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APRESENTAÇÃO

Caro leitor (a),
Com muita satisfação, apresentamos o novo E-Book intitulado “Debate e 

Reflexão das Novas Tendências da Biologia”. Esse E-Book apresenta 19 artigos, com 
informações atualizadas e temas diversificados sobre tendências em Biologia, que 
em conjunto debatem e refletem sobre práticas, aplicações e novas possiblidades na 
grande área das Ciências Biológicas. 

É importante destacar que muitas profissões dependem da biologia como base 
para construção de um conhecimento cada vez mais especializado. Considerando ser 
uma ciência muito heterogênea em suas aplicações e subáreas destacaremos alguns 
tópicos que merecem cada vez mais atenção.

A complexidade dos seres vivos na natureza varia desde as características 
morfofisiológicas, seus metabolismos até como eles estão espacialmente distribuídos, 
bem como, os fatores ambientais que são importantes para manutenção da 
biodiversidade. Nas últimas décadas as práticas de biotecnologia criaram produtos 
utilizados pelo homem em larga escala que agregam muitas técnicas aplicadas à 
pesquisa biológica. Por fim, aspectos inerentes relacionados a crise ambiental englobam 
a crescimento populacional, o uso de recursos naturais e a poluição ambiental. É 
extremamente satisfatório encontrar em um volume áreas tão promissoras que 
abordam bioquímica, biotecnologia, educação, parasitologia, ecologia aplicada, saúde 
humana, microbiologia, morfologia de invertebrados.

Os 19 capítulos aqui apresentados foram escritos por autores que abordaram 
temas atuais de grande relevância, por exemplo, a busca de potenciais biológicos 
atuantes como antioxidantes, técnicas aplicadas a microbiologia e controle ambiental, 
a biotecnologia para preservação de sementes. Outras técnicas inovadoras aplicadas 
a manutenção e multiplicação do material biológico, armazenamento de alimentos, ou 
de produção de mudas são aqui também discutidas.

A saúde humana inclui a aplicação da engenharia biológica, bem como a 
identificação de produtos com propriedades benéficas que lançam perspectivas ao 
agronegócio. Interessantemente, outro tema muito importante abordado é a orientação 
sexual destinada ao público do ensino fundamental, que de forma interativa busca 
atender as dúvidas dos alunos, bem como motivar os professores de forma prática a 
continuar a discutir com seus alunos. As extensões de feitos científicos aplicados a 
educação do ensino básico não se limitam a temas específicos, permeiam também 
desde aulas práticas de bioquímicas, a exposição de parasitos na educação básica 
seja de forma dialógica, dinâmica com uso de jogos e de construção de modelos 
torna-os palpáveis e observáveis aos alunos desde o ensino médio. A compreensão 
facilitada de temas complexos agregada as práticas diárias dos alunos permitem que 
eles construam e busquem alternativas particulares no meio em que vivem. Como 
consequência são capazes de promover melhorias para si e para o coletivo em que 
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estão inseridos.
Atualmente com a rapidez que a degradação ambiental por diversas pressões 

antrópicas que aumentam sobre os sistemas naturais há uma necessidade urgente 
em direcionar medidas eficazes de conservação. Adicionalmente mais do que isso, 
emerge a necessidade de refletir sobre a educação ambiental cada vez mais crítica 
que se inicia desde os primeiros anos escolares e busca a indissociabilidade entre 
desenvolvimento e a sustentabilidade. Por fim, os artigos científicos escritos em 
língua portuguesa favorecem não somente um público diminuto, mas também envolve 
estudantes iniciantes a pesquisa. Esses estudantes podem ter contato não somente 
com estudos especializados em cada área, mas com uma visão holística de novas 
tendências e possibilidades na grande área da Biologia.

         Boa leitura a todos!

