Nome : WALTER TAVARES

Email : tavareswalter14 @ gmail.com

Tel: (21) 2228-5196/ 2569-7196

CV Lattes : http://lattes.cnpq.br/2719240807136334

Tipo de Projeto : PICPE

Linha de pesquisa : Bioética e ciéncias da saude e do ambiente
Participantes:

Email:

Matricula: 01010006 sinarafigueiredo_eu@hotmail.com

Matricula: 01009682 Email: mnchenu @ gmail.com

DATA DO ENVIO: 24/03/12

TITULO
Isolamento e identificacdo de microrganismos em maganetas do UNIFESO

RESUMO

Os coliformes fecais sao microrganismos que habitam o intestino do homem e de outros
animais, e cujo grupo compreende todas as bactérias na forma de bastonetes gram-
negativos, nao formadores de esporos, aerobios ou anaerobios facultativos capazes de
fermentar a lactose com producao de gds, em 24 horas sob a temperatura de 44,5° -
45,5°C. Sao amplamente utilizados como marcadores de parametros higi€nico-
sanitdrios, seja na andlise de contaminacao de alimentos ou mesmo como marcador
deficitario de higiene pessoal.

Assim, o objeto de estudo deste trabalho consiste em estabelecer o grau de
contaminac¢do nas maganetas dos banheiros de uma universidade localizada na regiao
serrana do estado do Rio de Janeiro. O objetivo geral consiste em caracterizar a
microbiota presente nestes objetos, através da contagem de unidades formadoras de
coldnia e os objetivos especificos residem em estabelecer a sensibilidade destes
microrganismos aos discos impregnados com os antibidticos mais comuns a pratica
clinica, bem como familiarizar os estudantes envolvidos com o projeto com as praticas
no cendrio da microbiologia. E uma pesquisa quantitativa, cujo cendrio serd o Campus
sede do Centro Universitario Serra dos Orgdos, no municipio de TeresGpolis-RJ. A
pesquisa serd realizada no Departamento de Microbiologia desta institui¢do. A coleta de
dados serd realizada pelos pesquisadores envolvidos, e os resultados serdo analisados
pelos profissionais responsaveis pelo mencionado departamento. Os resultados serao
expressos com base nas Unidades Formadoras de Colonias, e de acordo com a
sensibilidade as drogas antimicrobianas.

PALAVRAS-CHAVE
Andlise Microbioldgica, Coliformes, Contaminagao Bioldgica.

INTRODUCAO



As bactérias que habitam o trato intestinal do homem e de outros animais sao
denominadas Coliformes (PARDI et al., 1995; SILVA & JUNQUEIRA, 1995;
VANDERZANT & SPLITTSTOESSER, 1996). Assim, o grupo de microrganismos
denominados coliformes totais compreende todas as bactérias na forma de bastonetes
gram-negativos, ndo formadores de esporos, aerobios ou anaerébios facultativos,
capazes de fermentar a lactose com producdo de gds, em 24 a 48 horas sob a
temperatura de 35°C. A mesma definicdo é valida para o grupo de coliformes fecais,
entretanto, restringindo-se nesta classe, aos membros capazes de fermentar a lactose
com producdo de géds, em 24 horas a 44,5° - 45,5°C (HITCHINS et al., 1996; SILVA &
JUNQUEIRA, 1995; SILVA et al., 1997).

O indice de coliformes totais ¢ amplamente utilizado na literatura e em diversas praticas
industriais, tratando-se da avaliacdo das condi¢des higi€nicas, enquanto o de coliformes
fecais € mais comumente empregado como marcador de contaminagao fecal, o qual
avalia a inadequacgdo das condi¢des higi€nico-sanitdrias, uma vez que dentre os
principais representantes deste grupo, encontra-se a Escherichia coli (SIQUEIRA,
1995). A Escherichia coli é o mais importante indicador de contaminagdo fecal
(VANDERZANT & SPLITTSTOESSES, 1996), embora possa ser introduzida nos
alimentos a partir de fontes ndo fecais (SILVA & JUNQUEIRA, 1995).

