REVISTA 1

[ 1]
EE® INSTITUTO FEDERAL
B8  rarana

Saunde e Biol6gicas

ANALISE MICROBIOLOGICA EM LAPIS DE COR UTILIZADOS NA CRECHE
E PRE-ESCOLA DE BOM JESUS/SC

Microbiological analysis in color pencil used in Bom Jesus/SC nursery
and pre-school
Franciele Ferreira da Silva'
Lualis Edi de David >
Jardel Cristiano Bordignon 2

RESUMO: Os desenvolvimentos fisico, intelectual, social e psicolégico da crianga acontecem
na primeira etapa da sua vida, na educagao infantil, a qual é oferecida em creches e pré-
escolas. Esse ambiente tem sido muito procurado com a entrada da mulher no mercado de
trabalho, associado a urbanizagcdo. O convivio das criancas as tornam expostas a
contaminantes externos. As creches tém sido uma grande fonte de pesquisa, por serem um
ambiente coletivo e proporcionar uma grande circulagdo de patégenos infecciosos. Habitos
como levar as maos e objetos a boca sdo muito comuns nas criangas, juntamente com a falta
da pratica de lavar as maos e outros habitos de higiene, o que facilitam a contaminacgdo. Os
microrganismos envolvidos em infecgbes s&o principalmente bactérias, fungos, virus e
protozoarios. Esses organismos podem ser encontrados em diferentes lugares, podendo ser
eles, ambientes escolares, banheiros, cantinas, entre outros. O objetivo desse estudo foi
avaliar a presencga de bactérias e fungos em lapis de cor utilizados comunitariamente na creche
e pré-escola publica do municipio de Bom Jesus-SC. Os métodos utilizados para a pesquisa
foram varios, incluindo coleta com swab, coloragdo de Gram, catalase, urease, fermentacdo de
glicose, formagéo de H,S, hemdlise, motilidade e micromorfologia em lamina. As identificagbes
resultaram na presencga de dois tipos de fungos e também duas bactérias. Apesar de pouco
virulentos, o achado desses microrganismos prova que esses utensilios de uso comum podem
ser veiculos pra a transmiss&o de patégenos.

Palavras-chaves: Creches. Pré escolas. Lapis de cor. Bactérias. Fungos

ABSTRACT: The physical, intellectual, social and psychological development of the child takes
place in the first stage of life, in the children's education, being offered in kindergartens and pre-
schools. This environment has been very sought with the entry of women into the job market,
associated with urbanization. The children's conviviality makes them exposed to external
contaminants. Day care centers have been a great source of research, seen that it is a
collective environment and provides a large circulation of infectious pathogens. Habits such as
putting hands and objects are very common in children, along with the lack of handwashing and
other hygiene habits, which facilitates contamination. The microorganisms involved in infections
are mainly bacteria, fungi, viruses and protozoa. These organisms can be found in different
places, such as school environments, bathrooms, canteens, among others. The objective of this
study was to evaluate the presence of bacterium and fungi in colored pencils used in community
nursery and public pre-school in the municipality of Bom Jesus-SC. The methods used for the
research were several, including swab collection, Gram staining, catalase, urease, glucose
fermentation, H,S formation, hemolysis, motility and micromorphology on slide. The
identifications resulted in the presence of 2 types of fungi and 2 types of bacteria. Although not

Revista Mundi Saude e Biolégicas. Curitiba, PR, v.3, n.2, Jul/Dez., 2018



REVISTA ‘ -
EEE INSTITUTO FEDERAL
j ‘ -l
Saude e Biolégicas

very virulent, the finding of these microorganisms proves that these utensils of common use can
be vehicles for the transmission of pathogens.

Keywords: nursery. Pre schools. Colored pencils. Bacteria. Fungi.
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1 INTRODUGAO

A primeira etapa da educacao basica de uma pessoa é a educagao
infantil, na qual acontece o desenvolvimento fisico, intelectual, social e
psicologico da crianga. Ela é oferecida em creches, nas quais s&o atendidas
criangas com no maximo 3 anos de idade, e pré-escolas para criangas de 4 a 5
anos (BRASIL, 1996).

