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RESUMO

Introducio: O transporte aéreo de passageiro pode ser apontado como um dos principais meios
pelo qual a disseminagd@o mundial de patégenos altamente prejudicias a saide humana ocorre.
Nao apenas isso, a problematica da resisténcia bacteriana a antibioticos pode ser amplificada
para todas as regides do mundo, tendo o ar como um veiculo de transmissao extremamente
eficaz. Objetivos: a) Monitorar a qualidade do ar interior climatizado em aeronaves comerciais
e analisar a diversidade microbiana presente ¢ b) Proceder o rastreamento de genes de
resisténcia a antibidticos e de sintese de biofilmes nas amostras coletadas. Métodos: Coletas
do ar interior climatizado de aeronaves comerciais foram feitas durante o periodo em que elas
estavam em solo e a amostragem foi feita na cabine dos pilotos € no corredor onde ficam
passageiros e tripulacdo. Para as andlises foram selecionados voos com rota Nacional e
Internacional e estas seguiram o estabelecido na Resolugao n°® 09/2003 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria, que estabelece padrdes da qualidade do ar em ambientes artificialmente
climatizados de uso publico e coletivo. A contaminagdo microbidlogica do ar foi avaliada por
meio da pesquisa de aerossois fungicos e bacterianos e estes foram coletados por meio da
utilizacao de amostrador de bioaerossois portatil. O ar captado foi impactado em placas de Petri
contendo meios especificos como agar dicloran rosa bengala clorafenicol para fungos e agar
sangue para bactérias. Os microrganismos coletados tiveram sua identificacao feita com base
nas caracteristicas macroscopicas € microscopicas para os fungos e com base na analise do
material genético para bactérias. Além disso, foi feito rastreamento para a producdo de
micotoxinas em fungos e rastreamento de genes de resisténcia a antibioticos e de sintese
biofilmes em bactérias. Resultados: Houve uma consideravel divesidade de fungos nas
amostras coletadas, com a identificacdo de géneros com espécies potencialmente patogénicos
como Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Fusarium e Paecilomyces. Em relacdo a
produ¢do de micotoxinas, somente trés amostras fungicas foram positivas em nosso
rastreamento. Bactérias Gram negativas e positivas com potencial patogénico foram
encontradas, com destaque para Acinetobacter baumannii, Serratia marcescens, Moraxella
osloensis, Streptococcus salivarius e Staphylococcus spp. O rastreamento de genes de
resisténcia a antibidticos revelou a presenga dos seguintes genes: mecA (resisténcia a
meticilina/oxacilina), blaZ ( resisténcia a penicilina) , ermA, ermB e ermC (resisténcia cruzada
aos macrolideos, lincosamidas e estreptogramina B). Em relagdo a sintese de biofilmes,
somente alguns isolados da espécie Staphylococcus epidermidis exibiram a deteccdo conjunta
dos genes icaAD, o que esta relacionado diretamente com a formag¢ao de biofilmes por estas
bactérias. A presenga dos microrganismos possivelmente patogénicos aqui descritos, bem como
o relato da ocorréncia de genes de resisténcia e de produ¢do de biofilmes corrobora com as
evidéncias de que o ar constitui um importante meio para disseminagdo de microrganismos
virulentos, colocando em sérios riscos a saude de passageiros e tripulagdo a bordo. Este ¢ o
primeiro estudo no Brasil a avaliar a qualidade do ar interior climatizado em aeronaves
comerciais estes dados alertam para a necessidade de se considerar o monitoramento e
avaliagOes dos fatores que possam estar envolvidos na presenca de fungos e bactérias dentro do
ambiente de cabine de aeronaves.

Palavras-chave: Qualidade do ar, aeronaves comerciais, fungos, resisténcia bacteriana,
biofilmes.