As enterobactérias estdo entre os mais importantes causadores de infec¢des intestinais,
novamente dentre os quais, destaca-se a E. coli, dotada de potencial interesse as dreas da
bromatologia bem como as dreas médicas, assim como outros géneros pertencentes
desta classe, tais como Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella, os quais podem
sobreviver por longos periodos de tempo e se multiplicarem em ambientes ndo fecais
(SIQUEIRA, 1995).

Desde a sua designacdo, em 1982, apos ter sido estabelecido o papel da E. coli como
agente etioldgico da colite hemorragica (NASCIMENTO & STAMFORD, 2000), tal
espécie vem sendo cada vez mais estudada, pelo seu potencial em causar doengas, bem
como na caracterizag¢ao dos indices qualiquantitativos de parametros higiénico-
sanitarios.

No que se refere aos alimentos, essas bactérias sdo extremamente prejudiciais, onde sua
presenca determina inutilidade dos mesmos (FRAZIER, 1976; JAY, 2005). Ja no que
tange a microbiologia médica, estes microganismos sempre despertam interesse, apesar
de estarem vulgarmente presentes no nosso cotidiano. Eventos como o recente surto da
chamada Sindrome Hemolitico-Urémica no continente europeu, provocado por cepas de
E. coli, denotam a devida importancia da caracterizac¢do e controle destes organismos
nos ambientes que nos cercam, bem como servem para frisar e promover as
importantes, velhas e boas praticas higi€nicas, tais como a adequada lavagem das maos,
e acOes de cardter social e educativo, acerca das quais.

Apesar do exposto, ao redigir este projeto, esbarramos na literatura com a dificuldade na
obtencdo de dados quantitativos adotados como padrdo nas anélises microbioldgicas de
ambientes e superficies, excetuando-se os ambientes especificos, como as industrias de
alimentos. Em 1976, Harrigan & Maccance, propuseram em seus trabalhos como
valores satisfatérios nos ambientes voltados a alimentagao, aqueles situados abaixo de 5
UFC (Unidade formadora de colonia), e insatisfatorios aqueles acima de 25 UFCs. Em
seguida, no ano de 1982, Moreno, em trabalho realizado junto a Organizacao



Panamericana de Satude - OPAS, adotou os valores: entre 0 e 10 UFC como excelente,
11 e 29 UFC sendo bom, 30 e 49 UFC como regular, 50 e 99 UFC correspondendo a
mau e péssimos aqueles valores acima de 100 UFC. Dois anos apds, em 1984, SPECK
propds como satisfatorios, aqueles resultados situados abaixo de 2 UFC e acima de 4
UFC como sendo insatisfatérios. Finalmente, em 1993, SILVA JR, discorrendo em sua
tese sobre os equipamentos e utensilios de cozinhas industriais, considerou como
satisfatorios os resultados inferiores a 50 UFC e satisfatorios aqueles situados acima
deste valor. Todas as referéncias recomendam, entretanto, como satisfatorio a auséncia
de bactérias do grupo Coliformes em drea de 100cm? da amostra.

Como se pode perceber ha na literatura cientifica, varios estudos ao longo das ultimas
décadas que versam sobre estes indices quantimétricos acerca da contaminacao
microbioldgica. Estes indices, entretanto, estdo relacionados praticamente na sua
totalidade a outras dreas de concentrac¢io, que ndo a deste trabalho, ou seja, versam em
sua maioria, de ambientes industriais, € no setor alimenticio. Devido a auséncia de
trabalhos que contemplem os valores considerados tolerdveis ou ndo em superficies
localizadas em banheiros publicos, como o cendrio desta pesquisa, adotaremos como
satisfatérios os valores abaixo de 100 Unidades Formadoras de Colonias e
insatisfatorios aqueles acima deste valor. Consideraremos ainda, como excelentes,
aqueles resultados que demonstrarem auséncia deste grupo de microrganismos; como
Bom os resultados entre 1 — 50 UFC e entre 50 e 100 UFC, serao considerados como
regulares.