A educacgao infantil é ofertada como um direito da crianga, sendo um
dever do municipio oferecer tal opgao (OLIVEIRA; MIGUEL; 2012). Essa
instituicdo é pensada como um lugar especializado para cuidados das
necessidades das criangas enquanto suas maes trabalham (BATISTA;
ROCHA, 2016).

Ha duas décadas um grande numero de criangas comegou a ser
cuidado fora de suas residéncias, passando horas junto com muitas outras
criangas. No Brasil, 5% a 15% das criangas ja frequentavam creches, e essa
propor¢gao aumentou rapidamente nos ultimos anos (BARROS; HALPERN;
MENEGON, 1998).

Com a entrada da mulher no mercado de trabalho, associada a
urbanizagao, as creches e pré-escolas tém sido muito procuradas, o que torna
esse 0 primeiro ambiente fora do convivio familiar frequentado por essas
criangas. O inconveniente € que as criangas sdo expostas a contaminantes
externos (COSTA et al., 2015).

Criangas reunidas, recebendo cuidados em grupo, sdo mais vulneraveis
a infecgdes microbioldgicas. Este risco é associado com qualquer instituicdo ou
estabelecimento que atende criangas, independentemente de ser particular ou
publica (NESTI; GOLDBAUM, 2007).
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As infeccbes sao de 2 a 18 vezes mais frequentes entre as criangas que
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frequentam creches e pré-escolas (VIEIRA et al., 2006). Uma pesquisa feita
nos Estados Unidos mostrou que as criangas que conviviam mais de 20 horas
semanais na creche apresentavam um maior risco de infeccdes do que as que
frequentavam apenas 3 horas semanais. A incidéncia foi duas vezes maior nas
que frequentavam mais vezes (BARROS; HALPERN; MENEGON, 1998).

Com o grande numero de matriculados, a creche esta sendo uma
grande fonte de pesquisas, por ser um ambiente coletivo e proporcionar uma

circulagao de patégenos infecciosos (CARMO et al., 2015).

Na pesquisa realizada em Pirenopolis em 2015, verificou-se que 18%
das criangas apresentavam algum problema de saude, sendo 6,6% doencas
respiratérias, 1,6% alergias e 6,6% infecgbes (SOUZA et al., 2015). Segundo
Vieira e colaboradores (2006), as criangas de creches costumam ter infecgoes
mais severas do que as que nao vao ao ensino de educacdo infantil,

requerendo terapias com antibioticos por um periodo prolongado.

A sensibilidade as infec¢des esta diretamente relacionada ao sistema
imune, exposicdo aos agentes responsaveis, e a presenga de doencgas
particulares (LIMA, 2007). Essas criangas estdo mais vulneraveis a
desenvolverem infecgbes, também porque seus sistemas imunoldgicos né&o
estéo totalmente maduros (CARMO et al., 2012).

Medidas de controle vém sendo vistas com “‘bons olhos'’, pois
diminuem a transmissdo de infeccbes e sdo otimas para minimizar as
consequéncias desfavoraveis da convivéncia coletiva das creches (NESTI;
GOLDBAUM, 2007). Por haver um envolvimento mais proximo de pais e
funcionarios com as criangas, existe uma necessidade de treina-los e orienta-
los sobre a existéncia de programas de prevengao e controle de infecgdes por
microrganismos (CARMO; SANTOS; PINHEIRO et al., 2012).
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Criangas pequenas tém habitos como levar as maos e objetos a boca, e
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como existe um contato pessoal muito proximo entre elas e a falta da pratica de
lavar as maos e de outros habitos de higiene, o risco de contaminacéo
aumenta (NESTI; GOLDBAUM, 2007). A higiene é fundamental, pois ajuda na
manutengdo da saude e prevencado de doengas infecciosas (FREITAS et al.,
2010). Métodos de desinfeccdo de ambientes, como por exemplo, higienizag&o
de superficies e maos, sao importantes para o controle dessas infecgdes,
(SILVA et al., 2016).

