UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
Faculdade de Veterinaria
Programa de Pds-Graduacdo em Veterinéaria

Dissertacao

Potencial da radiagédo ultravioleta na inibigcdo de fungos leveduriformes e

filamentosos

Anna Luiza Silva

Pelotas, 2017



Anna Luiza Silva

Potencial da radiacao ultravioleta na inibicdo de fungos leveduriformes e

filamentosos

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-
Graduacdo em Veterinaria da Faculdade de
Veterindria da Universidade Federal de
Pelotas, como requisito parcial a obtencédo do
titulo de Mestre em Ciéncias (area de
concentracdo: Sanidade Animal).

Orientador: Mario Carlos Araudjo Meireles

Coorientadora: Renata Osorio de Faria

Pelotas, 2017



Universidade Federal de Pelotas / Sistema de Bibliotecas
Catalogacao na Publicacao

S586p Silva, Anna Luiza

Potencial da radiacao ultravioleta na inibicao de fungos
leveduriformes e filamentosos / Anna Luiza Silva ; Mario
Carlos Araujo Meireles, orientador ; Renata Osério de Faria,
coorientador. — Pelotas, 2017.

72 f. 1l

Dissertacao (Mestrado) — Programa de Pds-Graduacao
em Medicina Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, 2017.

1. Acao fungicida. 2. Desinfeccao. 3. UV. 4.
Contaminacao flngica. 5. Micoses. |. Meireles, Mario Carlos
Araujo, orient. Il. Faria, Renata Osério de, coorient. lIl.
Titulo.

CDD : 636.089

Elaborada por Dafne Silva de Freitas CRB: 10/2175



Anna Luiza Silva

Potencial da radiacéo ultravioleta na inibicdo de fungos leveduriformes e

flamentosos

Dissertacdo aprovada como requisito parcial para obtencédo do grau de Mestre em
Ciéncias, Programa de Pdés-Graduacdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas.

Data da Defesa: 18/12/2017

Banca examinadora:

Prof. Dr. Mario Carlos Araujo Meireles (Orientador)
Doutor em Microbiologia e Imunologia pela Universidade Federal de S&o Paulo

Prof2. Dr2. Marlete Brum Cleff
Doutora em Ciéncias Veterinarias pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Profa. Dr2. Ana Raquel Mano Meinerz
Doutora em Ciéncias Veterinarias pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Dra. Luiza da Gama Osorio
Doutora em Ciéncias Veterinarias pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul



Agradecimentos

Inicialmente agradeco aos meus familiares, que me apoiaram nesta
caminhada desde o primeiro instante e mesmo a distancia me mantiveram acolhida.
A minha mae, Raquel Brietzig, que sempre esteve disposta a me ouvir.

Ao meu melhor amigo e namorado, Rubens Zampiron da Silva, por sempre
estar presente, me acalmando, incentivando e pelo seu amor diario. Juntamente,
agradeco por me emprestar a sua familia, obrigada Julema Zampiron da Silva, Luiz
Adalmir da Silva e Arthur Zampiron da Silva.

Aos amigos que entenderam o meu periodo de exclusdo, aos que fizeram o
impossivel para me ajudar, aos que transformaram os dias estressantes em dias
mais leves e engracados e aquelas para toda hora.

Aos meus mestres, orientadores académicos e da vida, Mario Carlos Araujo
Meireles e Renata Osorio de Faria, obrigada por terem partilhado seus
conhecimentos, auxiliando na minha formacao pessoal e profissional.

Ao MicVet, pelos anos de ensinamento, apoio no desenvolvimento desse
trabalho e principalmente as amizades que tive a oportunidade de fazer.

A banca examinadora, pela atencdo e contribuicio dedicadas ao trabalho e
ao meu crescimento académico, muito antes dessa dissertacao.

Nao poderia deixar de agradecer aos animais, sempre presentes, ensinando
sobre 0 amor e carinho.

Aos que partiram, minha saudades e respeito.

A CAPES pela ajuda financeira.

E para finalizar, quero agradecer a Universidade Federal de Pelotas e ao

Programa de Pés-Graduacdo em Veterinaria pela oportunidade.



“Nao se volte, se a meta for as estrelas”
Leonardo da Vinci



Resumo

SILVA, Anna Luiza. Potencial da radiacao ultravioleta na inibicdo de fungos
leveduriformes e filamentosos. 2017. 72f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) -
Programa de Pos-Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

Fungos sao seres ubiquos e por essa caracteristica, a contaminacédo de materiais e
ambientes por esses micro-organismos torna-se frequente. Devido a isso, a busca
por solucdes para a desinfeccdo € importante. A radiacdo ultravioleta (UV) é um
processo fisico de descontaminacdo muito utilizado, porém, com pouca referéncia
para fungos. O objetivo geral dos trabalhos foi avaliar o efeito germicida da radiacéo
UV sobre o crescimento de fungos com potencial patogénico, e a sua aplicabilidade
no ambiente. Para o trabalho utilizou-se os fungos Candida albicans, Cryptococcus
gattii, Rhodotorula sp., dermatéfitos e espécies do Complexo Sporothrix schenckii.
Realizou-se indculos fangicos, os quais foram inoculados em placas de Petri
contendo meio Potato Dextrose Agar (PDA). As placas com os inéculos de leveduras
foram expostas por 15 minutos frente a radiacdo UV e as placas que continham os
filamentosos foram expostas por tempos de 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos. O
primeiro estudo descreveu a acao fungicida da luz UV frente as leveduras C.
albicans, C. gattii e Rhodotorula sp. revelando inibigéo total do crescimento das duas
primeiras espécies ao tempo de 15 minutos de exposicdo a UV, enquanto a ultima
espécie, apds esse tempo, sofreu apenas diminuicdo das Unidades Formadoras de
Colénias (UFC). O segundo trabalho avaliou a acdo da radiacdo UV frente as
espécies de dermatofitos e do Complexo Sporothrix schenckii. Os resultados desse
segundo experimento demonstraram que aos cinco minutos de exposicdo a UV,
houve diferencas estatisticas (quantitativas) nas UFCs, onde a inibicdo total do
crescimento do primeiro grupo de fungos ocorreu aos 40 minutos e o segundo com
60 minutos. Segundo a metodologia utilizada e os resultados alcancados durante a
realizacdo dos experimentos, conclui-se que o método de desinfeccdo através da
utilizac@o da radiacao ultravioleta foi eficiente no controle do crescimento, através da
acao germicida sobre os fungos estudados.

Palavras-chave: acédo fungicida; desinfeccdo; UV; contaminacgdo fungica; micoses



Abstract

SILVA, Anna Luiza. Potential of ultraviolet radiation in the inhibition of yeast and
filamentous fungi. 2017. 72f. Dissertation (Master degree in Sciences) - Programa
de Pés-Graduacdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas, 2017.

Fungi are ubiquitous and by this characteristic the contamination of materials and
environments by these microorganisms becomes frequent. Because of this, the
search for solutions for disinfecting them is important. Ultraviolet (UV) radiation is a
widely used in decontamination physical process, but with less reference to fungi.
The general objective of the work was to evaluate the germicidal effect of UV
radiation on the growth of fungi with pathogenic potential and its applicability in the
environment. For the review, the fungi Candida albicans, Cryptococcus gattii,
Rhodotorula sp., Dermatophytes and species of the Sporothrix schenckii complex
were used. Fungal inocula were carried out, which were inoculated into Petri dishes
with Potato Dextrose Agar (PDA) medium. The yeast inoculum plates were exposed
for 15 minutes against UV radiation and the plates containing the filaments were
exposed for times of 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 and 60 minutes. The first study
described the fungicidal action of UV light against yeasts C. albicans, C. gattii and
Rhodotorula sp. revealing total inhibition of the growth of the first two species at 15
minutes exposure to UV, while the last species, after that time, suffered only a
decrease of the Colony Forming Units (CFU). The second work demonstrate the
action of UV radiation on the fungal species of dermatophytes group and the
Sporothrix schenckii Complex. The results of this second experiment, at five minutes
of exposure to UV, demonstrated statistical (quantitative) differences in CFUs, where
the total inhibition of growth of the first group of fungi occurred at 40 minutes and the
second with 60 minutes. According to the methodology used and the results obtained
during the experiments, it's possible to conclude that the disinfection method through
the use of ultraviolet radiation was efficient in controlling the growth, through the
germicidal action on the studied fungi.

Keywords: fungicidal action; disinfection; UV; fungal contamination; mycoses
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1 Introducéo

Os fungos séo micro-organismos que se desenvolvem em uma ampla faixa de
pH, temperatura, luminosidade e oxigénio, sendo considerados ubiquos e
cosmopolitas (MEIRELES; NASCENTE, 2009). Como fonte de energia utilizam de
matéria organica para obtencdo de carbono, sendo encontrados como sapréfitos ou
decompositores, simbiontes, comensais e parasitas, ressaltando que os resultados
destas manifestacdes podem ser Uteis ou ndo (MURRAY et al., 2014).

Os efeitos nocivos causados pelos fungos com potencial patogénico tém
recebido destaque dentre as doencas infecciosas em todo o mundo, havendo um
aumento crescente na frequéncia e gravidade das micoses tanto em humanos como
em animais. Esse fato € impulsionado pela utilizacdo de farmacos
imunossupressores, além do maior numero de animais submetidos a protocolos
antineoplasicos, pacientes com diagnéstico de enfermidades imunossupressoras,
dentre elas a AIDS (sindrome da imunodeficiéncia adquirida), 0 que aumenta a
suscetibilidade do individuo de apresentar infeccdes micoticas (GUARNER,;
BRANDT, 2011; KOZEL; WICKER, 2014; da PAZ, 2017). Além disso, observa-se um
aumento progressivo de infec¢cdes hospitalares por fungos, com elevadas taxas de
morbidade e mortalidade, e junto com isso tornam-se evidentes as contaminacgdes
cruzadas e nosocomiais causadas por esses patdogenos (COELHO et al.,, 2016;
COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

Em termos gerais, a contaminacdo cruzada € a transferéncia de micro-
organismos patogénicos e/ou oportunistas de um material para outro, de forma
direta ou indireta, e quando ocorre no ambiente hospitalar € denominada de
contaminacdo nosocomial (RODRIGUES et al., 2010). A transmissdo de agentes
patogénicos e/ou oportunistas pode ocorrer pelo contato com secrecdes ou fluidos
organicos contaminados, ou ainda por meio de instrumentos, aparelhos ou por
superficies inanimadas de contato. A maioria dos contaminantes, podem sobreviver
por longos periodos no ambiente a espera de uma oportunidade para infectar um
hospedeiro susceptivel (FERREIRA et al., 2013).
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Devido esta problematica, a prevencdo de contaminagcdes cruzadas torna-se
primordial, transformando os ambientes em locais biologicamente seguros. Por
esses motivos o tema €é amplamente estudado e recebe a atencdo dos
pesquisadores e profissionais da area de salude para a implementacdo de medidas
preventivas a fim de evitar a transmissdo de patdgenos em dependéncias
hospitalares ou nos demais locais (COELHO et al., 2016; HONORATO, 2009).