JUSTIFICATIVA

Como se viu, os coliformes fecais estdo frequentemente implicados com diversas
doencas que acometem os seres humanos, as quais incluem em seu espectro de
manifestacdes clinicas, desde queixas diarréicas, inofensivas comumente na fase adulta,
assim pode-se dizer, mas que, entretanto, ocasionam mortes na faixa pediatrica, e sendo
consideradas proprias dos paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. As
enterobactérias Gram-negativas estdo envolvidas ainda nesta faixa etdria, com outras
importantes patologias, tais como as pneumonias adquiridas na comunidade em recém
nascidos (FERNANDES et al., 2004), e a sepse tardia neonatal, bem como meningite
bacteriana também nesta faixa etaria (KREBS et al., 2005), se estendendo a idade
adulta, com doengas complexas e graves como a mencionada sindrome hemolitico-
urémica, provocada por toxinas de Shigellas e E.coli, justificando o constante esforco
dos setores das industrias alimenticias, da bromatologia e dos servicos de vigilancia
sanitdria em buscar adequacdes nestes parametros, como medidas de controle de
qualidade e biosseguranca.

Esta pesquisa estd pautada na caracterizagao das medidas higi€nicas dos universitarios e
demais individuos frequentadores do ambiente educacional desta institui¢do de ensino
superior, teoricamente dotados de conhecimentos basicos de higiene pessoal, voltadas
principalmente ao simples, mas importante hdbito de lavagem das maos.

Sob a dependéncia dos resultados encontrados com este estudo, sera possivel avaliar e
inferir nos hébitos higi€nicos desta populacio, através de medidas de educagdo
continuada no que se refere aos habitos de higiene pessoal, destes, que sao individuos
em processo de formacao profissional.



OBJETIVOS
O presente projeto de pesquisa traz como objetivo geral:

a) - Caracterizar a microbiota presente nas maganetas de banheiros localizados
no campus sede do Centro Universitario Serra dos Orgaos, através da contagem de
unidades formadoras de colOnia,

Ja no que se refere aos objetivos especificos pretende-se o seguinte:

a) — Estabelecer a sensibilidade destes microrganismos aos discos impregnados
com 0s antibidticos mais comuns a prética clinica;

b) — Familiarizar os estudantes envolvidos com o projeto com as praticas no
cendrio da microbiologia;

c) — Identificar e intervir com agdes educativas e de conscientizagdo, das
medidas de higiene, ao publico freqiientador deste cendrio;

METODOLOGIA

Serdo coletados através de swabs umedecidos em solug¢do salina (Cloreto de Sédio
0,9%), areas de Scm? de maganetas de banheiros do campus sede do Centro
Universitario Serra dos Orgdos. Apés a coleta, os swabs serdo imediatamente imersos
em tubos de ensaio contendo solu¢do/meio de cultura a base de Triptanona de Soja
(“Caldo Casoy”), e os quais serdo imediatamente levados ao laboratério de
microbiologia do Unifeso, permanecendo neste meio por 48 horas. A seguir, estas
culturas serdo semeadas em placas de Petri contendo solu¢do de Muller-Hinton. As
amostras serdo distribuidas ainda em placas, contendo discos impregnados com
antibidticos, para que se possa também, realizar além da identificacdo e quantificacao
(expressa em Unidades Formadoras de Colonias) dos microoganismos presentes nas
macanetas, a sensibilidade destes germes — através do entdo, antibiograma.

Com base no exposto, serdo necessarios para realizacdo desta pesquisa, em cardter de
iniciacdo cientifica, os seguintes materiais:

40 swabs

40 tubos de ensaio contendo solugao salina;

40 tubos de ensaio contendo Meio de Cultura a base de Triptanona de Soja;
Bicos de Biinsen;

Algas de inoculagdo;

40 placas de Petri;

Meio de cultura Agar-Miiller Hinton

Estufa microbioldgica;

Discos impregnados com diversas drogas antimicrobianas.