Os microrganismos envolvidos em infecgdes sao principalmente
bactérias, fungos, virus e protozoarios, e a relagdo desses seres vivos com O
ser humano é estabelecida pelo meio ambiente (BEZERRA et al., 2015), sendo
que determinadas espécies de microrganismos apresentam riscos a saude
humana e animal (GAETTI-JARDIM et al.,2016).

A ciéncia que estuda esses seres € a microbiologia, sendo esta
essencial para conhecimento da nossa vivéncia diaria, pois esta relacionada a
salde e higiene pessoal (BEZERRA; MAGALHAES; OLIVEIRA, 2015). Os
microrganismos podem sobreviver em condi¢cdes diferenciadas, as vezes,

sendo apenas necessario um lugar umido (PERREIRA et al., 2012).

Esses organismos podem ser encontrados em diferentes lugares,
podendo ser eles ambientes escolares, banheiros, cantinas, entre outros
(BOCCALETTO; MENDES; LARTA, 2010). Por estar exposta, a pele também é
considerada um ambiente do corpo humano acessivel a infec¢gdes primarias ou
secundarias (SOUZA; GARCIA; ROCHA, 2016). Conforme Gomes e
colaboradores (2014), os microrganismos podem ser encontrados em muitas
superficies, inclusive em material escolar. A presenca de agentes infecciosos
nesses elementos é facilitada pela ma higienizagdo e pouco cuidado dos
alunos, podendo oferecer agravos a saude e facilitando a contaminagdo dos
estudantes (GOMES et al.,, 2014).
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Nem todos os microrganismos causam infec¢des. Alguns desses seres
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fazem parte da microbiota do ser humano. Esses microrganismos causam
doenga quando adentram em sitios estéreis do organismo. Os microrganismos
virulentos possuem mecanismos que promovem seu crescimento (MURRAY;
ROSENTHAL; PFALLER, 2010).

O objetivo desse trabalho foi avaliar a presenga de microrganismos em
lapis de cor utilizados comunitariamente na creche e pré-escola publica do

municipio de Bom Jesus — SC, utilizadas por criangas de 3 a 5 anos.

2 METODOLOGIA

A coleta das amostras aconteceu na pré-escola e na creche publica do
municipio de Bom Jesus/SC. Essa etapa foi feita com lapis de cor utilizados
comunitariamente por criangas de 3, 4 e 5 anos (maternal, pré-I e pré-ll).

Para iniciar a coleta foram utilizados seis tubos de ensaio com salina
esterilizada. Essa salina foi utilizada para umedecer os Swabs, os quais foram
passados por 30 segundos nos lapis que se encontravam misturados em
caixas para o uso em conjunto dos alunos. Repetiu-se esse método duas vezes
para cada turma, ou seja, em duplicata. Os Swabs com as amostras coletadas
foram inoculadas em caldo BHI esterilizado e transportados em caixa térmica
em baixa temperatura até o laboratorio do IFPR- Campus Palmas/PR, no
mesmo dia. Logo apds a chegada das amostras ao laboratorio, estas foram
incubadas por 24 horas em temperatura de 37°C.

Apoés 24 horas de incubagado em caldo BHI, com o auxilio dos mesmos
Swabs que foram utilizados para a coleta das amostras 1 e 2 de cada turma, as
amostras foram inoculadas em duplicata no agar sangue e também em agar
Sabouraud, como indicado na Figura 1. Incubou-se as placas de agar sangue

em temperatura de 37°C por 42 horas e de Sauboraud a 25° C por 5 dias.