ABSTRACT

Introduction: Passenger air transport can be pointed out as one of the main means by which
the worldwide spread of highly harmful pathogens to human health occurs. Not only that, the
problem of bacterial resistance to antibiotics can be amplified for all regions of the world, with
air as an extremely effective transmission vehicle. Objectives: a) To monitor the quality of
indoor air conditioning in commercial aircraft and to analyze the microbial diversity present;
and b) To carry out the tracing of antibiotic resistance genes and biofilm synthesis in the
samples collected. Methods: Air-conditioned indoor air collection of commercial aircraft were
made during the period when they were on the ground and sampling was done in the cabin of
the pilots and in the corridor where they are passengers and crew. For the analyzes, flights with
national and international route were selected and these followed the established in Resolution
n® 09/2003 of the National Agency of Sanitary Surveillance, which establishes air quality
standards in artificially acclimatized environments of public and collective use. Microbiological
contamination of the air was evaluated by means of the research of fungal and bacterial aerosols
and these were collected through the use of a portable bioaerosol sampler. The captured air was
impacted in Petri dishes containing specific media like agar dichloran rose bengal chlorafenicol
for fungi and blood agar for bacteria. The collected microorganisms had their identification
made based on the macroscopic and microscopic characteristics for the fungi and based on the
analysis of the genetic material for bacteria. In addition, screening was done for fungal
mycotoxins production and screening of antibiotic resistance genes and for biofilms synthesis
in bacteria. Results: There was a considerable diversity of fungi in the samples collected, with
the identification of genera with potentially pathogenic species such as Aspergillus, Penicillium,
Cladosporium, Fusarium and Paecilomyces. Regarding the production of mycotoxins, only
three fungal samples were positive in our screening. Gram negative and positive bacteria with
pathogen potential were found, with emphasis on Acinetobacter baumannii, Serratia
marcescens, Moraxella osloensis, Streptococcus salivarius and Staphylococcus sp. Screening
of antibiotic resistance genes revealed the presence of the following genes: mecA (resistance to
methicillin/oxacillin), blaZ (penicillin resistance), ermA, ermB and ermC (cross-resistance to
macrolides, lincosamides and streptogramin B). In relation to the biofilms synthesis, only a few
isolates of the species Staphylococcus epidermidis exhibited joint detection of icadD genes,
which is directly related to the biofilm formation by these bacteria. The presence of possibly
pathogenic microorganisms described here, as well as the report of the occurrence of resistance
genes and biofilm production, corroborates the evidence that air is an important medium for the
dissemination of virulent microorganisms, posing serious risks to the health of passengers and
crew on board. This is the first study in Brazil to evaluate indoor air quality in commercial
aircraft. These data point to the need to consider the monitoring and evaluations of factors that
may be involved in the presence of fungi and bacteria within the aircraft cabin environment.

Keywords: Air quality, commercial aircraft, fungi, bacterial resistance, biofilms.
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1. INTRODUCAO

Desde a revolugdo industrial e o avango tecnoldgico iniciado a partir do século XX, grande
parte do nosso tempo (cerca de 80%) tem sucedido com a presenca em ambientes artificialmente
climatizados. Sem duvidas, estes lugares oferecem um padrao de conforto e satisfagao impar,
concorrendo para que cada vez mais tempo nestes espacos sejam apreciados,
indepedendentemente se ¢ para o desenvolvimento de atividades laborais ou até mesmo para o
desfrute de momentos de lazer (KRUGER; DRACH, 2016).

Contudo, a qualidade do ar respirado nestes ambientes deve ser levada em consideracao,
sobretudo no que diz respeito a possivel ocorréncia de agravos a saide humana (FERNANDEZ
etal., 2013). Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, milhdes de mortes anualmente em todo
o mundo podem ser atribuidas a contaminantes presentes no ar que circula em ambientes
fechados (WHO, 2009), classificando este fendomeno como sendo o décimo fator de risco em
importancia para a saude da populagdo em geral (WHO, 2002). Microrganismos diversos
podem comprometer a qualidade do ar, o que concorrera para a exposi¢do humana a agentes
potencialmente infecciosos (FERNSTROM; GOLDBLATT, 2013).

Fungos, bactérias e virus podem ser responsaveis pelo acometimento de sérias doengas
que podem ter o ar como um dos principais modos de disseminagdo (GUPTA et al., 2012). O
ambiente de cabine em aeronaves comerciais como qualquer outro ambiente artificialmente
climatizado, pode servir como local para dispersdo de importantes patdgenos infecciosos. Nao
apenas doengas, mas também microbios altamente probleméaticos como aqueles que apresentam
resisténcia a antibidticos e fatores de viruléncia diversos podem ser encontrados ocorrendo
neste ambiente especifico, permitindo assim a sua dispersdo global e a entrada em areas sem
nenhum contato prévio. Estudos recentes tém relatado a presenca de virus e bactérias dentro do
ambiente de cabine, e esta contaminagdo tem sido observada tanto em superficies dentro da
aeronave como também no ar (LIMEYER; ADLHOCH, 2016; KORVES et al., 2013).