PR WD =

ESTRATEGIAS DE COLETA DE DADOS



Sera realizada desinfecc@o das maganetas com 2 horas de antecedéncia do inicio das
atividades nos cendrios, com etanol 70°GL. Ap6s um dia da desinfecc¢ao, serdo
realizadas coletas de material através de swab umedecido, conforme descrito na
metodologia. Serdo analisadas todas as macanetas internas dos banheiros do campus
sede, com repeti¢do das andlises em dias alternados.

ESTRATEGIAS DE TRATAMENTO E ANALISE

As andlises serdo realizadas no laboratério multidisciplinar de microbiologia, pelos
préprios pesquisadores, e suportadas pelo Procedimento Operacional Padrao
institucional para isolamento e contagem de microrganismos.
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CRONOGRAMA

O trabalho de pesquisa apresentado estd projetado para nove meses, estando o
cronograma disposto na tabela abaixo:

2012
Etapas Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
Qualificacdo do projeto de pesquisa; X X

Submissao do projeto ao CCS/Unifeso
Coleta das Amostras;

Reprodugdo das etapas em bancada;
Organizagdo, documentacgdo, andlise estatistica e X
interpretacdo dos dados;

Confeccao de relatorio técnico e apresentacao do X
mesmo;

Elaboragao de trabalho para submeter a

kil

publicacdo
e a eventos da area.
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Por contar com todo o material necessario a realizagao desta pesquisa, nao ha, com este
trabalho, nenhum gasto adicional a institui¢do, tendo em vista que todo o trabalho sera
realizado pelos proprios pesquisadores, € sob a supervisdo dos orientadores, professores
deste Centro Universitario.

ANEXO
APENDICE 1

OFICIO

Vimos por meio deste, solicitar junto a dire¢dao do Centro de Ciéncias da Saude do
Centro Universitdrio Serra dos Orgdos, autorizacio para o desenvolvimento da pesquisa
intitulada “Isolamento e identificacdo de microrganismos em macanetas do UNIFESO”,
que em caso de aprovacao, serd desenvolvida nas dependéncias do campus sede do
Centro Universitario Serra dos Orgios.

Aproveitamos também para comunicar que conforme informagdes contidas no projeto
de pesquisa original, colocado a vossa disposi¢ao agora e a qualquer momento, este
projeto nao envolve a participagdo de terceiros, ou seja, ndo € uma pesquisa que envolva

seres humanos, e sendo assim, ndo necessita de aprovagdo pelo comité de ética por ser
isenta de riscos a comunidade do Unifeso.

Na expectativa de contar com a inestimavel aten¢do da V.S.* no atendimento desta
solicitacdo, aproveitamos o ensejo para apresentar o elevado apreco da Graduanda e do
Professor orientador dessa renomada Institui¢do de Ensino e agradecer a atengao e o
apoio.

No aguardo da devida autorizagdo,

Atenciosamente,

Orientadores: Prof. Dr. Walter Tavares

Graduanda: Marie Nathalie Chenu.

Deferido

Indeferido Dire¢dao do CCS/UNIFESO

Teresépolis —RJ, __/__/



APENDICE 2

Plano de atividades dos estudantes

Os estudantes envolvidos ficado responsdveis por:

1. Treinamento e aquisicdo de dominio de técnicas laboratoriais em microbiologia;
2. Levantamento bibliografico de suporte;

3. Coleta de material microbiol6gico das maganetas;

4.Preperagdo de meios de cultura;

5.Semeadura do material em placas de Petri e cultura do mesmo em estufa;

6. Anélise do material através de contagem das UFC e aplicacio do antibiograma;
7. Preparo do relatério técnico, sob supervisao da orientacao;

8. Confeccao de material de divulgagao dos resultados;