                      José Max Barbosa De Oliveira Junior
                       Lenize Batista Calvão
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CAPÍTULO 9

MONITORAMENTO MICROBIOLÓGICO AMBIENTAL 
EM SALAS DE PRODUÇÃO DE UM BIOTÉRIO 

CONVENCIONAL BRASILEIRO

Camila de Souza Brito
Pontifícia Universidade Católica de Minas Gerais 

Belo Horizonte – Minas Gerais

Lucas Maciel Cunha
Fundação Ezequiel Dias, Diretoria de Pesquisa e 

Desenvolvimento 
Belo Horizonte – Minas Gerais

Lucas de Sousa Araujo
Fundação Ezequiel Dias, Diretoria Industrial 

Belo Horizonte – Minas Gerais

RESUMO: Esse estudo apresenta um 
procedimento para monitoramento 
microbiológico ambiental realizado nas salas 
de produção do biotério convencional de 
camundongos da Fundação Ezequiel Dias 
com os objetivos de descrever a existência de 
possíveis agentes contaminantes e quantificar 
os impactos dos processos de limpeza e de 
desinfecção no crescimento microbiológico. 
Utilizando o método de sedimentação 
espontânea, foram expostas placas com meios 
de cultura seletivos para bactérias, Ágar Triptona 
de Soja (TSA) e fungos, Ágar Sabouraud 
Dextrose (SDA) por 20 minutos. As mesmas 
foram incubadas a 36ºC por 48h e 24ºC por sete a 
14 dias, respectivamente, seguido de contagens 
e identificação das Unidades Formadoras de 
Colônia (UFC). O resultado para análise dos 
procedimentos indicou uma redução absoluta 

de, aproximadamente, três vezes, da contagem 
média de UFC após a limpeza, e duas vezes do 
procedimento de limpeza para a desinfecção, 
com redução significativa após a desinfecção 
(P≤0,05). Foram identificados gêneros de 
microrganismos que possuem características 
predominantemente ambientais e outros que 
são patógenos oportunistas. O monitoramento 
pode contribuir de forma essencial para os 
biotérios, pois, através dele é possível conhecer 
e controlar os microrganismos do ambiente, 
além de avaliar a eficiência do método de 
desinfecção adotado.
PALAVRAS-CHAVE: animais de laboratório, 
biotério, desinfecção, monitoramento ambiental, 
controle microbiológico. 

ABSTRACT: This study presents an 
environmental microbiological monitoring carried 
out in the production rooms of the conventional 
breeding herd of the Ezequiel Dias Foundation 
with the objective of describing the existence 
of possible contaminants and evaluating 
cleaning and disinfection processes. Using the 
spontaneous sedimentation method, plates with 
culture media selective for bacteria, Tryptone 
Soy Agar (TSA) and fungi, Sabouraud Agar 
Dextrose (SDA) were exposed for 20 minutes. 
They were incubated at 36ºC for 48h and 24ºC 
for seven to 14 days, respectively, followed by 
counts and identification of Colony Forming 



Debate e Reflexão das Novas Tendências da Biologia Capítulo 9 71

Units. The result for analysis of the procedures indicated a reduction of the average 
counts by about three times after the cleaning, and twice the cleaning procedure for the 
disinfection, with significant reduction after the disinfection (P≤0.05). We have identified 
genera of microorganisms that have predominantly environmental characteristics and 
others that are opportunistic pathogens. The monitoring may contribute essentially to 
the bioteries, because through it is possible to know and control the environmental 
microorganisms, besides evaluating the efficiency of the disinfection method adopted.
KEYWORDS: Lab animals, biotery, disinfection, environmental monitoring, 
microbiological control.

1 |  INTRODUÇÃO

Mesmo com progresso de métodos alternativos na pesquisa científica os 
animais de laboratório ainda são vistos como importantes modelos na experimentação 
biomédica. Isso se deve ao fato de os modelos animais proporcionarem informações a 
respeito do organismo como um todo, devido às similaridades fisiológicas e genéticas 
com o organismo humano (Chorilli et al.,2007). A pesquisa com animais contribui de 
modo a aperfeiçoar os métodos de prevenção, diagnóstico e tratamento na área da 
saúde. Atualmente, os pesquisadores exigem que os animais usados reúnam padrões 
ideais de saúde e manejo, em razão da confiabilidade dos experimentos (Andrade et 
al.,2002). Cabe ao biotério assumir esses padrões, visando o bem-estar animal dentro 
dos princípios éticos estabelecidos pelas diretrizes brasileiras do Conselho Nacional 
de Controle de Experimentação Animal (CONCEA). Dessa forma, pode se desenvolver 
e reproduzir experimentos em animais, os quais tendem a responder satisfatoriamente 
aos testes realizados (Cecílio; Donato, 2013).