Neste contexto véarias metodologias foram estudadas para reduzir a
contaminacdo ambiental de micro-organismos, dentre as técnicas se destaca a
radiacdo ultravioleta (UV). Essa no espectro eletromagnético situa-se entre a luz
visivel e o raio X, encontrando-se na faixa de comprimento de onda de 100 a 400
nandmetros (nm), apresenta efeito germicida na faixa de 200 a 300nm, com maior
eficiéncia no comprimento de onda de 265nm (PIGATTO, 2008). A luz UV é um
processo fisico de desinfeccdo, amplamente conhecida pela eliminacdo de micro-
organismos presentes em superficies, salas, materiais e liquidos. Sendo assim, a
sua utilizacdo pode tornar-se uma alternativa para promover o controle ou até
mesmo a eliminacdo de micro-organismos do ambiente (BIANCHI, 2004; ROCHA et
al., 2011).

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito germicida da radiagao ultravioleta
sobre o crescimento de fungos com potencial patogénico, ponderando sua
aplicabilidade laboratorial e a sua utilizacgdo em outros locais com riscos de

contaminacdo frente a esses micro-organismos.



2 Revisado da Literatura

2.1 Fungos

Os fungos compdem um grupo microbiano cosmopolita com uma grande
diversidade de géneros, que colonizam diferentes ambientes, sendo assim
considerados ubiquos. S&o micro-organismos eucariontes, que possuem ceélulas
com um nucleo distinto, e no interior desse esta contido o material genético que
forma mdltiplos cromossomas lineares (LACAZ et al, 2002; MEIRELES;
NASCENTE, 2009).

Dependendo da estrutura, os fungos microscépicos podem ser divididos em
multicelulares (filamentosos, miceliais ou bolores) ou unicelulares (leveduras,
levedos ou leveduriformes), sendo a célula fungica constituida por parede celular,
membrana plasmatica, citoplasma, organelas, membrana nuclear e nlcleo
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). Além disso, cita-se os fungos dimoérficos, em
que uma mesma espécie pode ser encontrada na forma leveduriforme ou
filamentosa, dependendo das condi¢cdes nutricionais e de temperatura (MEIRELES;
NASCENTE, 2009)

As caracteristicas das coldnias podem ser observadas macro e
micromorfologicamente. Enquanto macroscopicamente avalia-se verso e reverso,
pigmentacao, bordas, superficie, textura ou consisténcia, velocidade de crescimento,
topografia, aspecto e o diametro, e microscopicamente, analisa-se para as leveduras
0 aspecto das células (oval, alongadas ou arredondadas) e nos filamentosos,
observa-se as hifas (cenociticas ou septadas, hialinas ou demaceas, finas ou
grossas) e suas estruturas de frutificagdo (MEIRELES; NASCENTE, 2009; SIDRIM,;
MOREIRA, 1999).

A propagacdo vegetativa dos fungos filamentosos pode ocorrer através da
reproducdo assexuada (anamorfica) e reproducdo sexuada (teleomorfica). As
leveduras também podem se reproduzir por essas duas formas. Ressaltando que
tanto a reproducdo assexuada como a sexuada requerem a formacg&o de estruturas

e células especializadas, sendo que a reproducdo teleomorfica fornece oportunidade
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de recombinacdo genética entre os fungos da mesma espécie (MEIRELES;
NASCENTE, 2009).

Estes micro-organismos sdo seres vivos heterotroficos, aclorofilados que
dependem do ambiente para conseguir 0s nutrientes, precisando viver associados
ao material organico como fonte de energia e carbono, tanto na forma saprofitica,
guanto parasita ou em simbiose. No entanto, apesar de ndo produzirem a propria
fonte de energia, podem sintetizar os mais diversos e complexos metabdlitos
(KONEMAN et al, 2001; OLIVEIRA, 2014).

Dependendo da correlacdo entre fungo e o hospedeiro, existem beneficios,
como a decomposicdo de matéria vegetal morta, as micorrizas, a fermentacao, além
da producdo de alimentos e farmacos. Assim como os efeitos podem ser
prejudiciais, como as micoses em humanos e animais, sendo que cada vez € maior
o numero de enfermidades causadas por fungos, principalmente os de vida
saprofitica, denominando as micoses oportunistas (GUARNER; BRANDT, 2011;
MURRAY, 2014; de PAZ, 2017).

2.1.1 Leveduras

Os fungos unicelulares sdo denominados de leveduras, onde a prépria célula
cumpre as funcbes vegetativas e reprodutivas. Estas apresentam-se como células
simples, crescendo e se reproduzindo mais rapidamente que os bolores, e de forma
geral, suas colbnias tornam-se maduras com 48 horas (LACAZ et al., 2002).

A etimologia da palavra levedura tem origem no termo latino levare que
significa crescer ou fazer crescer, pois as primeiras leveduras descobertas estavam
associadas a processos fermentativos, como o de péaes e de vinhos,e esses micro-
organismos provocam um aumento da massa pela liberacdo de gas e formacao de
espuma (BUNN, 2012).

As leveduras diferentemente da maioria das algas n&o realizam a
fotossintese, e quando comparadas aos protozodarios esses sdo destituidos de
parede celular rigida. A diferenciacdo com as bactérias ocorre em virtude das suas
dimensdes maiores e das suas propriedades morfolégicas e estruturas de uma
célula eucaridtica em relacdo a uma célula procariética (SIDRIM; MOREIRA, 1999;
TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).
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As colbnias das leveduras séo glabras e possuem textura cremosa ou leitosa,
apresentando coloracdo branca a bege, porém, algumas espécies podem ser
alaranjadas a rosas, ou marrons a pretas (MEIRELES; NASCENTE, 2009). Suas
células sdo microscopicas apresentando o tamanho de aproximadamente 1-5um de
diametro a 5-30um de comprimento, podendo ser arredondadas, ovais ou
alongadas, com algumas espécies produzindo pseudo-hifas (LACAZ et al., 2002;
SIDRIM; ROCHA, 2004; TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

Os fungos leveduriformes podem ser encontrados em varios lugares, desde
solo, ar, agua, plantas, alimentos e animais. Algumas espécies de leveduras fazem
parte da microbiota comensal e transitéria do organismo, entretanto, em virtude de
disturbios nos mecanismos de defesa dos hospedeiros e outros fatores, podem
expressar patogenicidade e causar enfermidades (LACAZ et al., 2002; MILAN;
ZAROR, 2004).

2.1.1.1 Candida spp.

Existem mais de 200 espécies de leveduras do género Candida, entretanto,
menos de 20 sdo reconhecidas como causadoras de enfermidades, dentre elas
pode- se destacar C. albicans, C. glabrata, complexo C. parapsilosis, C. topicalis, C.
krusei, C. dubliniensis, C. famata, C. guilhermondii, C. pelliculosa, C. rugosa, C.
lusitaniae, C. kefyr, C. norvegensis, C. lipolytica e C. incospicua (CASTRO, 2017,
SARDI et al., 2013; YAPAR, 2014).

No exame morfologico deste género observa-se colbnias brilhantes ou
opacas, com textura cremosa, bordas regulares ou n&o, e coloracao branca a creme,
na microscopia notam-se células esféricas ou levemente ovais, com paredes finas e
auséncia de capsula, a C. albicans e algumas outras espécies do género podem
apresentar pseudo-hifas (LACAZ et al., 2002; MEIRELES; NASCENTE, 2009).

Algumas espécies de Candida sdo descritas como agentes comensais da
microbiota normal de humanos e animais, porém, em virtude de distarbios nos
mecanismos de defesas do hospedeiro, esses fungos podem desencadear micoses
oportunistas. O processo de transformacdo da levedura de comensal a agente
infeccioso ocorre principalmente em ambientes hospitalares, em consequéncia do
aumento do numero de procedimentos invasivos e uso intensivo de antimicrobianos

de amplo espectro, 0os quais quebram as barreiras de protecdo natural do
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hospedeiro, principalmente nos pacientes internados em UTIs (Unidades de
Tratamento Intensivo). Além disso, o desequilibrio altera a microbiota residente na
superficie das mucosas, podendo facilitar o crescimento excessivo de Candida spp.,
levando a invasao tecidual, o que gera doencas superficiais e invasivas, inclusive em
individuos aparentemente sadios (GUARNER; BRANDT, 2011; MILAN; ZAROR,
2004; QUINN et al., 2005).

C. albicans é a espécie mais encontrada causando enfermidades, uma vez
que possui uma maior adaptacdo a existéncia parasitica em vez de saprofiticas. E
dentre os fatores que levam a ter esse maior potencial de patogenicidade estdo a
capacidade de crescer a 37°C, o pleomorfismo, a producdo de metabdlitos e de
fatores de viruléncia, como proteinases e fosfolipases. Entretanto, diversos estudos
indicam a participacdo cada vez maior de espécies ndo-albicans associadas a
enfermidade em pacientes (BRITO et al., 2009; FRANCESCHI, 2016; QUINN et al.,
2005).

A incidéncia de infecgdes por fungos tem aumentado nas ultimas décadas,
acarretando altos indices de mortalidade, principalmente por candidemia, uma
infeccdo na corrente sanguinea por leveduras do género Candida, que é o quarto
micro-organismos patogénico mais isolado em hemoculturas nos hospitais humanos
brasileiros e o principal patégeno desencadeador de sepse em neonatos. No
ambiente hospitalar humano infeccbes por Candida spp. correspondem a 80% de
todas as infec¢des fangicas (COLOMBO, 2000; COLOMBO; GUIMARAES, 2003;
GUIMARAES et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2017).

A candidemia é um problema crescente nos hospitais humanos de todo o
mundo e apesar dos avanc¢os no suporte médico de pacientes criticamente doentes,
a candidiase leva a hospitalizacéo prolongada e tem uma taxa de mortalidade bruta
em torno de 50% (COLOMBO; GUIMARAES, 2003; DOI et al., 2016).

Na medicina veterinaria, as infecgbes por Candida spp. eram escassas, Nno
entanto, h4& um aumento consideravel nos casos de candidiase em animais, com
diferentes manifestacdes clinicas e acometendo variadas espécies. Tornando-se um
problema para a clinica veterinaria de pequenos e grandes animais, como também
para animais silvestres (BRITO et al., 2009).

Apesar da infeccdo por Candida spp. ndo ser contagiosa, ja foi relatada a
transmissao vertical de C. albicans ocorrendo de mée para filho no momento do

parto, e a transmissdo de cepas de C. parapsilosis por profissionais da saude
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(TAMURA et al., 2007). A transmissédo de candidiase disseminada pode acontecer
por via enddgena, que € a mais comum, mas, pode dar-se por via exégena, como
por exemplo as maos de profissionais de satde que manipulam dispositivos médicos
nos cuidados aos pacientes. Devido a isso, o cuidado com a desinfec¢géo do género
Candida deve estar cada vez mais em foco (CLEFF; NASCENTE, 2009; COLOMBO;
GUIMARAES, 2003).

2.1.1.2 Cryptococcus spp.

A classificacdo do género Cryptococcus esta atualmente em modificacdo, até
pouco tempo, duas espécies patogénicas tinham relevancia clinica, Cryptococcus
neoformans e Cryptococcus gattii, a primeira dividia-se em duas variacdes e a
segunda em cinco sorotipos. As demais espécies do género, ainda Sdo pouco
relatas na micologia clinica, porém, existe o aumento de casos de criptococose
causadas por isolados nao-neoformans e nao-gatti (KHAWCHAROENPORN,;
APISARNTHANARAK; MUNDY, 2007; PEDROSO, 2008).

