, obtendo resultados positivos frente ao DC, diminuindo em 50% a contagem
das UFCs, conforme comentado anteriormente.

Com relacéo a higiene e saude os animais em cativeiro é imprescindivel a remocéo das
fezes e urina diariamente, evitando a proliferacdo de bactérias e fungos no ambiente.
Poleiros e ninhos devem estar livres de excrementos, deve se evitar que os bebedouros e
comedouros figuem embaixo dos poleiros, para que as aves ndo defequem sobre eles.
Devem ser lavados e escovados todos os dias e desinfetados frequentemente (CUBAS et
al., 2007). Neste sentido, pode-se constatar que a limpeza, higienizagéo e a desinfec¢éo séo
fundamentais na manutencdo de qualquer cativeiro. No local de estudo, as gaiolas,
bebedouros, comedouros, vasilhas, poleiros, os ninhos e até mesmo os utensilios e
equipamentos sdo limpos diariamente, entretanto ainda assim se observou uma
porcentagem alta (>99%) de isolamento de fungos potencialmente patogénicos ao homem
e aos animais.

N&o existe o desinfetante ideal, assim a escolha devera recair sobre aquele que cumprir
com maior nimero de requisitos a finalidade desejada, lembrando-se, entretanto que um
bom desinfetante € aquele que na mesma concentracdo € no mesmo espaco de tempo
elimina bactérias, virus, fungos, protozoarios e parasitos (QUINTERO,1994).

Em um programa de desinfec¢do devem ser ainda considerados alguns aspectos para se
garantir o éxito da mesma. N&o se deve misturar, ou combinar desinfetantes, pois este
procedimento pode causar efeitos negativos, como a neutralizacdo do poder desinfetante,
reacdo quimica produzindo subprodutos toxicos; e ainda por poder incrementar a
resisténcia de determinados microrganismos. Deve-se ainda evitar o uso de desinfetantes
toxicos, irritantes e/ou com odores penetrantes, na presenga de animais, reduzir o uso de
desinfetantes corrosivos, e empregar os produtos desinfetantes com amplo espectro
germicida, garantindo-se assim éxito no processo de desinfeccdo (HOFFMANN, 1995).

Manter a higiene nas instalaces, usar luvas de borracha para que ndo haja

contato direto com as excretas, lavar e higienizar bem as maos ap6s contato e manejo
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dos animais é fundamental para se evitar possiveis transmissdes de zoonoses (CUBAS,
2009).



7 CONCLUSOES

Frente as condicGes deste estudo e suas respostas:

As concentracdes dos desinfetantes (Hipoclorito de Sddio, Agua Sanitaria,
Pinho, Digluconato de Clorexidina e Quaternario de Aménio) utilizados para verificar a
atividade biocida estdo abaixo das recomendadas pelos fabricantes, demonstrando a

eficacia dos mesmos frente as leveduras isoladas de animais silvestres;

Todos os isolados fingicos apresentam sensibilidade frente aos desinfetantes
testados. Mas alguns produtos tém uma acdo mais eficaz que os demais, como o
Quaternario de Amdnio e o Diguclonato de Clorexidina, que obtiveram bons resultados
em todos os testes realizados. Para 0s testes in uso os trés desinfetantes utilizados sdo

recomendados para uso (Pinho, Digluconato de Clorexidina e Agua Sanitaria);

Os desinfetantes quimicos estudados foram fungicidas e os fitoquimicos em sua
maioria fungistaticos. Apresentaram acdo fungicida apenas os fitoquimicos, Oleo de

Castanha- do-Brasil e 6leo de Pinho;

Os testes de eficacia dos desinfetantes demostrou que cada levedura atua de uma
forma diferente frente ao desinfetante usado, demonstrando que deve haver cautela na
hora da desinfeccdo para que todos 0s microrganismos presentes no ambiente sejam

eliminados;

Todos os isolados fungicos foram inativados em até cinco minutos nas dilui¢cGes

com &gua e em até 15 minutos na presenca de matéria organica (leite);

Os desinfetantes quimicos estudados mostraram acdo satisfatoria, sendo
recomendados para 0 uso em ambientes de reabilitacdo de animais silvestres, obtendo
melhores resultados, que os fitoquimicos. Sendo o quaternario de amdnio o mais eficaz

frente aos microrganismos estudados;

Os compostos fitoquimicos tiveram agdo frente as leveduras analisadas, porém,

nem todos alcangaram as expectativas, ndo sendo recomendada a sua substituicédo por
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um composto quimico na desinfec¢do. Apenas o 6leo de Castanha-do-Brasil e 0 6leo de
Pinho tiveram acédo fungicida frente as leveduras pesquisadas. Sao necessarios maiores

estudos acerca do assunto;

Os trés desinfetantes utilizados nos testes in uso, alcancaram a atuagéo esperada,
eliminando a maioria dos microrganismos presentes no ambiente ap0s 0 uSO NnoO
NURFS;

O Pinho e o DC apresentaram melhores resultados nos testes in vitro do que a
agua sanitéria, entretanto o contrario ocorreu na desinfeccdo de ambiente (testes in uso),
realizada no NUFS.



8 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo reforca a importancia de manter a higiene das instalagcbes dos
CETAS, uma vez que todos 0s microrganismos estudados sdo provenientes da
microbiota fdngica de animais silvestres. Sendo os cuidados com a limpeza,
higienizacéo e a desinfeccdo sdo fundamentais na manutengéo de qualquer cativeiro.

A limpeza e desinfec¢do de ambientes tém como meta reduzir a quantidade de
microrganismos patogénicos no ambiente de criacdo. Através dos testes de eficacia
realizados na presenca de matéria organica, pode-se observar que a mesma interfere em
uma desinfeccdo. Considera-se entdo que nenhum desinfetante poderé exercer sua agdo
com eficiéncia se ndo houver uma limpeza prévia do local.

Considerando-se que estes fungos possuem carater oportunista, ressalta-se a
importancia da limpeza, higienizacdo e desinfeccdo das gaiolas. E imprescindivel a
remocao das fezes e urina diariamente, evitando a proliferacdo de bactérias e fungos no
ambiente. Poleiros e ninhos devem estar livres de excrementos, deve se evitar que 0s
bebedouros e comedouros fiquem embaixo dos poleiros, para que as aves ndo defequem
sobre eles. Devem ser lavados e escovados todos os dias.

Apesar do resultado positivo obtido, este estudo foi somente uma forma de
iniciar novas pesquisas no que diz relacdo aos programas de higiene e desinfeccdo de
CETAS, pois ainda é um estudo muito pequeno, sugerimos portanto o seguimento da

pesquisa a partir deste trabalho.
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