Os biotérios podem ser classificados por diferentes critérios, dentre eles, quanto 
à finalidade, condições sanitárias ou ecológicas dos animais e do ambiente. Conforme 
a finalidade há três tipos de biotérios (criação, manutenção e experimentação). Os 
biotérios de criação são aqueles em que se encontram as matrizes reprodutoras. Os 
de manutenção têm como propósito a adaptação de animais externos ao cativeiro, a 
produção de sangue e fornecimento de órgãos para utilização em pesquisas e ensino. 
Nas instalações de experimentação, procura-se padronizar o ambiente, a alimentação 
e o manejo visando os padrões exigidos pelo experimento (Cardoso, 2002). Em 
relação às condições sanitárias ou ecológicas, os biotérios podem ser classificados 
de acordo com o tipo de animal criado. Os mesmos são convencionais quando os 
animais possuem microbiota indefinida, por serem mantidos em ambientes que não 
possuem barreiras sanitárias absolutas. Outros biotérios podem ser agrupados em 
subcategorias de instalações de gnotobióticos, cujos animais possuem microbiota 
definida e são criados em locais dotados de barreiras sanitárias absolutas (Cardoso, 
2002).

Uma contaminação indesejada nos locais de criação pode ocorrer por várias vias, 
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dentre elas, materiais e equipamentos, outros animais, má higienização do ambiente 
e uso indevido dos equipamentos de proteção individual e coletiva (Cecílio e Donato, 
2013). A realização de um monitoramento, associado a um registro de resultados é 
muito importante para o acompanhamento da situação microbiológica, tanto para a 
empresa e para o Estado, como também para a realização de auditorias.

O monitoramento ambiental é um processo onde se realiza medições e 
observações específicas para o estudo e acompanhamento contínuo das variáveis 
ambientais, com finalidade de verificar qualitativa e quantitativamente determinados 
impactos (Embrapa, 2016). Esse processo certifica que o local opera dentro do estado 
de controle adequado além de contribuir para uma melhor eficácia das barreiras 
sanitárias, avaliando a efetividade das práticas de limpeza e de desinfecção que podem 
ter impacto sobre a carga microbiana do ambiente. (ANVISA, 2010). Diante disso, o 
presente estudo teve como objetivo monitorar o ambiente das salas de produção de 
um biotério convencional, avaliando a existência de possíveis agentes contaminantes 
que possam interferir na saúde e bem-estar dos animais, frente aos métodos de 
sanitização adotados.

2 |  MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Biotério

O experimento foi realizado no biotério da Fundação Ezequiel Dias (FUNED), onde 
são criados camundongos Mus musculus da linhagem Swiss Webster com tipologia 
classificada como convencional monitorado de ciclo completo. O local possui uma área 
de ambiente controlado, composta por seis salas denominadas: Fundação, onde são 
mantidas as colônias matrizes; Recria, onde são abrigadas as colônias de expansão; 
Expedição, local onde ocorre a separação e distribuição dos animais aos diversos 
fins. As três restantes são salas de Produção, onde os camundongos são produzidos 
e enviados para a expedição. Esses roedores são utilizados em experimento, de 
controle de qualidade de medicamentos, pesquisas científicas e alimentação de outros 
animais.

2.2 Procedimentos de Limpeza e de Desinfecção

Após diálogo com a administração do local, optou-se por realizar o estudo 
nas salas de produção devido às mesmas possuírem perfis semelhantes entre si e 
apresentarem maior fluxo de pessoas em relação às outras, o que poderia propiciar 
maior contaminação ambiental. Os pontos específicos para a realização do experimento 
foram selecionados com intuito de avaliar os sítios com uma suposta propensão de 
contato direto de seres humanos e que representassem a sala como um todo.
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As salas de produção eram limpas diariamente segundo um cronograma de 
limpeza de rotina definido pelo Setor. Essa limpeza consistia em retirar o excesso de 
maravalhas das estantes com auxílio de um pano umedecido com solução de álcool 
etílico 70%, varrer o piso a seco com auxilio de um rodo e proceder à limpeza do mesmo 
com um pano úmido, seguida da desinfecção com solução aquosa de hipoclorito de 
sódio a 2%. A limpeza e desinfecção geral era o procedimento realizado mensalmente 
e consistia dos mesmos procedimentos adotados na limpeza diária, porém acrescido 
da limpeza de paredes, portas, filtros e tetos.