Figura 1- Organograma de como foram inoculadas as amostras
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MATERNAL (3 ANOY PRE |4 ANOS) ORE I (5ANOS)

ANOSTRA1 {1 AMOSTRA2 || AMOSTRAM || AMOSTRA2 || AMOSTRA1 || AMOSTRA 2

DUPLICATA || DUPLICATA || DUPLICATA | | DUPLICATA || DUPLICATA { | DUPLICATA

Fonte: SILVA (2017)

Em caldo BHI foi ensaiada a motilidade sendo retirada uma gota de cada
tubo apds as 24 horas de incubagdo e em seguida realizando a preparagao
ldmina/laminula para observacéo.

Depois do tempo da incubagdo e crescimento em agar sangue, foram
realizados testes de identificagdo como a coloragcao de Gram, catalase, teste
de glicose (meio triplice agucar ferro), urease, H,S (meio triplice agucar ferro),
e hemolise. A hemolise foi verificada macroscopicamente apds o crescimento
em agar sangue. O crescimento fungico no agar saboraud foi submetido ao

teste micromorfologia em lamina.

Para incubagdo no meio triplice agucar ferro uma agulha bacteriologica
foi utilizada para retirar um fragmento da colbnia teste e inocular através de
uma picada central até o fundo do tubo. Em seguida, uma estria foi feita na
superficie do meio. A incubacdo foi feita a 35°C por 24 horas. Apds a
incubacgéo foi verificado se havia mudanga na coloragao do meio das seguintes
formas: apice purpura e base amarela (havia a fermentagdo da glicose);
pigmentacdo preta (produgdo de H)S); ja a presenga de bolhas ou meio

fragmentado indicava produgéo de gas (BRASIL, 2013).
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3 RESULTADOS

As analises evidenciaram a presenca de duas bactérias e dois fungos.
No agar sangue houve apenas crescimento de um tipo de coldnia, em todas as
amostras, como mostrado na Figura 2. Os resultados dos testes de urease,
hemolise, H,S, catalase, glicose, motilidade e a coloragdo de Gram estéo
descritos no Quadro 1.

Figura 2- Crescimento de bactérias em agar Sangue

mot 2.;1

Fonte: SILVA (2017)

Quadro 1- Resultados obtidos com cada metodologia de identificagdo

AGAR SANGUE

METODOLOGIA RESULTADO
Coloragédo de Gram Bacilos Gram positivos
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Hemolise Beta hemolise
Ureia Negativo
st Negativo
Catalase Positivo
Glicose Positivo
Motilidade Negativo

Fonte: SILVA (2017)

Ao comparar os resultados com os meétodos de identificagcdo da

literatura, a identificacdo encontrada foi de Corynebacterium sp.

No agar Sauboraud houve crescimento de trés colbnias distintas
conforme mostra na Figura 3. A primeira era clara, leveduriforme e mucoide; a
segunda col6nia branca e filamentosa; e, por ultimo, colénias amarelas. Foi
feita coloracdo de Gram para todas as colénias e em todas as replicatas. Os

resultados estdo indicados no Quadro 2.

Figura 3- Crescimento de colbnias em agar Saboraud
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Fonte: SILVA (2017)

Quadro 2- Resultados da coloragdo de Gram

COLORACAO DE GRAM
AMOSTRA 1.1 AMOSTRA 1.2 AMOSTRA 2.1 AMOSTRA 2.2
MATERNAL Leveduras ovais Leveduras ovais Cocos Gram +/ Cocos Gram +/
Gram + Gram + leveduras ovais leveduras
Gram +/ filamentos | ovais Gram +/
Gram + filamentos
Gram +
PRE | Leveduras ovais Leveduras ovais Leveduras ovais Leveduras
Gram +/ filamentos | Gram +/ filamentos | Gram +/ filamentos ovais Gram +
Gram + Gram + Gram +
PRE Il Leveduras ovais Leveduras ovais Leveduras ovais Leveduras
Gram + Gram + Gram + ovais Gram +