Sobre a taxonomia, em 2015 um trabalho propds um novo arranjo no género,
onde C. neoformans transformou-se em duas espécies, C. neoformans e C.
deneoformans, e C. gattii foi divido em cinco novas espécies, C. gatti, C.
bacillisporus, C. deuterogattii, C. tetragattii, C. decagattii (HAGEN et al., 2015). Essa
nova nomenclatura foi sugerida apos a analise filogenética de 115 isolados, gerando
grande discussdo entre a comunidade cientifica e ndo sendo totalmente aceita
(ALVES, 2016; KWON-CHUNG et al., 2017).

Apesar desta proposta acrescentar conhecimento sobre a diversidade
genética e estrutural do género Cryptococcus, 0s gendtipos publicados com 2.606
cepas ja revelaram maior diversidade génica do que é abrangida por essas sete
espécies novas. Percebendo-se assim, que antes da adocdo desta classificacao
merece uma ampla revisdo, pois além da possivel existéncia de outras espécies,
estas novas sdo desconhecidas clinicamente, ndo sabendo a sua relevancia clinica
e biologica (KWON-CHUNG et al., 2017).

A partir de 2017 tem sido recomendado a utilizacdo dos termos Complexo
Cryptococcus neoformans e Complexo Cryptococcus gattii, assim englobando as
novas espécies sugeridas e as que podem ser descobertas no futuro. E apos o

estudo completo dos isolados e a distincdo das espécies, serd sugerida a devida
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nomenclatura. E com esse novo conhecimento, descrevendo a importancia biologica
e clinica de cada espécie, os micologistas e médicos serdo beneficiados com a nova
classificagdo (ALVES, 2016; KWON-CHUNG et al., 2017).

As colbnias do género Cryptococcus em meio Sabouraud sdo de coloracao
branca a creme, lisas e mucoides. Em meio de cultura especifico, como por exemplo
agar Niger, a coloracéo das leveduras tornam-se marrom-escuras, devido a acédo da
enzima fenoloxidase que atua sobre substratos fendlicos existentes no meio,
gerando quinonas como produtos, que sofrem um processo de autopolimerizacao,
transformando-se em melanina. Na microscopia observam-se células globosas com
o tamanho variando de 5 a 20um, com ou sem brotamento e envolvidas por capsula
de polissacarideo (CASADEVALL; ROSAS; FARIA; XAVIER, 2009; NOSANCHUCK,
2000).

A criptococose é uma micose oportunista sistémica que acomete 0Orgaos
internos e pele, causada pelas leveduras do género Cryptococcus. Ela ocorre
principalmente pela inalacdo dos propagulos fungicos, presentes em reservatorios
ambientais, que se depositam nos alvéolos pulmonares dos individuos. Os pulmdes
sdo os sitios primarios da infeccdo, sendo que apés a extensao da lesdo ocorre a
disseminacdo hematdgena ou linfatica para outros érgdos, tendo o maior tropismo
pelo sistema nervoso central (FARIA; XAVIER, 2009).

A criptococose é uma doenca de grande importancia, tanto para humanos
como para animais, ja que as suas consequéncias sao graves principalmente em
pacientes imunossuprimidos (SIDRIM; MOREIRA, 1999). A criptococose, no mundo,
aumentou significativamente sua ocorréncia, apés o advento da AIDS, e no Brasil
foram registados mais de 215.000 pacientes com essa sindrome entre os anos de
1980 e 2002, desses, 12.900 (6%) foram diagnosticados com criptococose (NUCCI
et al., 2010).

Segundos estudos de Aguiar et al. (2017) ao avaliarem, durante nove anos,
um hospital brasileiro onde foram diagnosticados 41 pacientes com criptococose,
destes, 85% tinham AIDS e a taxa de mortalidade dessa micose foi de 58,5%. Os
autores sugeriram que mesmo que as taxas de deteccdo de pacientes com 0 virus
HIV permanecam estaveis, as infec¢cdes oportunistas, como a criptococose,

continuam aumentando em morbidade e mortalidade nesses pacientes.
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Em veterinaria, a criptococose € considerada pouco frequente, quando
comparada com as outras micoses. Ela acomete principalmente os felinos e
igualmente aos humanos esta relacionada a imunidade do hospedeiro. Apesar de
ndo ter grande casuistica, € importante conhecer seus aspectos epidemiolégicos,
relacionados principalmente a transmisséo, para assim prevenir as infeccdes, que

muitas vezes levam os pacientes a 0bito (CANAVARI et al., 2017; CHIESA, 2016).

2.1.1.3 Rhodotorula spp.

As colbnias das leveduras do género Rhodotorula sdo de coloracao laranja,
rosa ou vermelha, com aspecto mucoide, podendo também serem pastosas ou
secas e rugosas. Microscopicamente sdo caracterizadas por blastoconidios ovéides
ou alongados, observando-se em algumas espécies a formacéo de pseudo-hifas ou
hifas verdadeiras (SIDRIM; ROCHA, 2004).

Estes micro-organismos sdo caracterizados pela producdo de pigmentos
carotenoides, o que confere a coloragéo das colonias. Os carotenoides sdo corantes
naturais com aproximadamente 700 representantes, lipofilicos, encontrados
amplamente distribuidos na natureza em algas, plantas, crustaceos, peixes, aves e
micro-organismos. Suas propriedades permitem a aplicacdo nas mais diversas
industrias, sendo uma das caracteristicas a protecdo a radiagcdo UV, e juntamente
com as melaninas sdo conhecidas como pigmentos de protecdo frente essa
radiacdo (MESQUITA; TEIXEIRA; SERVULO, 2017; SILVA, 2004).

Rhodotorula spp. sé@o consideradas leveduras sapréfitas e contaminantes
comum de material biol6gico, tendo uma ampla distribuicdo no ambiente e
rotineiramente isoladas do solo, ar, agua do mar, lagos, leite, ambientes hospitalares
e equipamentos médicos. E algumas espécies também sdo comensais da pele,
sistema gastrointestinal, vias respiratorias superiores e urina dos mamiferos
(EVANGELISTA, 2008).

Por um longo tempo, essas leveduras foram consideradas nédo patogénicas,
no entanto, varias espécies tém emergido como patdégenos oportunistas,
particularmente em pacientes imunocomprometidos, mas podendo acometer
pacientes imunocompetentes. Casos de fungemia, endocardites, peritonites e

meningites ja foram descritos, sendo associadas a cateteres contaminados pelo
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ambiente ou microbiota humana (GOMEZ-LOPEZ et al., 2005; GONCALVES et al.,
2015).

Nos casos de fungemia por Rhodotorula spp. em humanos a mortalidade
corresponde a aproximadamente 15%, sendo considerada atualmente um risco nas
infeccbes nosocomiais, além de ser o micro-organismo mais isolado das maos
deprofissionais de saude e pacientes hospitalares (de ALMEIDA et al.,, 2008;
SPADER, 2017; STRAUSBAUGH et al., 1996).

2.1.2 Fungos filamentosos

Diferentemente das leveduras, os fungos filamentosos sdo multinucleados,
possuindo células alongadas e ramificadas, que formam filamentos denominados de
hifas. O conjunto de hifas € chamado de micélio, o qual pode ser dividido em micélio
vegetativo, que cresce para dentro do substrato e tem a funcéo de sustentacdo e de
absorcao de nutrientes, e em micélio aéreo, que se projeta na superficie. Quando o
micélio aéreo se diferencia para sustentar as estruturas reprodutivas, recebe o nome
de micélio reprodutivo (OLIVEIRA, 2014).

Na maioria dos fungos filamentosos, as hifas contém septos porosos, que
dividem as hifas em distintas unidades celulares, sendo designadas de hifas
septadas. Ha também as hifas que ndo possuem septos e se apresentam como
células longas e continuas com muitos nucleos, chamadas de hifas cenociticas. E
ainda, as hifas se diferem por apresentarem coloracdo (deméaceas) ou néao (hialinas)
e serem haploides (nacleo Unico por regido) ou diploides (dois nlcleos por regiao).
Outros aspectos avaliados nos diferentes géneros flngicos sdo a espessura e a
angulacdo das ramificacdes das hifas (LACAZ et al., 2002; TORTORA; FUNKE;
CASE, 2005).

Além dessas diferenciagbes, os fungos filamentosos possuem uma maior
variedade de formas, topografias e cores de colonias, o que facilita a sua
identificacdo. Por exemplo, quanto a textura podem ser aveludados, cremosos,
butirosos ou mucoides, cotonosos, serosos, camurgas, granulosos, membranosos
ou coriaceos, verrucosos ou pulverulentos (LACAZ et al.,, 2002; OLIVEIRA, 2014;
SIDRIM; MOREIRA, 1999).
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2.1.2.1 Dermato6fitos

O termo dermatdéfitos € utilizado para designar um grupo especializado de
fungos filamentosos queratinofilicos, isto €, com capacidade para degradar a
queratina, obtendo assim nutrientes a partir da pele, unhas e pelos. Além disso,
esses fungos sdo capazes de causar doencas em homens e animais, sendo
considerada a zoonose fungica mais relatada no mundo (CORTEZ et al., 2012;
SIDRIM; MOREIRA, 1999).

Este grupo é constituido por inUmeras espécies agrupadas em trés géneros:
Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton. Podendo ser diferenciados pelo
aspecto macroscopico das colbnias, bem como suas caracteristicas microscopicas
(MEINERZ; ROSA, 2009).

Os dermatofitos também séo classificados devido a sua adaptacdo em
relacdo ao ambiente, sendo divididos em geofilicos, zoofilicos e antropofilicos. O
primeiro grupo apresenta uma caracteristica de manter-se em solos, o segundo séo
os fungos que se adaptam melhor nos animais, enquanto que os Ultimos parasitam
principalmente o homem (OLIVEIRA, 2014).

Os sinais clinicos da dermatofitose s&o variaveis, influenciaveis
principalmente pela relacdo hospedeiro-fungo e do grau da resposta inflamatoria,
mas as principais alteracdes cutédneas observadas em humanos e animais sao
alopecia, presenca de papulas, pustulas e ocasionalmente, furdnculos (CRUZ,
2010).

Essa micose é considerada um problema de salde publica, e sua prevaléncia
pode apresentar variagdes regionais, na literatura é descrita afetando cerca de 25%
da populacdo mundial, sendo considerada a terceira dermatopatia em criancas
menores de 12 anos e o0 segundo quando descrito a populacdo adulta (CORTEZ et
al., 2012; DALLA LANA et al., 2016; VENA et al., 2012).

A transmissdo da dermatofitose ocorre através do contato direto com pelos,
pele ou crostas contaminadas pelos fungos provenientes de portadores sintomatico
ou assintomatico, porém, pode acontecer indiretamente por fdomites com a presenca
de artroconidios (MATTEI; MADRID, 2011).

Neves et al. (2015) ao estudarem a epidemiologia dos dermatdfitos,
confirmaram a presenca de propagulos fungicos viaveis no ambiente domiciliar de

animais apresentando dermatofitose, sendo o fungo encontrado em quaisquer dos
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locais ou superficies pesquisadas. Os autores destacam que o ambiente também
deve ser limpo e desinfetado simultaneamente ao tratamento dos pets, evitando uma
disseminac&o desses micro-organismos para outros animais e/ou seres humanos.