No Brasil, questdes relativas ao monitoramento da qualidade do ar tém sido bem
estabelecida, sobretudo, pelo sancionamento da Lei 13.589/2018, suportada pela Resolucao
N°9 e portaria 3.523/98, estabelecendo a obrigatoriedade da andlise da qualidade do ar em
ambientes artificialmente climatizados de uso publico e coletivo e também a elaboracao do
plano de manutengao, operagdo e controle dos equipamentos utilizados. Isso tem permitido que
uma variedade de ambientes como hospitais, escolas, igrejas e reparti¢des publicas e privadas

estejam sendo monitoradas quanto a presenca € exposi¢ao aos varios tipos de agravos a saude.

14



Entretanto, questdes relativas a situagdo da qualidade do ar respirado na aviagao civil brasileira
ainda ndo tem sido levada em considerag@o, o que pode resultar em um menosprezo aos riscos
ja claramente evidenciados pela literatura.

Diante do exposto, o monitoramento da qualidade do ar interior nas aeronaves
comerciais que atualmente realiza o transporte aéreo de passageiros no Brasil justifica-se pelo
fato de nos permitir compreender a diversidade microbiana presente no ar, bem como verificar
de que forma a saide humana tem sido influenciada no quesito ocorréncia e possivel
transmissao de microrganismos causadores ou nao de doengas. Outrossim, fornecerd um
panorama preliminar que poderd servir como direcionamento para a elaboragdo de
regulamentagdes visando a seguranga em voo de todos aqueles que dependem do transporte

aéreo para atender as suas necessidades.
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2.

OBJETIVO GERAL

Monitorar a qualidade do ar interior climatizado em aeronaves comerciais € analisar a

diversidade microbiana presente.

2.1 Objetivos especificos

(\

AN NERN

Investigar a presenca de fungos cujos esporos estejam eventualmente sendo
disseminados via sistema de climatiza¢dao das acronaves;

Proceder o rastreamento de fungos com genes ativos para produgdo de micotoxinas;
Verificar a contaminacao aérea por bactérias possivelmente patogénicas;

Rastrear genes de resisténcia a antimicrobianos;

Avaliar a presenca de genes relacionados a sintese de biofilmes.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Bioaerossois fungicos e saide humana

Ambientes com ar interior representam um dos muitos locais de ocorréncia e
importancia no que diz respeito a presenga de fungos. Suas caracteristicas adaptativas
favorecem a sua dispersao global, permitindo a sobrevivéncia desses microrganismos em varios
tipos de habitats NEVALAINEN; TAUBEL; HY VARINEN, 2015).

Grande parte dos fungos chegam aos ambientes artificialmente climatizados
principalmente através do ar externo, sendo este uma importante fonte de contaminagdo
bioldgica (BURGE, 2018; CRAWFORD et al., 2015). A abertura de portas e janelas favorece
a diminui¢do/dilui¢ao da concentragdo fungica interior, entretanto, pode também favorecer o
aumento da concentragdo e até mesmo permitir a entrada de espécies que ndo estavam presentes
anteriormente. Embora o ar externo contribua significativamente para a composi¢ao e aumento
da concentracdo, essa ndo ¢ a Unica maneira pelo qual a contaminagdo aérea pode ocorrer.
Atividades domésticas e cotidianas podem impactar consideravelmente as concentragoes de
esporos no ar (JURGENSEN; MADSEN, 2016; LEHTONEM; REPONEM, 1993).

A ocupagd@o humana também pode ser considerada um importante fator pelo qual o
aumento da concentragdo fingica pode ocorrer (LAX et al., 2014). Hospodsky e colaboradores
(2015) ao estudarem a influéncia da ocupagao de salas de aula na concentracdo de bioaerossois
no ar interior, constataram que altas concentragdao de esporos fungicos estavam fortemente
associadas a0 momento em que as salas estavam ocupadas pelos estudantes. Manipulagao de
material organico (lenha e vasos de plantas) (HAMEED et al., 2015), de roupas de cama, pélos
de caes e gatos, a pele humana, cabelos e unhas e vestimentas também podem influenciar
positivamente para o aumento da concentracao fungica (PITKARANTA et al., 2008).

Os fatores considerados preponderantes em influenciar a presenca e o desenvolvimento
de fungos em ambientes com ar interior sdo umidade, temperatura e a disponibilidade de
nutrientes (TANG; KUEHN; SIMCIK, 2015). Baughman e Arens (1996) afirmam que
materiais de constru¢do como madeira, celulose, papel de parede, materiais de insulagao
orgéanica, material téxtil, colas e tintas podem conter nutrientes como carboidratos e proteinas,
que servem muito bem ao crescimento fingico.