Fonte: SILVA (2017)
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Ao finalizar a coloracdo de Gram para todas as amostras, fez-se para as
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colénias de cocos Gram + a prova de catalase, a que resultou positiva. A
seguir, as coldnias foram repicadas em agar manitol salgado, sendo o0 mesmo
seletivo e indicador para Staphylococcus aureus. Apos 24 horas notou-se que
nao houve crescimento no meio de cultura, descartando Staphylococcus

aureus e sugerindo a presenga de Micrococcus sp.. Para os fungos foi feita a

metodologia de micromorfologia em l|amina, estando os resultados
apresentados na Quadro 3.
Quadro 3- Resultado da analise micromorfologica
MICROMORFOLOGIA EM LAMINA
AMOSTRA 1.1 AMOSTRA 1.2 AMOSTRA 2.1 | AMOSTRA 2.2
MATERNAL Pseudo-hifa Pseudo-hifa Pseudo-hifa; Pseudo-hifa;
Conideo hialino Conideo
hialino
PRE | Pseudo-hifa; Pseudo-hifa; Pseudo-hifa; Pseudo-hifa
Conideo hialino | Conideo hialino | Conideo hialino
PRE II Pseudo-hifa Pseudo-hifa Pseudo-hifa Pseudo-hifa

Fonte: SILVA (2017)

Ao término das analises os resultados foram comparados com a

literatura, podendo-se sugerir alguns géneros de fungos e bactérias presentes

nos lapis de cor utilizados pelas criancas da creche e pré-escola do municipio

de Bom Jesus SC, o Quadro 4 mostra os resultados.
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RESULTADO DAS ANALISES

AMOSTRA 1.1 AMOSTRA 1.2 AMOSTRA 2.1 AMOSTRA 2.2
MATER- Candida sp. Candida sp. Candida sp. Candida sp.
NAL
Corynebacterium Corynebacterium Corynebacterium Corynebacterium sp.
sp. sp. sp.
Penicilium sp. e
Penicilium sp. Micrococcus sp.
PRE | Candida sp. Candida sp. Candida sp. Candida sp.
Corynebacterium Corynebacterium Corynebacterium Corynebacterium sp.
sp. sp. sp.
Penicilium sp. Penicilium sp. Penicilium sp.
PRE Il Candida sp. Candida sp. Candida sp. Candida sp.
Corynebacterium Corynebacterium Corynebacterium Corynebacterium sp.
sp. sp. sp.
Fonte: SILVA (2017)

Analisando este quadro de resultados, observa-se que na turma do

maternal com criangas de 3 anos de idade houve o crescimento das bactérias

sugestivas de Micrococcus sp e Corynebacterium sp., e fungos sugestivos de

Candida sp. e Penicilium sp. Na turma do pré |, com criangas de 4 anos de

idade, houve crescimento de trés microrganismos, sendo 2 fungos, sugestivos

de Candida sp. e Penicilium sp., e a bactéria sugestiva de Corynebacterium sp.

Revista Mundi Saude e Biolégicas. Curitiba, PR, v.3, n.2, Jul/Dez., 2018
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Na turma do pré Il, com os alunos de 5 anos de idade, houve apenas
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crescimento sugestivo de Candida sp. e Corynebacterium sp.

4 DISCUSSAO

Ao analisar os resultados obtidos, pode-se perceber que os lapis de cor
utilizados tanto na creche como também na pré-escola do municipio de Bom

Jesus-SC apresentavam microrganismos em suas superficies.

Entre os géneros resultantes das analises, foram isolados Candida sp.
Esse fungo tem morfologia leveduriforme, pertence a microbiota normal da pele
e da mucosa do trato gastrointestinal (WERN,BACKES; 2016). Espécies de
Candida sp. apresentam colbnias brancas, lisas, convexas e cremosas, que
produzem brotamento ou blasteoconideo (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER,
2010), esse género tem capacidade de formar hifas e pseudo-hifas, o que
dificulta a fagocitose, sendo entdo um meio de defesa para a levedura
(COSTA; 2015).

A Candida sp. tem capacidade de provocar infecgdes, sendo comum na
crianga a candidiase bucal. Por se tratar de um fungo pertencente a microbiota
humana, é classificado como um grupo oportunista. Sendo assim, a Candida
sp. pode acarretar infecgbes nas criangas da creche e da pré-escola (COSTA;
2015).