As medidas de controle utilizadas na dermatofitose visam principalmente
interferir na cadeia de transmissdo da enfermidade, entretanto, esse controle é
particularmente dificil devido a existéncia de animais portadores assintomaticos.
Além disso, estes fungos possuem resisténcia aos agentes fisicos e quimicos, o que
permite que permanecam viaveis em materiais inanimados por mais de 18 meses
(MEINERZ; ROSA, 2009; MORIELO; DEBOER; VOLK, 2002; PINHEIRO;
MOREIRA; SIDRIM, 1997).

2.1.3 Fungos dimorficos

Fungos dimoérficos podem-se apresentar tanto na forma leveduriforme quanto
na forma filamentosa, dependendo das condi¢cdes de crescimento, como nutricionais
e temperatura, sendo influenciado principalmente pelo dltimo. Assim, em sua
maioria, a 37°C estdo na forma de levedura e a 25°C mostram-se como
filamentosos. Esta variabilidade morfolégica € uma caracteristica maioritaria de
fungos patogénicos (LACAZ el al., 2002; MEIRELES; NASCENTE, 2009; SIDRIM;
MOREIRA, 1999).

Vérias espécies fazem parte desse grupo de fungos, dentre elas pode-se
incluir Coccidioides immitis, Paracoccidioides brasiliensis, Bastomyces dermatitidis,
Histoplasma capsulatum e Sporothrix spp. (CRUZ, 2010; MEIRELES; NASCENTE,
2009).

2.1.3.1 Complexo Sporothrix schenckii

O Complexo Sporothrix schenckii € composto por fungos dimorficos,
cosmopolitas, saprofitos e parasitas facultativos. Sua forma filamentosa pode ser
encontrada em solos ricos de matéria organica e vegetacdo em decomposicao,
principalmente em locais quentes e umidos, e sua fase leveduriforme esta presente
nas lesbes de individuos com esporotricose (LACAZ et al., 1998; CRUZ, 2010).
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Durante muito tempo, considerou-se que apenas Sporothrix schenckii era a
espécie patogénica, causadora da esporotricose (MARIMON et al., 2007). Porém,
com o advento do sequenciamento de DNA, os estudos gendmicos, da morfologia,
nutricdo e fisiologia, S. schenckii passou a ser considerado um complexo, que inclui
as espécies S. schenckii sensu stricto, S. globosa, S. mexicana, S. luriae, S. pallida,
S. chilensis, S. albicans e S. brasiliensis. Dentre essas espécies, algumas ainda nao
foram descritas como causadoras da enfermidade (MARIMON et al.,, 2007;
OLIVEIRA et al., 2011; VERGARA et al., 2012; RODRIGUES et al., 2013).

A esporotricose atualmente é descrita como uma micose de implantacéo, que
acomete o homem e diversos animais, possui ocorréncia mundial, com uma maior
frequéncia em zonas temperadas e tropicais. Uma vez que a esporotricose nao é
uma doenca de notificacdo obrigatéria, sua prevaléncia mundial exata é
desconhecida, mas ela ja foi relatada nos Estados Unidos, América do Sul (Brasil,
Colémbia, Guatemala, México e Peru), Asia (China, india e Jap&o) e na Australia
(CHAKRABARTI et al., 2015). A esporotricose € uma doenca negligenciada que tem
tido um aumento significativo no nimero de acometidos nos Uultimos anos, e
reconhecidamente tornou-se um problema em saude publica (CRUZ, 2010;
GREMIAO, 2015).

A transmissao desta micose ocorre através da inoculacdo do Sporothrix spp.
por acdo traumatica na derme por espinhos, ferpas de madeiras, material vegetal,
assim como por arranhadura e mordedura de animais contaminados ou pelo contato
da pele com solucéo de continuidade (ARAUJO et al., 2015; CRUZ, 2010; MADRID
et al., 2012). A transmissdo zoonoética da esporotricose € considerada rara
mundialmente, porém, em alguns locais o panorama se altera, e a principal forma de
disseminacédo ocorre através de felinos doentes (FREITAS, 2009). Esses animais
recebem grande destaque na transmissdo da doenca, pois apresentam grande
namero de leveduras em suas lesfes e por carrearem o fungo nas garras e cavidade
oral (SCHUBACH et al., 2006).

A esporotricose tem recebido destague na medicina humana e animal pelo
crescente aumento de casos relatados, pelo alto potencial zoondtico e por
apresentar um alto indice de resisténcia ao tratamento. A importancia da
esporotricose e a presenca do Complexo Sporothrix schenckii em varios estados e
municipios do Brasil, especialmente no Rio de Janeiro (RJ), Sdo Paulo (SP) e em

Pelotas (RS), onde o problema tem sido relatado com maior frequéncia, € imperativo



25

estudos envolvendo varidveis da cadeia de transmissibilidade com utilizacdo de
processos fisicos na descontaminacdo do agente Sporothrix spp. por exemplo.
Avancar nessa forma de controle se justifica especialmente quando j& se tem relatos
do Complexo S. schenckii em ambientes hospitalares e domiciliares, o que refor¢ca a
necessidades dos cuidados na desinfeccdo ambiental, pelo risco da contaminacgao
de animais e humanos (MATOS et al, 2016; MATTEI et al., 2011; WALLER et al.,
2016).

2.2 Contaminacao fungica

Devido as caracteristicas ja descritas do desenvolvimento fangico, esses
micro-organismos tem a capacidade de crescer nos mais variados locais, gerando
muitas vezes contaminacdes extensas com perdas econdmicas, transmissdao de
enfermidades e dificuldades na descontaminacdo ambiental (LACAZ et al., 2002).

Nos hospitais, as infec¢cfes fungicas estdo cada vez mais comuns e possuem
grande importancia em pacientes imunocomprometidos, por serem dificeis de tratar
e muitas vezes anteciparem a morte (MORRIS et al., 2000). Um estudo realizado
sobre a epidemiologia da septicemia em humanos descreveu um aumento de 207%
das infeccBes micéticas entre 1979 a 2000, estando relacionados os fungos dos
géneros Aspergillus, Candida e Cryptococcus (PFALLER; DIEKEMA, 2007).

A contaminacao por fungos em hospitais, laboratorios, bibliotecas, sistema de
manipulacdo de ar e nos mais diversos locais, ocorre através do ar, 4gua, pessoas e
objetos contaminados, sendo dificultoso o controle da sua propagacao
(BORTOLETTO; MACHADO; COUTINHO, 2002; LEVETIN et al., 2001; MARTINS,
2016; SHERLOCK et al., 2008). Porém, rotinas de higiene, baseadas em limpeza de
superficies, desinfecdo e esterilizacdo de materiais, juntamente com antissepsia
auxiliam na diminuic&o do problema (AVANCINI; GONZALES, 2014).

Diversos estudos descrevem a contaminacdo de fungos em unidades de
manipulacdo de ar, esses agentes contaminam filtros de ar, bobinas de refrigeracao
e ductos. As pessoas que convivem com 0 ar contaminado, podem desenvolver
doencgas infecciosas e doencas de hipersensibilidade, como alergias, rinite e asma.
Sendo um problema que afeta desde edificios comerciais, até hospitais e domicilios
(LEVETIN et al., 2001; MENZIES et al., 1999).
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Um exemplo concreto do problema, foi a contaminacdo fangica que ocorreu
em dezembro de 1996, no acervo da Biblioteca de Manguinhos da Fundacao
Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro, na época existiam aproximadamente 620.000
volumes no local, que precisou ser interditado por um periodo de cinco meses para
controlar o crescimento dos fungos (BORTOLETTO; MACHADO; COUTINHO,
2002).

Avaliando-se 0 exposto, percebe-se a importancia da descontaminacao
fungica, uma vez que a taxa de morbidade por infec¢des fungicas tem aumentado e
a mortalidade igualmente, mesmo quando administrada a medicacao correta. Devido
esses dados, nota-se que mais estudos devem ser realizados sobre o tema, focando
na prevencao de infec¢cbes e diminuicdo de contaminac¢des cruzadas (ANDERSEN
et al., 2009; COELHO et al., 2017; NUCCI et al., 2010; PFALLER; DIEKEMA, 2007).

2.3 Descontaminacao

Descontaminacdo € 0 processo ou tratamento que remove 0S Micro-
organismos patogénicos de um objeto, tornando, assim os materiais, instrumentos
ou superficies seguro para uso pelos profissionais competentes. O procedimento de
descontaminagao pode variar entre processo de esterilizagéo, desinfecgao e limpeza
(KALIL; da COSTA, 1994).

Limpeza ou lavagem é o processo de remocdo de sujidades e/ou matéria
organica, pré-requisito essencial no processo de desinfeccdo e esterilizacdo. A
lavagem pode ser realizada manual ou automaticamente, a primeira é realizada com
agua fria ou morna, e detergente ou produtos enzimaticos com o auxilio da acao
mecanica. Ja a lavagem automatica é realizada com o recurso de maquinas
automatizadas, onde a remocao da sujidade e da matéria organica, ocorre pela acao
mecéanica, térmica e quimica de ondas ultrassOnicas e jatos d'agua (de LEMOS,
2016; SABIR; RAMACHANDRA, 2004).

A desinfeccdo € o processo que elimina todos 0s micro-organismos, com
excecdo dos esporos bacterianos, que estdo em superficies inanimadas. Esse
processo nao deve ser confundido com a esterilizagdo, visto que ndo elimina
totalmente todas as formas de vida microbiana (TENGAN et al.,, 2016;
WICHELHAUS et al., 2006). Os fatores que afetam a eficacia da desinfeccéo sdo a

falta de limpeza prévia da superficie, a carga orgéanica presente, tipo e nivel de
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contaminacgdo bacteriana, as caracteristicas do micro-organismos, a concentracéo e
o tempo de exposicdo, presenca de biofilmes, temperatura e pH (CAMPOS;
VALENTE; AVANCINI, 2016).

Esterilizacdo € a eliminacdo ou destruicdo completa de todas as formas de
vida microbiana, incluindo esporos, é considerado o meio mais eficaz para eliminar
todas as fontes vidaveis de organismos que possam causar infeccdo e/ou doenca.
Sua eficicia também é afetada igualmente como na desinfeccdo, mas, se destaca
por ser o método mais eficiente, mais rapido, ndo corrosivo e mais seguro, ele
usualmente € dividido em esterilizacdo quimica e esterilizacdo fisica (KALIL; da
COSTA, 1994; PAIVA et al., 2014).

Deve-se lembrar, no entanto, que as questdes de desinfeccdo e de
esterilizacdo ndo sdo assim tdo simples como se apresentam. E necessario
considerar que existem processos inadequados para determinados tipos de
materiais, como por exemplo utensilios termossensiveis. Ressaltando que
frequentemente os fémites em medicina veterinaria sdo objetos de plasticos e/ou
borracha que em altas temperaturas sdo danificados, tornando dificil sua
descontaminac&o (AVANCINI; GONZALES, 2014; KALIL; da COSTA, 1994).

2.3.1 Radiagao ultravioleta

Por definicdo radiacdo é a emissdo de particulas ou energia em forma de
ondas, onde o comprimento de onda é a distancia de pico a pico de uma onda e
usualmente é expresso em centimetro ou nandémetro (nm). Dentre as radiacdes
existe a ultravioleta (UV), um componente invisivel da radiacdo solar, que no
espectro eletromagnético situa-se entre a luz visivel e os raios-X (de OLIVEIRA,
2003; USEPA, 2006).