Inicialmente, realizou-se a exposição de nove placas do meio Ágar Triptona de 
Soja (TSA) por sala pela técnica de sedimentação espontânea. Três exposições foram 
feitas antes, três depois da limpeza diária e outras três logo após a desinfecção geral. 
A exposição das placas foi realizada em pontos distintos das salas por 20 minutos, 
em duas das estantes (à direita e à esquerda da entrada da sala) e no carrinho de 
transportes de caixas. Após o período de exposição, as placas foram incubadas a 36ºC 
por 48 horas. Semelhantemente, foram expostas placas meio Ágar Sabouraud Dextrose 
(SDA) nos mesmos pontos, porém, após o período de exposição, as mesmas foram 
incubadas a 24ºC por sete a 14 dias. Em seguida, foi feita a contagem das unidades 
formadoras de colônia (UFC), com posterior comparação das amostras de antes e 
depois da limpeza diária e após a desinfecção geral. Em relação às amostras em SDA, 
a análise ocorreu em dois tempos distintos, sendo após 48 horas de incubação e entre 
sete a 14 dias. Foram realizadas duas repetições, que totalizaram 18 exposições de 
placas por sala.

2.3 Identificação Microbiológica

A identificação das colônias de algumas das amostras obtidas em TSA e SDA 
foi realizada inicialmente avaliando os aspectos morfológicos, seguida pela coloração 
de Gram. Em seguida, a identificação de alguns gêneros e espécies foi realizada por 
meio de provas bioquímicas como catalase, coagulase e ágar manitol. Para facilitar 
a identificação das amostras de fungos, realizou-se outro repique em SDA acrescido 
de cloranfenicol para inibir o crescimento bacteriano, aumentar a esporulação e 
caracterizar melhor a morfologia colonial. Em seguida, procedeu-se a técnica de 
microcultivo em lâminas para identificação.

Para cada microcultivo, um cubo do SDA foi colocado sobre uma lâmina esterilizada 
contida em uma placa de Petri. Tal lâmina foi apoiada sobre suportes, tais como outra 
lâmina e dois palitos de madeira. As amostras de fungos foram semeadas a partir 
dos repiques recentes nos quatro lados do cubo de ágar na lâmina, acondicionada na 
placa de Petri, e foi recoberto por lamínula. Uma câmara úmida foi feita com a adição 
de um pequeno chumaço de algodão estéril, embebido em água. As placas foram 
fechadas e incubadas a 25°C por sete a 14 dias, até o desenvolvimento das estruturas 
reprodutivas, com ou sem pigmentação.
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Após a incubação, a lamínula foi cuidadosamente retirada com o auxílio de 
uma pinça para não danificar as estruturas formadas. Consecutivamente, utilizou-
se o corante azul de lactofenol-algodão para a montagem sobre uma nova lâmina 
de microscopia. O cubo de ágar foi descartado, uma gota do mesmo corante foi 
adicionada e a amostra foi recoberta com nova lamínula, para visualizar os esporos e 
hifas aderidos à lâmina. Após o preparo das lâminas, as mesmas, ao serem montadas, 
foram observadas em microscópio óptico de transmissão com objetiva de 40X para 
avaliação de características morfológicas como presença ou ausência de septos nas 
hifas, presença de conídios, esporângios, ascos, disposição e arranjo das estruturas.