Outro fungo identificado a partir das amostras coletadas nos lapis de cor
foi o Penicillium sp.. A analise da micromorfologia evidenciou conidios hialinos.
Espécies de Penicillium se formam por produgdo de esporos, designados
conidios (SILVA, 2013).

O género de fungo encontrado possui tons variaveis de verde ou branco.
Observando o crescimento das placas na Figura 3, notou-se que a espécie

presente nos lapis de cor formaram colénias filamentosas que apresentavam
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coloracdo branca, caracteristicas importantes para a identificacdo sugestiva do
género (MONTEIRO, 2012).
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Penicillium sp. apresenta elevada capacidade de crescer sem dificuldade
em qualquer lugar, devido a suas variedades fisico-quimicas (SILVA, 2013).
S&o encontrados no solo, compostagem, vegetais em decomposigdo e madeira
(MONTEIRO, 2012). E importante salientar que a madeira é o material utilizado
para a industrializagao de lapis de cor. O habito de os alunos levarem os lapis a
boca torna o material um lugar étimo para o fungo crescer, deixando o lapis

Uumido.

Outro microrganismo que cresceu nos lapis de cor foi a bactéria
Corynebacterium sp. Esse género é um bacilo curto Gram positivo, pode ou
nao conter hemdlise em agar sangue de carneiro, catalase positiva, negativa
para hidrolise de esculina, motilidade, H>S e variavel para acido da glicose,
urease e nitrato (OPLUSTIL et al., 2004). Os resultados obtidos nas analises
feitas em laboratdrio para o desenvolvimento dessa pesquisa coincidiram com

a literatura, conforme o Quadro 1, facilitando a identificagdo do género.

O género de Corynebacterium sp. esta presente na pele, mucosas e
secrecgdes oro e nasofaringeas (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). A presencga
dela no material escolar pesquisado pode ser devido tanto ao contato da pele

com o lapis, quanto pelo habito de levar o lapis a boca.

Algumas infecgdes que podem ser causadas pela Corynebacterium sp.
séo respiratorias, urinarias e de pele (TRABULSI, ALTERTHUM; 2008).

A ultima bactéria sugerida na identificacédo € a Micrococcus sp., comum
na pele de humanos como também no meio ambiente. E responsavel por
alguns tipos de infecgdes como artrite séptica, pneumonia e abcessos
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).
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Devido a esse género bacteriano ser comum em solo e pele, ndo se

Saude e Bioldgicas

estranha a presenca dele nos lapis de cor, pois esses também estédo

diretamente em contato com a pele das criangas.
5 CONSIDERAGOES FINAIS

Tendo em vista o material analisado, conclui-se que os lapis de cor
utilizados pelas criancas da creche e pré-escola do municipio de Bom

Jesus/SC nao estdo isentos de fungos e bactérias.

Todos os géneros presentes no material e identificados na pesquisa s&o
contaminantes encontrados tanto na microbiota normal da pele humana quanto
no solo. Porém, com a imunidade baixa das criangas, alguns géneros podem

ocasionar infecgdes.

Sera importante para a saude publica que sejam adotadas alguns
métodos de prevencgao pelas instituicbes de ensino. Apés um tempo de uso,
por exemplo, trocar os lapis de cor que s&o utilizados em grupo pelas criangas
por novos. E importante também que habito da lavagem das maos seja

ensinado aos alunos, deixando clara a importancia desse ato para a saude.

E importante ressaltar que as bactérias e fungos encontrados sdo
apenas alguns patégenos que podem ser transmitidos dessa forma. Ha o caso

dos virus, responsaveis pela maior parte das infeccdes nessa faixa etaria.

As adocgdes das praticas citadas acima podem contribuir para a redugao
dos riscos de contaminagdes, ndo somente através do contato com o lapis de
cor, mas também por outras vias que sao alvos de contaminantes nesses

ambientes de ensino.
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