De acordo com o comprimento de onda, a radiacdo UV é dividida em trés
categorias, UV-A (316-400nm), UV-B (281-315nm) e UV-C (100-280nm), ou seja,
essa radiacdo encontra-se na faixa de comprimento de onda de 100 a 400nm, e a
faixa com maior efeito sobre o acido desoxirribonucleico (DNA) celular esta entre
250 a 270nm, com o efeito germicida tendo maior eficiéncia no comprimento de
onda de 254nm (AGUIAR, 2000; VARGAS, 2011).



28

A fonte primaria de radiacéo ultravioleta é o sol, podendo também ser emitida
por lampadas incandescentes e fluorescentes, solda elétrica, macarico de plasma e
equipamentos a laser. A radiacdo proveniente de fontes naturais € quase que
totalmente absorvida pelo oz6nio da atmosfera terrestre, e apenas as faixas mais
energéticas do espectro ultravioleta chegam até a superficie. A absorcéo da UV pela
atmosfera protege a vida no planeta, mas mesmo assim, 0s raios ultravioletas que
atingem a superficie da terra tém energia suficiente para inativar micro-organismos
menos resistentes (NOGUEIRA, 2003; VARGAS, 2011).

A luz UV produzida artificialmente por lampadas de vapores de mercurio,
pode ser de baixa ou média pressao, devido a presséo de vapor de mercurio dentro
da lampada. Nas de baixa pressdo, o mercurio em temperatura moderada (40°C)
emite essencialmente luz monocromética, e em torno de 85% de sua energia no
comprimento de onda de 253,7nm, assim, sdo fonte eficientes para o sistema de
desinfeccdo. Nas lampadas de média pressdo, o vapor de mercurio em
temperaturas altas (600-900°C) produz luz UV de espectro bem largo
(policromético). As lampadas de média pressdo desinfetam mais rapido e tem maior
capacidade de penetracdo devido a alta intensidade. Entretanto, essas lampadas
operam em temperaturas muito altas e comum grande consumo de energia. Apesar
das vantagens das lampadas de média pressao, as de baixa pressdo de vapor de
mercurio sdo as mais utilizadas devido ao custo e facilidade de aquisicdo no
mercado (SOMMER et al., 2008; USEPA, 2006).

A radiacdo UV vem sendo utilizada como um processo fisico de desinfeccao,
amplamente conhecida pela eliminacdo de micro-organismos presentes em
superficies, salas, materiais e liquidos.Estudos evidenciam sua letalidade frente a
bactérias, virus, fungos e algas, mostrando-se como uma forma eficiente e
ambientalmente segura na descontaminac¢do de objetos contaminados por desses
agentes (PIGATTO, 2008; ROCHA et al., 2011; UEKI et al., 2008).

Deve-se ressaltar que a luz UV néo tem poder de penetracdo, agindo apenas
na superficie onde os raios incidem, sendo a sua acdo germicida afetada pelo
acumulo de sujidades, matérias organicas e pela distancia do plano a ser
desinfetado. Demonstrando a importancia de adotar-se os devidos cuidados para
alcancar melhores resultados de desinfeccdo (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005;
UEKI et al., 2008).
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Os raios UV agem diretamente sobre o DNA presente no interior das células,
provocando muta¢cdes ou até mesmo a morte celular. Acredita-se que o efeito da UV
esta relacionado com a formacdo de dimeros entre moléculas adjacentes de timina
numa mesma cadeia de polinucleotideo, e essa dimerizacdo estd ligada a
capacidade de bloquear a replicacdo do DNA, causando o efeito letal (CAMACHO,
1995; CRUZ, 2010).

Sua eficicia depende de alguns fatores que influenciam sua capacidade na
eliminacdo da carga microbiana, como por exemplo, tempo de exposi¢cédo, tamanho
da populacéo, caracteristicas dos micro-organismos e condi¢des ambientais. Devido
a isso, € necessario 0 estudo sobre a eficiéncia da inativacdo de diferentes micro-
organismos expostos a UV, uma vez que cada um comporta-se com maior ou menor
resisténcia diante a diferentes doses de radiacdo (da COSTA, 2007; WRIGHT;
CAIRNS, 1998).
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RESUMO

A luz ultravioleta (UV) possui acdo germicida, sendo amplamente utilizada na
descontaminacdo de superficies e materiais em laboratério. Essa radiacdo provoca
alteracdes fotobioquimicas que promovem a inviabilidade ou morte dos micro-organismos
atingidos. As leveduras sdo células eucariotas, ou seja, possuem nucleo que protege o seu
material genético, sendo um dos motivos para necessitarem de uma maior exposicao a UV
guando comparadas as células procariotas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia
da radiacdo ultravioleta sobre as leveduras expostas em cabine de seguranca bioldgica. No
estudo foram utilizados um isolado de Cryptoccocus gattii, um de Rhodotorula sp. e uma
cepa padrdo de Candida albicans (ATCC 14053). Utilizou-se a Norma M27-A2 do NCCLS para
a preparacao dos inéculos, diluindo-os nas concentragdes 1, 5 e 10 da escala McFarland.
Cada indéculo foi semeado em seis placas de Potato Dextrose Agar (PDA). Apds, metade das
placas foi exposta a radiagdo ultravioleta por 15 minutos em cabine de seguranca biolégica.
Todas as placas foram incubadas em estufa a 37 °C por 10 dias. As placas semeadas com C.
albicans e C. gattii e expostas a UV tiveram seu crescimento inibido. As placas semeadas
com Rhodotorula sp. e expostas a radiacdo UV tiveram crescimento, porém com uma
diminuicdo nas unidades formadoras de colonias (UFC) quando comparado com as ndo
expostas. Nas condigdes deste trabalho, comprovou-se a eficacia desse método de
descontaminacao em relacdo a C. albicans e C. gattii, assim como a necessidade de maiores
pesquisas da atuacdo da UV frente ao género Rhodotorula.

Palavras-chave: Descontaminagado. Desinfec¢ao. Fungos. Fungicida. UV.

INTRODUCAO

Fungos sdo seres ubiquos que se destacam por crescerem e se propagarem pela poeira
ambiental, por isso, dificilmente um ambiente estd livre da contaminacdo fungica, fato que
ocorre também em laboratérios e seus equipamentos (ANVISA, 2010; NOBRE; CLEFF, 2009).
Com isso, deve-se destacar a importancia da desinfec¢do, pois esta resulta na reducdo da

carga microbiana (ANVISA, 2010; MATTEI et al., 2014).
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As instalacOes, equipamentos e procedimentos de um laboratdrio de micologia devem estar
de acordo com as normas de biosseguranca vigentes no pais, pois a correta aplicacdo desses
regimentos contribui para a protecdo das amostras processadas em relacdo a contaminantes
externos, da equipe que manuseia e do meio ambiente (BRASIL, 2006; SANGIONI, 2012; UEKI
et al., 2006).

As cabines de seguranca bioldgicas (CSB) sdo consideradas o principal equipamento de
contencdo de micro-organismos nos laboratérios, sendo capazes de proporcionar a
diminuicdo de aerossoéis e borrifos gerados nos procedimentos realizados dentro delas
(BRASIL, 2006). Dependendo das caracteristicas de construcdo e aplicacdes, as CSB sdo
classificadas em classe |, Il e lll, a escolha dependera dos riscos e dos agentes bioldgicos a
serem manipulados (UEKI et al., 2008). Todas as CSB devem possuir em seu interior uma
lampada ultravioleta (UV) e, segundo normas de biosseguranca, apds utilizacdo da CSB, a luz
UV precisa permanecer ligada durante 15 minutos para a descontaminacdo (BRASIL, 2006;
SANGIONI, 2012).

A radiacdo ultravioleta é um processo fisico de desinfeccdo frequentemente utilizado em
laboratérios (PIGATTO, 2008). Esse processo corresponde as ondas eletromagnéticas com
comprimento na faixa de 100 a 400 nanémetros (nm), onde o comprimento de onda de 254
nm possui atividade germicida mais efetiva (RIBEIRO et al., 2004). Estudos evidenciam que
ela é letal para bactérias, esporos, virus, fungos e algas (UEKI et al., 2008), mostrando-se
como uma forma eficiente e ambientalmente segura na desinfec¢do de sdlidos e liquidos
(ROCHA et al., 2011).

Ao contato com os micro-organismos, a UV provoca alteragdes fotobioquimicas que
modificam o DNA ou RNA celular e de organelas intracelulares, promovendo a inviabilidade
ou a morte das mesmas (LENZI, 2005). As leveduras sdo células eucariotas e por possuirem
nucleo necessitam de uma maior exposicdo a essa radiacdo quando comparadas as células
procariotas. Desta forma, o uso de células fungicas torna-se uma opg¢do vidvel para a
avaliacdo da UV como método de desinfec¢do (LOBO et al., 2009; TORTORA et al., 2005).

A partir das informacgdes supracitadas, o estudo proposto visa analisar o efeito da radiacao
ultravioleta sobre o crescimento das leveduras expostas em CSB e sua a eficiéncia na

descontaminacao em laboratérios.
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MATERIAL E METODOS

No experimento foram utilizados isolados de Cryptococcus gattii, Rhodotorula sp. e uma
cepa padrdo de Candida albicans (ATCC 14053), todos provenientes da micoteca do Centro
de Diagndstico e Pesquisa em Micologia Veterinaria (MicVet) pertencente a Faculdade de
Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas - UFPel.

A metodologia foi estabelecida através da Norma M27-A2 do NCCLS. Para a preparac¢ao do
indculo, as leveduras foram repicadas por esgotamento em placa de Petri contendo meio de
cultura Potato Dextrose Agar (PDA) e acondicionadas em estufa a 37 °C por 48 horas.

Apds, suspendeu-se a colonia obtida nas placas em um tubo de ensaio contendo solugdo
salina tamponada (PBS) acrescida com uma gota de Tween 20. As solu¢bes foram
homogeneizadas em agitador de tubos durante 15 segundos, e o indculo das trés leveduras
foram ajustados as concentracdes de 1, 5 e 10 de acordo com escala de McFarland.
Posteriormente, em triplicata, inoculou-se 10 puL de cada solucdo em placas de Petri de
plastico contendo PDA e em seguida foram espalhados pelo método de surface plate.
Metade das placas semeadas foram destampadas e expostas a radiacdo ultravioleta em uma
camara de seguranga bioldgica (BioFlux Il A/Filtracom) por 15 minutos com o fluxo laminar
ligado.

Para o controle negativo, trés placas foram semeadas com o PBS sem a exposi¢ao a luz UV.
Ao final, todas as placas foram incubadas em estufa a 37 °C por dez dias com avaliacao diaria
do crescimento fungico.

Para realizagdo do estudo foi utilizada uma lampada nova de ultravioleta de baixa pressao de
vapor de mercurio com poténcia nominal de 30W (Phillips®), localizada na parte superior da

camara de fluxo laminar com uma altura de 45 cm das placas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os fungos leveduriformes comumente possuem crescimento entre 24 a 48 h apés incubacdo
em estufa com temperatura em torno de 37 °C (MEIRELES; NASCENTE, 2009). Neste
experimento, optou-se por avaliar as placas até o décimo dia de incubacdo, para assim
garantir a auséncia de crescimento tardio dos micro-organismos.