2.4 Tamanho Amostral e Análise Estatística

A determinação do número de placas expostas para avaliar a eficiência dos 
processos de limpeza e desinfecção foi calculada utilizando o programa Bioestat 5.3, 
com valores de parâmetros determinados a partir de um estudo-piloto. A verificação 
da suposição de Normalidade dos dados após transformação logarítmica (base 10) 
foi realizada pelo teste de Shapiro-Wilk (P>0,05) por meio do programa Stata 12.0. 
Conforme estabelecido pela instituição de condução do estudo, foi considerada 
significativa uma redução de 90% da carga microbiana, um poder do teste de 0,90 
e um nível de significância igual a 0,05. Esse segundo programa foi utilizado para a 
realização de análise de variância (ANOVA) na verificação dos efeitos de sala e de 
localização das placas, com delineamento em parcelas subdivididas e pós-teste de 
Dunnet (P≤0,05), empregando a contagem antes dos procedimentos de desinfecção 
como parâmetro de referência. Para dados não-paramétricos bivariados foi realizado 
o teste de Kruskal-Wallis com pós-teste de Conover (P≤0,05) (Silva, 2017).

3 |  RESULTADOS

3.1 Exposição de Placas pela Técnica de Sedimentação

Os dados obtidos pela leitura no TSA indicam uma diferença de contagem 
bacteriana entre salas (P≤0,05). A variável “Local de Exposição”, não foi significativa 
(P=0,13), porém foi necessária a sua permanência no modelo com as variáveis “Sala” 
e “Tratamentos” para manter a estabilidade do mesmo. Em relação à frequência de 
fungos no TSA, não houve diferença significativa entre as salas (P>0,05). No SDA não 
houve crescimento de fungos, mas apenas de algumas poucas colônias bacterianas 
em quantidade não significativa. Os resultados da contagem dos microrganismos no 
TSA e SDA estão apresentados na Tabela 1.
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Exposição
Meio TSA Meio DAS

Bactérias * Fungos** Bactérias * Fungos**

Antes da Limpeza 3,620±1,930B 0a 0,77±0,42a 0a

Após Limpeza 1,330±0,830AB 0a 0,83±0,46a 0a

Pós Limpeza e

 Desinfecção
0,720±0,330A 0,220±0,001b 0,11±0,6a 0a

Tabela 1: Contagem média (± Erros Padrões das Médias, 95%) de Unidades Formadoras 
de Colônia (UFC) nos meios de cultura após exposição nas salas de produção do biotério 
convencional monitorado da FUNED, frente aos diferentes procedimentos de limpeza e 

desinfecção.

** Letras sobrescritas maiúsculas diferentes ao lado das medidas indicam diferenças pelos pós-
testes SNK e Dunnet (P≤0,05).

** Letras sobrescritas minúsculas ao lado das medidas indicam diferenças pelo pós-teste de 
Conover (p≤0,05).

3.2 Identificação Microbiana

Durante as análises das placas expostas por sedimentação espontânea, foram 
identificados alguns microrganismos obtidos apenas no TSA, devido ao maior número 
e diversidade de UFC. Microrganismos apresentados na Tabela 2.

TRATAMENTOS BACTÉRIAS 
(UFC)

FUNGOS (UFC)

Antes da Limpeza Bacillus sp. -

Depois da Limpeza Staphylococcus aureus Acremonium sp.

Cladosporium sp.

Desinfecção Geral Staphy lococcus 
spp.

-

Tabela 2: Identificação microbiana frente aos diferentes procedimentos de limpeza e 
desinfecção.
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Sala A – Antes da Limpeza, Estante da Direita da sala, Bacillus sp.

Sala A –Depois daLimpeza, Estante, Staphylococcus aureus

Sala A –Desinfecção Geral, carrinho,  Staphylococcus sp.
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Sala A –Depois da Limpeza/Estante–Acremonium sp.
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Sala B e C–Depois da Limpeza/ Estante –Cladosporium sp.

4 |  DISCUSSÃO

A contagem de UFC no TSA indicou que houve crescimento microbiano antes 
dos procedimentos de limpeza, o que possivelmente é derivado de contaminação pré-
existente, por se tratar do início das atividades rotineiras das salas. Tal crescimento 
pode estar também associado a uma possível nova contaminação local.

Após a realização do procedimento diário de limpeza, o número médio de 
UFC reduziu cerca de três vezes em relação ao verificado antes da limpeza e, 
aproximadamente, duas vezes ao avaliar o procedimento de limpeza para a desinfecção 
geral. Isso condiz com o relato de outros autores que afirmam que um procedimento 
de limpeza diário reduz a carga microbiana, porém, tal fato não garante a eliminação 
de agentes infecciosos, sendo necessário associar outro processo de desinfecção que 
utiliza agentes químicos (desinfetantes) e físicos para a eliminação de microrganismos 
patogênicos, com exceção de alguns esporos (Albuquerque et al., 2017).

O agente químico de desinfecção utilizado no biotério é o hipoclorito de sódio, 
o qual é comumente utilizado em biotérios em razão de sua ação rápida, baixo custo 
e amplo espectro de ação, além de ser efetivo contra bactérias na forma vegetativa, 
micobactérias, alguns esporos bacterianos e fungos. Tal fato pode ter contribuído para 
a redução dos microrganismos nas salas. Ressalta-se, entretanto, que não existe um 
desinfetante que atenda a todas as necessidades de um biotério, sendo necessário 
conhecer as características individuais de cada sistema produtivo para a escolha 
correta do desinfetante (Albuquerque et al., 2017).

A identificação dos microrganismos foi restrita a apenas alguns gêneros em 
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função dos recursos disponíveis no próprio biotério. Na análise do O meio SDA houve 
crescimento microbiano, o qual não se mostrou considerável, portanto a etapa de 
identificação não foi realizada. Durante a identificação, observou-se a ocorrência 
de Bacillus sp. e Staphylococcus sp., inclusive a espécie Staphylococcus aureus. 
Bactérias gram-positivas, incluindo as identificadas no presente trabalho, podem ter 
relação com o sistema de ar condicionado e com a microbiota transitória humana. As 
bactérias do gênero Staphylococcus são potenciais agentes etiológicos de infecções 
em humanos e em outros animais. Segundo outros pesquisadores, tais agentes podem 
facilmente sofrer mutações e adquirir resistência a diferentes agentes antimicrobianos 
e sanitizantes (Xavier et al.,2017). Desse modo, sugere-se um rodízio de sanitizantes 
para uma efetiva desinfecção de ambientes similares ao do presente estudo.

Foram observados também crescimentos de fungos dos gêneros Acremonium e 
Cladosporium, os quais possuem características de anemófilos, ou seja, organismos 
ambientais que possuem dispersão aérea, e que constituem os principais contaminantes 
no ar de ambientes fechados (Lobato et al., 2007).

O estudo relatado confirma que a maioria dos gêneros de microrganismos 
encontrados em outro estudo realizado na colônia de Fundação do mesmo biotério 
(Cecílio e Donato, 2013) num estudo realizado no mesmo local em 2013, comprovando 
a manutenção das características microbiológicas ambientais do Biotério.

5 |  CONSIDERAÇÕES FINAIS E CONCLUSÃO

A qualidade dos locais de produção e criação dos animais de laboratório é 
derivada da interação de múltiplos fatores, os quais precisam ser bem conhecidos 
de forma a serem padronizados dentro de um sistema de controle, sendo essencial o 
monitoramento.

Concluiu-se que o estudo em questão apresentou procedimentos testados com 
resultados adequados no monitoramento para controle microbiano. Isso é importante 
no que se refere ao modo de limpeza e desinfecção das salas do biotério em estudo, no 
qual se comprovou a eficácia dos procedimentos realizados como barreiras sanitárias. 
Porém, a desinfecção não elimina o fato do ambiente do biotério potencialmente 
abrigar microrganismos patogênicos, pois microrganismos ambientais e patógenos 
oportunistas podem possuir vias comuns de colonização ambiental. Durante o estudo 
identificou-se alguns gêneros de potenciais patógenos, o que representa um indicador 
de alerta à saúde e bem-estar dos funcionários e roedores do Biotério.

O monitoramento ambiental contribui de forma essencial para os locais de criação 
de roedores de laboratório, principalmente quando se trata de produção de animais 
convencionais, onde a carga microbiana é indefinida e as barreiras sanitárias não 
são absolutas. Por meio dele é possível conhecer os microrganismos do ambiente, 
além de avaliar a eficiência do método de desinfecção adotado. Atrelado a isto, o 
monitoramento realizado em conjunto com outros procedimentos de controle tais 
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como o monitoramento parasitológico e o conhecimento da microbiota dos roedores, 
promove ainda mais a saúde e bem-estar dos animais, assim como das pessoas que 
lidam diretamente com eles.
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