O género Candida é composto por centenas de espécies, com destaque para a C. albicans,

que é a mais frequentemente envolvida com patologias nos homens e animais domésticos.
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Suas colbnias sdo brancas a creme, com textura cremosa e podem ser lisas ou rugosas. Na
microscopia notam-se células arredondadas, sem a presenca de cdpsula e podem apresentar
pseudo-hifas (CRUZ, 2010).

A infecgdo por Candida spp. pode ser facilitada por varios processos patoldgicos, fisiologicos
ou traumaticos, sendo os mais comuns a imunossupressao. Dessa forma, a candidiase é
considerada uma micose oportunista e é o quarto patégeno mais isolados de hemoculturas
nos hospitais brasileiros (COLOMBO et al., 2006; MALUCHE; SANTOS, 2008).

Neste estudo, as placas semeadas com Candida albicans e expostas na CSB com radia¢ao UV
por 15 min, tiveram seu crescimento inibido até o ultimo dia de incubacdo (figura 1), em
todas as concentragGes testadas. Resultado semelhante ao de Vargas (2011), que observou
que apos 60 s de exposicao a radiagao UV, havia uma redugdo decimal de C. albicans. Sendo
que o estudo descreve a C. albicans como mais resistente a radiacdao UV, em comparacao a
Saccharomyces boulardii, uma vez que a segunda levedura necessitou apenas de 40 s de
exposicdo para sua redugdao decimal. Embora exista a descricdo dessa maior resisténcia a
acao UV, em comparagao a outros micro-organismos, a C. albicans no estudo atual foi

inibida.

FIGURA 1 PLACAS SEMEADAS COM CANDIDA ALBICANS EM TRES CONCENTRAGCOES, APOS DEZ
DIAS DE INCUBACAO. A) PLACAS DE PETRI EXPOSTAS 15 MINUTOS NA RADIACAO UV. B) PLACAS
DE PETRI NAO EXPOSTAS A RADIACAO UV

As colbnias do género Cryptococcus sao de coloragdo creme, lisas e mucoides e, quando
semeadas em agar inclinado, o fungo escore pela superficie do meio e se deposita no fundo
(CRUZ, 2010). Na microscopia observam-se células globosas, com ou sem brotamento e

envolvidas por capsula de polissacarideo (de FARIA; XAVIER, 2009). Os resultados das placas
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semeadas com Cryptococcus gattii neste estudo, assemelham-se com a levedura anterior
(Figura 2), pois em todas as placas expostas na radiagao UV houve o crescimento inibido até

o ultimo dia de incubagao.

FIGURA 2 PLACAS SEMEADAS COM CRYPTOCOCCUS GATTII EM TRES CONCENTRACOES, APOS DEZ
DIAS DE INCUBAGCAO. A) PLACAS DE PETRI EXPOSTAS 15 MINUTOS NA RADIACAO UV. B) PLACAS
DE PETRI NAO EXPOSTAS A RADIACAO UV

As col6nias do género Rhodotorula sdao de coloracdo alaranjada a avermelhada com aspecto
mucoide devido a presenca de capsula, podendo se apresentar também como pastosas e
rugosas (SIDRIM; ROCHA, 2004). Essas leveduras s3o consideradas saproéfitas e
contaminantes comuns de amostras.

Um estudo realizado em 2015 comprovou a presenca de leveduras do género Rhodotorula
em ambientes hospitalares, pois houve o isolamento do fungo em 20,7% das amostras
coletadas (GONCALVES et al., 2015). Além disso, cada vez mais ha relatos que citam esse
micro-organismo como um patdgeno oportunista emergente, principalmente em pacientes
imunocomprometidos (GOMEZ-LOPEZ et al.,, 2005). Com esses resultados, percebe-se a
importancia de estudos que descrevam formas de desinfec¢do frente Rhodotorula spp.
(GONCALVES et al., 2015).

Nas placas semeadas com Rhodotorula sp. e expostas a luz UV por 15 min, ndo houve
inibicdo em nenhuma concentragdo testada (Figura 3), porém houve uma diminui¢do das
unidades formadoras de col6nias (UFC) quando comparadas com as placas ndo expostas a
UV. Esses resultados corroboram com os encontrados por Santiago (2015) que testou

leveduras extremofilas quanto a capacidade de resistir a radiagdo ultravioleta. As espécies
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de Rhodotorula testadas resistiram a intensidades maiores que 900 J/m? de radiagdo UV, a
explicagdo dada pela autora, foi ao fato dessas leveduras produzirem carotendides, um
pigmento fotoprotetor capaz de absorver a radiacdo UV em comprimentos de onda
diferentes (WYNN-WILLIAMS; EDWARDS, 2002). Porém sugere-se maiores estudo sobre o

comportamento da Rhodotorula spp. frente a UV.

FIGURA 3 PLACAS SEMEADAS COM RHODOTORULA SP. EM TRES CONCENTRAGOES, APOS DEZ DIAS DE
INCUBAGAO. A) PLACAS DE PETRI EXPOSTAS 15 MINUTOS NA RADIAGAO UV. B) PLACAS DE PETRI NAO
EXPOSTAS A RADIACAO UV

No controle negativo, placas semeadas com PBS e ndo expostas a UV, ndao houve
crescimento de micro-organismos. Demonstrando com isso a inocuidade dos materiais
utilizados para a realizacdo do experimento, bem como do ambiente ao qual foram expostos
(CSB).

Ueki et al. (2006) realizaram um estudo semelhante, onde testaram a acdo germicida da
radiacdo ultravioleta frente a micobactérias. Todas as placas que tiveram exposicao direta a
UV durante cinco minutos, apresentaram inibicao do crescimento das bactérias. Os autores
sugerem que esses resultados demonstram que a UV garante a descontaminacdo adequada
das CSB e de materiais.

As micobactérias precisaram apenas de cinco minutos de exposi¢cdo a luz UV para serem
inibidas no estudo de Ueki et al. (2006), uma vez que s3ao mais sensiveis a radiagao UV
guando comparadas as células fungicas. Isso ocorre, pois, além das leveduras terem o DNA
protegido por membrana, as células sdo maiores e possuem uma parede celular espessa e

muito resistente, composta de oligossacarideos (LOBO et al., 2009; TORTORA et al., 2005).
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Com as condi¢Oes estabelecidas neste trabalho, salienta-se a eficacia da luz UV frente a
Candida albicans e Cryptococcus gattii e a importancia de maiores estudos da acdo
germicida da UV frente a Rhodotorula sp.

Percebe-se também, que a pratica laboratorial de utilizar 15 min de luz UV antes da
manipulagado em CSB é eficiente, porém existem limitagdes. Primeiro, deve-se estar ciente
que a radiacdo UV é um método secundario, necessitando junto a ela empregar as boas
praticas e descontaminacdo quimica, como hipoclorito de sdédio ou alcool etilico (SANGIONI,
2012; UEKI et al., 2008). Também deve-se ressaltar que a luz UV ndo penetra em materiais,
agindo apenas na superficie e que seu potencial é afetado pelo acimulo de sujidades e pela
distancia do plano a ser desinfetado. Sendo assim, é importante adotar os cuidados devidos

para alcancar melhores resultados de desinfeccao (UEKI et al., 2008).

CONCLUSAO

Nas condi¢cGes deste experimento a a¢cdo germicida da luz UV sobre a Candida albicans e o
Cryptococcus gattii foi efetiva. Entretanto, nas placas semeadas com Rhodotorula sp. nao
houve a inibicdo total em nenhuma concentragao testada, mostrando a necessidade de

maiores estudos da acdo UV frente a esse género.

ULTRAVIOLET LIGHT IN THE INHIBITION OF YEAST GROWTH

ABSTRACT

The ultraviolet light (UV) has germicide action, as it is widely utilized as a decontamination
method to surfaces and laboratory supplies. This radiation causes photobiochemistry
changes that promote microorganisms’ unavailability or death. The yeasts are eukaryotic
cells, have a nucleus that protects their genetic material, being one of the reasons they need
a higher UV light exposition when compared to prokaryotic cells. The goal of this paper was
to evaluate the efficiency of the ultraviolet radiation on the yeasts growth exposed in
biological safety cabinet. In this study were used an isolated strain of Cryptoccocus gattii,
one of Rhodotorula sp. and a pattern strain of Candida albicans (ATCC 14053). Standard
M27-A2 of the NCCLS were used for the preparation of the inoculum in the concentrations 1,
5 and 10 of the McFarland scale. Each inoculum was sown in six plates of Potato Dextrose
Agar (PDA). After that, half of the plates were exposed to the ultraviolet radiation for 15
minutes in biological safety cabinet. All the plates were incubated at 37°C for 10 days. The
plates sown with C. albicans and C. gattii and exposed to UV ha their growth inhibited. The
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plates sown with Rhodotorula sp. and exposed to UV radiation had growth, however, they
had less colony-forming units when compared to the non-exposed plates. In these work
conditions, it was proved the efficacy of this method of decontamination in relation to those
with C. albicans and C. gattii. Also, it is evident the need for more research in the action of
UV radiation in front to Rhodotorula spp.

Key words: Decontamination. Disinfection. Fungi. Fungicide. UV.

LUZ ULTRAVIOLETA EN LA INHOBOCION DEL CRECIMIENTO DE LEVEDURAS

RESUMEN

La luz ultravioleta (UV) tiene accidon germicida, siendo ampliamente utilizada en la
descontaminacion de superficies y materiales en laboratorio. Esta radiacién provoca cambios
fotobuquimicos que promueven la inviabilidad o muerte de los microorganismos afectados.
Las levaduras son células eucariotas, poseen nucleo que protege su material genético,
siendo uno de los motivos para necesitar una mayor exposicién a la UV cuando se compara
con las células procariotas. El objetivo de este trabajo fue evaluar la eficiencia de la radiacién
ultravioleta sobre las levaduras expuestas en cabina de seguridad bioldgica. En el estudio se
utilizé un aislado de Cryptoccocus gattii, uno de Rhodotorula sp. y una cepa estandar de
Candida albicans (ATCC 14053). Se utilizd la Norma M27-A2 del NCCLS para la preparaciéon
de los indculos, diluyéndolos en las concentraciones 1, 5y 10 de la escala McFarland. Cada
inéculo fue sembrado en seis placas de Potato Dextrosa Agar (PDA). Después de la mitad de
las placas fue expuesta a la radiacién ultravioleta durante 15 minutos en cabina de seguridad
bioldgica. Todas las placas se incubaron a 37 ° C durante 10 dias. Las placas sembradas con C.
albicans y C. gattii y expuestas a la UV tuvieron su crecimiento inhibido. Las placas
sembradas con Rhodotorula sp. y expuestas a la radiacién UV tuvieron crecimiento, pero con
una disminucion en las unidades formadoras de colonias (UFC) en comparacién con las no
expuestas. En las condiciones de este trabajo, se comprobé la eficacia de este método de
descontaminacion en relacion a C. albicans y C. gattii, asi como la necesidad de mayores
investigaciones de la actuacién de la UV frente al género Rhodotorula.

Palabras clave: Descontaminacién. Desinfeccion. Hongos. Fungicida. UV.
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Resumo

Introducdo: Fungos dos géneros dermatofitos e Sporothrix spp. sdo agentes etiologicos de
micoses zoonoticas de importancia em satde publica. Além disso, sdo micro-organismos que
possuem permanéncia ambiental prolongada e resisténcia ja relatada frente alguns agentes
quimicos. A radiacdo ultravioleta (UV) sdo ondas com os comprimentos nas faixas de 100 a
400 nanbmetros, e € utilizada frequentemente como um processo de desinfeccdo. Os raios UV
agem sobre o acido desoxirribonucleico (DNA) das células, provocando mutagdes ou a morte
celular.

Objetivo: Avaliar a utilizacdo da UV frente a isolados de dermatofitos e Sporothrix spp.
Metodologia: Para o experimento foram utilizados nove isolados de dermatdfitos, dez de
Sporothrix spp. e uma cepa padrdo de S. schenckii. Com o in6culo de cada fungo, foi
realizado um surface plate em placas de Petri contendo meio Potato Dextrose Agar (PDA).
Apos, em triplicata, as placas foram expostas a radiacdo UV a uma distancia de 45
centimetros, por tempos de 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos. As placas foram incubadas
em estufa de 25°C. O experimento seguiu o delineamento em blocos ao acaso, 0s dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e comparados pelo teste de Tukey, com o nivel
de 1% de significancia.

Resultados: Todos os micro-organismos fungicos com cinco minutos de exposicdo a UV
tiveram diminuicdo estatisticamente representativa das unidades formadoras de colonia
(UFC). Para a inibicdo de todas as UFC os dermatofitos precisaram de 40 minutos de
exposicao a e Sporothrix spp. de 60 minutos.

Conclusdo: A utilizacdo de radiacdo UV foi eficaz na eliminacdo de fungos do género
dermatofitos e do complexo Sporothrix schenckii.

Palavras-chaves: Acdo fungicida, descontaminacgéo, fungos, micoses, UV.
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Introducéo

A presenca de fungos no ambiente é inevitavel, sendo caracteristico desses micro-
organismos desenvolverem-se em uma ampla faixa de pH, temperatura, luminosidade e
oxigénio, e muitas vezes podem ser dispersos ou carreados pelo ar, agua, vento, pessoas,
animais e objetos [23]. Em alguns locais e situacdes, esses agentes sdo indesejaveis, podendo
representar riscos a salde humana e animal. Devido a isso, hospitais, laboratorios, clinicas ou
locais com movimento intenso de individuos tém se preocupando com as contaminacdes
cruzadas, estando em destaque o estudo sobre a manutencdo deambientes biologicamente
seguros [5; 11].

Nesse sentido varios estudos acerca de métodos de descontaminagdo foram
desenvolvidos, salientando que a essa é o processo pelo qual um material ou superficie torna-
Se seguro para 0 seu manuseio e uso, variando entre a esterilizacdo, desinfeccdo e limpeza.
Existem diversas formas para realizar a descontaminacdo, sendo necessario considerar a
efetividade de cada método e a existéncia de processos inadequados para determinados tipos
de materiais [1; 13].

Dentre os processos de desinfeccdo fisicas, a radiagdo ultravioleta (UV) tem sido
utilizada, compreendendo faixas de ondas de comprimento de 100 a 400 nandémetros (nm),
com acdo germicida compreendendo a faixa de 250 a 270nm [28; 30]. Os efeitos bioldgicos
causados pelos raios UV no DNA celular, variam conforme o comprimento de onda, a energia
do foton e a duracdo da exposicdo [6]. Sendo necessario o estudo sobre a eficiéncia da UV na
inativacdo de diferentes micro-organismos, pois cada um comporta-se com maior ou menor
resisténcia diante a diferentes doses de radiacao [36].

Dentre os agentes fungicos que podem representar risco ambiental se destacam 0s
fungos do Complexo Sporothrix schenckii e dermatdfitos, sendo esses considerados agentes

zoonoticos de importancia em veterinaria e saide pablica. A dermatofitose é considerada uma
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das infeccBes cutaneas, tanto nos animais como no homem, mais comuns no mundo, e a
esporotricose recebe destaque principalmente nas areas em que é considerada endémica, no
Brasil é caracterizada pelo elevado nimero de pacientes e pela transmissdo zoonética, a qual
envolve principalmente os felinos domesticos[3; 6; 27].

Uma das formas frequentes da transmissdo indireta da dermatofitose se da através de
fomites com presenca de propagulos fungicos (artroconidios), o quais sdo resistentes ao
ambiente e desinfetantes, podendo permanecer meses em locais e objetos. Tornando a
descontaminacdo de utensilios de uso compartilhado, uma importante forma de interferéncia
na cadeia de transmissibilidade da doenca [20; 23; 25]. Fungos do Complexo Sporothrix
schenckii ja foram isolados de ambientes hospitalares e domiciliares, demonstrando a
necessidade de aumentar os cuidados com a desinfeccdo nesses locais, pelo risco de animais
ou humanos se contaminarem. Salientando que individuos imunodeprimidos s&o mais
suscetiveis a essas micoses, as quais tendem a ter uma evolugdo mais grave e com resposta
terapéutica com maior chance de falhas [19; 21; 24].

Como os efeitos bioldgicos da radia¢do ultravioleta variam entre 0s micro-organismos
e pela importancia do estudo sobre descontaminacdo, aatual pesquisatem como objetivo
avaliar a utilizacdo da UV frente a dermatofitos e Sporothrix spp.,afim de determinar o tempo

e a eficicia desse método de desinfeccao frente a esses agentes.

Metodologia
Isolados fungicos

Para o experimento foram utilizados nove isolados de dermatdfitos, dez isolados de
Sporothrix spp. e uma cepa padréo de Sporothrix schenckii, disponibilizados pela micoteca do

Laboratdrio de Diagnostico e Pesquisa em Micologia Veterinaria (MicVet), da Faculdade de
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Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). A descri¢do detalhada dos isolados

encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1: Isolados e cepas fungicas utilizados para a realizacdo do experimento frente a radiacéo
UV, com sua identificacdo, espécie flingica e origem

Identificacdo  Isolados Espécie fangica Origem
Mc 1 Mc 001 Microsporum canis Felina
Mc 2 Mc 002 Microsporum canis Felina
Mc 5 Mc 005 Microsporum canis Felina
Mg 1 Mg 001 Microsporum gypseum Felina
Mg 2 Mg 002 Microsporum gypseum Canina
Mg 3 Mg 003 Microsporum gypseum Canina
Mg 4 Mg 004 Microsporum gypseum Canina
Mn 1 Mn 001 Microsporum nanum Felina
Tm1l Tm 001 Trichophyton mentagrophytes Humana
Sh1 S 126 Sporothrix brasiliensis Canina
Sb 2 S 141 Sporothrix brasiliensis Felina
Sb3 S 146 Sporothrix brasiliensis Felina
Sg1l HCPA Sporothrix globosa Humana
Sg2 S 180 Sporothrix globosa Humana
Sm1l S 182 Sporothrix mexicana Ambiente
Sp1l S183 Sporothrix pallida Ambiente
Sp2 S 184 Sporothrix pallida Inseto
Scl S 469 Sporothrix chilensis Humana
Sc2 S 470 Sporothrix chilensis Ambiente
Ss1 ATCC 201679  Sporothrix schenckii Humana

In6culo fangico

O in6culo foi preparado através da Norma M38-A2 [26] adaptada para 0s

dermatofitos, onde os isolados foram repicados em placa de Petri contendo meio de cultura

Potato Dextrose Agar (PDA) e acondicionados em estufa a 25°C durante sete a dez dias.

Posteriormente, cobriu-se as coldnias com aproximadamente 3ml de solucéo salina estéril e
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uma gota de Tween 20, com o auxilio de uma lamina de bisturi estéril raspou-se as col6nias.
A suspensdo, resultado de conidios e fragmentos de hifas, foi transferida para um tubo de
ensaio estéril. O tubo foi homogeneizado em agitador de tubos (AP56/Phoenix®) por 15
segundos e apds, deixando-se decantar por cinco minutos. O sobrenadante foi transferido para
outro tubo de ensaio estéril contendo solucdo salina, o qual foi homogeneizado novamente e
ajustado para uma densidade Optica (DO) que variou de 0,20 a 0,30 (transmiténcia de 50 a

60%) analisado em espectrofotémetro (Q798DP/Quimis®).

Teste de exposicao a radiacdo ultravioleta

Os testes de exposicao a radiacao ultravioleta foram realizados com base no estudo de
Silva et al. (2017) [33], em triplicara, na cabine de seguranca bioldgica (Bioflux I
A/Filtracom®) equipada na parte superior com uma lampada de ultravioleta de baixa pressdo
de vapor de mercdrio com poténcia nominal de 30W (Phillips®). Para execucdo da técnica,
adicionou-se 100 microlitros doindculo em placas de Petri contendo PDA, e com auxilio de
uma alca de Drigalsky espalhou-sea suspensao fungica pela superficie do meio de cultura. As
superficies das placas ap6s inoculadas, ficaram expostas a luz UV com uma distancia de 45
centimetro, pelos tempos de 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos. Para o controle positivo,
trés placas foram inoculadas da mesma forma como descrito anteriormente, porém, ndo foram
expostas a UV. No controle negativo, trés placas foram semeadas com a solucéo salina estéril,
também sem exposicéo a luz UV. Ao final, todas placas foram incubadas em estufa a 25°C
com observacdo diaria do crescimento fangico. O tempo de avaliacdo do teste dependeu do
género fungico, sendoos dermatofitos incubados por trinta dias e Sporothrix spp. por quinze

dias.
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Anélise estatistica

O experimento seguiu o delineamento em blocos ao acaso, analisando a media das
contagens de unidades formadoras de col6nias (UFC) das placas, separando os resultados de
dermatdfitos e Sporothrix spp. Estes dados foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e comparagdo de media realizada pelo teste de Tukey, através do software

BioEstat 5.3. Foi considerado o nivel de 1% para obtencao de significancia estatistica.

Resultados

No presente estudo, a anélise do resultado foi realizada através da média da contagem
de UFC das placas de cada espécie fungica. Pode-se observar que para a inibi¢do total de

todos os fungos foram necessarios 60 minutos de exposicao a radiacdo UV (Tabela 2).

Tabela 2: Sensibilidade de isolados de dermatdéfitos e Sporothrix spp. frente a radiacdo UV expostos
em cabine de seguranca bioldgica por 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos, resultados apresentados
pela média das UFC. CONTINUA

Identificagdo  Sem 5 10° 15’ 20° 30 40° 50 60’
uv
Mc 1 47,33 1 0 0 0 0 0 0 0
Mc 2 44,67 0 0 0 0 0 0 0 0
Mc 5 45,67 0,33 0,33 033 0 0 0 0 0
Mg 1 51,67 2,3 0,33 033 0 0 0 0 0
Mg 2 56,33 4,6 1 0,33 0,33 0 0 0 0
Mg 3 54,33 2,6 0,33 033 0 0 0 0 0
Mg 4 57,67 14,33 0,33 033 O 0 0 0 0
Mn 1 52,67 0,67 0 0 0 0 0 0 0
Tml 49,33 1,67 1,67 1,67 0,33 0,33 0 0 0
Sh1 63,67 11,33 1,33 133 1 0 0 0 0
Sh2 57 0,33 0,33 033 0 0 0 0 0
Sh3 75,67 52 6,67 367 1 1 1 0,33 0
Sg1l 120,67 118,33 41,67 833 4 0 0 0 0
Sg2 109,67 58,33 8 1,33 0,67 0 0 0 0
Sm1l 58 3,33 1 033 0 0 0 0 0
Sp1l 55,67 37,33 3,33 0,67 033 0 0 0 0
Sp2 63,33 21 1,67 0,67 0,67 0,67 0,67 0 0
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Tabela 2: Sensibilidade de isolados de dermat6fitos e Sporothrix spp. frente a radiacdo UV expostos
em cabine de seguranca bioldgica por 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos, resultados apresentados
pela média das UFC. CONTINUACAO

Identificacdo Sem 5’ 10’ 15’ 20’ 30’ 40’ 50’ 60’
uv
Scl 59 16,67 6,67 2 1 0,33 0,33 0,33 0
Sc2 62,33 14 4 0,33 0,33 0,33 0,33 0,33 0
Ss1 78 56,33 13 433 2 1,33 1,33 0 0
Inibidos 0 (0) 1(5%) 2 000 6 5 1(5%) 2(10%) 3 (15%)
(10%) (30%)  (25%)
Total 0% 5% 15% 15%  45% 70% 75% 85% 100%
inibidos

Foi constatado uma diminuicdo nas UFC das placas sem exposicdo a UV para as
placas com cinco minutos de exposicdo. Avaliando os dermatofitos, percebe-se que um
isolado de M. canis com esse tempo de exposi¢cdo ndo apresentou crescimento, e o isolado
mais resistente foi o T. mentagrophytes. J& observando os isolados de Sporothrix spp., nota-se
que apesar da diminuicdo significativa aos cinco minutos, nenhum foi inibido o seu
crescimento antes dos 20 minutos de exposicdo, e os dois S. chilensis testados e um S.
brasiliensis so foram inibidos o crescimento aos 60 minutos.

Nos resultados obtidos para os dermatdfitos, foi observado diferenca estatistica na
inibicdo com o tempo de cinco minutos de exposi¢do a UV (FIGURA 1), enquanto que com

40 minutos de exposic¢éo foi obtido uma inibicdo completa do crescimento fungico.
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Figura 1: Sensibilidade de isolados de dermatofitos expostos a UV por 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60
minutos, resultados expressos pela média de UFC. Médias seguidas pelas mesmas letras nao
diferem significativamente pelo teste de Tukey (nivel de significancia 1%b)

Todos os isolados do Complexo Sporothrix schenckiiforam inibidosapds 60 minutos

de exposicdo a UV. A semelhanca do que ocorreu com os dermatéfitos, o Complexo

Sporothrix schenckii sofreu o efeito significativo da radiagdo com cinco minutos de exposi¢do

(FIGURA 2).
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Figura 2: Sensibilidade de isolados de Sporothrix spp. expostos a UV por 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60
mintuos, resultados expressos pela média de UFC. Médias seguidas pelas mesmas letras néo
diferem significativamente pelo teste de Tukey (nivel de significancia 1%o).
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Discussao

As normas de biosseguranca brasileira destinadas aos laboratérios microbioldgicos
recomendam a utilizacdo de lampadas de radiacdo ultravioleta no interior decabines de
segurancga bioldgica(CBS). O tempo de exposicdo indicado € 15 minutos antes e apds 0
manuseio de micro-organismos no interior das CSB[4; 32]. Segundo Uekiet al. (2006) [35] ao
testarem o efeito da luz UV frente as micobactérias em CSB, constataram que o crescimento
foi inibido a partir de cinco minutos, demostrando nesse caso, que a pratica de biosseguranca
é recomendavel para a descontaminacdo da propria CSB e dos materiais retirados da cabine.

As células bacterianas foram neste trabalho mais sensiveis a radiacdo ultravioleta
quando comparadas as células fangicas [16; 35], o que foi constatado neste estudo, pois a
maioria dos dermatofitos e Sporothrix spp. precisaram de um maior tempo de exposicdo a
esse método de descontaminacdo. Acredita-se que essa resisténcia ocorra devido aos fungos
serem células eucariotas e assim terem o seu DNA protegido por membrana, além disso, as
células sdo maiorese possuem uma parede celular espessa e muito resistente, composta de
oligossacarideos [34].

Os dermatdfitos constituem um grupo de fungos que se assemelham taxon6mica,
fisiologica, morfoldgica e imunologicamente. A denominacdo é utilizada para as espécies
queratinofilicas, capazes de causar doenca em homens e animais, sendo pertencentes dos
géneros: Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton [23]. A enfermidade causada por
esses fungos é denominada de dermatofitose, uma das zoonoses mais reladas do mundo,
considerada o terceiro distarbio de pele em criancas menores de 12 anos e o segundo quando
descrito a populacdo adulta [6; 8].

A dermatofitose é considerada um problema de saude publica e veterinaria, e diversos
estudos foram realizados para pesquisar sua epidemiologia. Sendo o isolamento de

dermatdfitos descritos em diversos locais, como em superficies de fomites [29], materiais de
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clinicas veterinarias, utensilios de banho e tosa animal [2; 17] e em profissionais de salde de
uma unidade intensiva [10]. Considerando a bibliografia consultada, percebe-se a importancia
de estudar métodos de descontaminacdo frente a esses agentes, destacando o fato dos
dermatofitos poderem permanecer viaveis em locais por mais de 18 meses e serem muito
resistentes as condices fisicas e quimicas do ambiente e a alguns desinfetantes [22].

Conforme aliteratura pesquisada, ndo ha referéncia ao tempo recomendado de
exposi¢do a luz UV que iniba os dermatdfitos, portanto, considerou-se a indicagdo das normas
de biosseguranca, que descreve como 15 minutos de exposi¢do. Embora néo se tenha obtido,
com esse tempo, a inibicdo total de todos os dermatofitos testados, houve diferenca estatistica
na diminuicdo das UFC a partir de cinco minutos, demonstrando que esse método foi efetivo
para desinfeccdo frente a esses fungos, o que sugere maiores estudos para a sua aplicacéo.

O Complexo Sporothrix schenckiié composto por fungos dimérficos, cosmopolitas,
saprofitos e patogénicos. Sua forma filamentosa pode ser encontrada, em solos ricos de
matéria organica e vegetacdo em decomposicao, principalmente em locais quentes e umidos, e
sua fase leveduriforme esta presente nas lesdes de humanos e animais com esporotricose [7;
14]. As espécies que compreendem o Complexo Sporothrix schenckii s&o S. schenckii, S.
brasiliensis, S. globosa, S. mexicana, S. luriei, S. pallida, S. chilensis e S. albicans[18; 31].

A esporotricose € uma micose de implantagdo, possuindo ocorréncia mundial, com
uma maior frequéncia em zonas temperadas e tropicais, sendogrande o nimero de casos
provenientes do México e Brasil. A esporotricose € uma enfermidade negligenciada e tem um
significativo aumento no ndmero de animais e humanos acometidos por essa micose, se
tornando um problema em sadde publica [7; 9].

Junto com outras medidas de protecdo, a eliminacdo de fungos do complexo
Sporothrixschenckii de ambientes domiciliares e veterinarios € um fator determinante para

minimizar a disseminacdo dessa enfermidade. Pois a permanéncia do fungo no ambiente serve
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como fonte infectante para o animal acometido com a micose, para outros animais ou até
mesmo para 0 homem, sendo necessario intensificar as pesquisas para eliminagdodo fungo em
locais e equipamentos [19].

Apesar da luz UV ser efetiva na diminuicdo de UFC dos Sporothrix spp. a partir de
cinco minutos, um controle total do crescimento se da aos 60 minutos de exposi¢do, 0 que
permite aos autores sugerirem que esta acdo tardia se deva pela presenca de melanina.
Corroborando com estudo de Lacerda (2010) [15], o qual descreve que a resisténcia desse
fungoa radiagdogama pode estar intimamente relacionada com esse pigmento, que funciona
na neutralizacdo dos radicais livres produzidos pela hidrolise da agua e responsaveis pelos
efeitos indiretos das radiagdes.

Os micro-organismos, plantas e animais como forma de protecdo podem produzir
melaninas, que sdo pigmentos marrons escuros ou pretos, compostos de varios tipos de
monémeros fenodlicos ou inddlicos, geralmente combinados com proteinas ou com
carboidratos. A melanina fangica melhor caracterizada é DHN (1,8 dihidroxinaftaleno),
também denominada como melanina pentacetideo, além de proteger contra 0s estresses
ambientais, dentre eles a radiacdo UV, esses pigmentos aumentam a patogenicidade dos
fungos, mecanismo que ainda ndo € bem elucidado, mas sabe-se que atua contra a a¢do do
sistema de defesa do hospedeiro [12; 15].

Segundo os resultados encontrados no presente estudo, a desinfecgdo com radiagao
UV torna-se um método de descontaminagdo promissor, podendo ser aplicado ndo apenas em
ambientes laboratoriais, como em locais onde ha o risco de contaminagdes por esses micro-

organismos.
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Concluséo

Os resultados obtidos nas condi¢fes empregadas nesse estudo, permitem concluir que
a radiacdo ultravioleta como método de desinfegdo foi efetiva no controle do crescimento dos
dermatdfitos e fungos do Complexo Sporothrix schenckii, porém, para inibicdo total dos

fungos considerados foi necessario 60 minutos de exposicao.
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4 Consideragdes Finais

Conforme a pesquisa realizada, constatou-se que entre as leveduras a agéo
germicida da luz ultravioleta (UV) sobre a Candida albicans e o Cryptococcus gattii
foi efetiva. Entretanto, para Rhodotorula sp. ndo houve inibicdo com a exposicéao de
15 minutos frente a UV, existindo, porém, a diminuicdo de Unidades Formadoras de
Colbnias (UFC), o que pode representar que com um maior tempo de exposicao
frente a esse fungo a radiacéo pode ser eficaz.

Quando avaliado os fungos filamentosos, constatou-se que com cinco
minutos de exposicdo a UV houve diminuicdo estatistica nas UFCs, sendo a total
inibicdo dos dermatéfitos com 40 minutos e do Complexo Sporothrix schenckii com
60 minutos de exposicao.

Conclui-se que esse método de desinfeccdo foi eficaz para os micro-
organismos testados, porém, em alguns casos foi necessario um tempo maior do
que o descrito na literatura consultada. Sendo assim, sugere-se a utilizacdo de um
novo protocolo de desinfeccdo, onde o tempo de exposicao a radiacdo UV deve ser
de 60 minutos frente aos fungos testados. Além disso, maiores estudos sobre a
aplicacdo de radiagdo UV no dia-a-dia tornam-se indispensaveis, buscando formas
da sua utilizagao na descontaminagao ambiental.

Os resultados obtidos sao relevantes, pois cada vez mais a desinfec¢cdo é um
assunto importante e que merece uma atencao especial, principalmente pela
existéncia de micro-organismos resistentes e pelo aumento de contaminagdes
cruzadas. Sendo assim, imprescindivel a pesquisa sobre descontaminac¢fes afim de
prevenir as infec¢cdes, e diminuir a dependéncia e abusos na utlizacdo de

antimicrobianos.
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