Em geral, os valores de temperatura e umidade para o crescimento de fungos podem
variar dependendo da espécie em questdo. Ambientes artificialmente climatizados possuem

valores de temperatura 6timo para o crescimento de fungos, situando na faixa de 10-35 °C
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(HESELTINE; ROSEN, 2009). Abbasi e Samaei (2018) avaliando o efeito da temperatura sobre
o crescimento fungico em um hospital, verificaram que a 25 °C houve melhor crescimento dos
fungos no ambiente. Temperaturas de 15 °C e 25 °C estiveram relacionadas ao maior
crescimento e produgdo de compostos organicos volateis microbianos produzidos por fungos
dos géneros Penicillium, Aspergillus e Periconia (POLIZZI et al., 2012). Hagiwara e
colaboradores (2017) observaram que temperatura de 25 °C pode influenciar de forma
diferenciada conidios de Aspergillus fumigatus, um importante fungo encontrado em ambientes
com ar interior, de forma a favorecer seu crescimento, sobrevivéncia e tolerancia a estresse.

Para umidade relativa, valores abaixo de 75% sao relatados como limitantes do
crescimento fungico em edificios (ROWAN et al., 1999). Condig¢des criticas de umidade
relativa para o crescimento microbiolégico em materiais de construcdo foi definida por
Johansson e colaboradores (2005). Eles estabeleceram que, a depender do grupo de materiais
(madeira, concreto e outros) o crescimento poderia acontecer em valores de umidade relativa
minimo de 75% e maximo de 95%. Crescimento em materiais de construgao foi observado
também em valores de temperaturas de 5 °C, 10 °C, 20 °C e 25 °C, bem como em umidade
relativa de 78% a 95% (NIELSEN et al., 2004). Valores de umidade relativa acima de 85% tem
sido fortemente relacionado ao crescimento de fungos associado a particulas de poeira em
ambientes com ar interior (DANNEMILLER; WESCHLER; PECCIA, 2017). Resultados da
analise da qualidade do ar em uma Universidade da Nigéria demonstrou que altas concentragdes
fingicas foram observadas, e a faixa de umidade relativa nestes ambientes variaram de 77-95%
sob temperaturas de 28-29 °C (EKHAISE; EKHOSUEHI, 2018). Ao passo que temperatura ¢
umidade relativa constituem importantes fatores em determinar o crescimento e permanéncia
de fungos aéreos contaminantes, 0 manejo destes pardmetros pode ser de igual modo importante
para reducdo da concentragdo de esporos em suspensdo, protegendo os ocupantes expostos
(MOLLER et al., 2017; TANG, 2009).

Muitos sdo os géneros de fungos encontrados em ambientes com ar interior. De acordo
com a especificidade do lugar, as populagdes podem variar e podem ser observadas
predominancia de alguns em relagdao a outros. Um dos principais fungos encontrados nestes
locais sdo Aspergillus. Estas espécies sdo associadas com doengas graves em humanos chamada
de Aspergiloses (doenca pulmonar invasiva, doenga invasiva das vias aéreas, doenca cutdnea
invasiva), além do fato de produzirem alérgenos quimicos, que frequentemente, estdo
associados a quadros de alergias em individuos sensitivos e na exacerbacao do quadro de asma

(CHALLA, 2018). Mousavi et al. (2016) abordaram em sua revisao de literatura as espécies de
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Aspergillus mais comumente encontradas em ambientes com ar interior, assim como 0s riscos
a saude associados a sua exposi¢ao. Uma revisdo abordando a concentragdo e flora de fungos
vidveis no ar de ambientes escolares, constatou nestes ambientes, os géneros Cladosporium e
Penicillium como os mais prevalentes (SALONEN et al., 2015). Outros géneros de fungos
encontrados sdo Alternaria, Rhizopus, Curvularia (REDDY; SRINIVAS, 2017; SHARPE et
al., 2015), Botrytis, Acremonium (LUKASZUK et al., 2016), Chrysosporium, Fusarium,
Trichosporon, Cryptococcus, Rhodotorula (SEPAHVAND et al., 2017), Candida (LANDRY
etal., 2018), Scopulariopsis (WOUDENBERG et al., 2017), Talaromyces (CHEN et al., 2016),
Chaetomium (WANG et al., 2016), Stachybotrys, Arthrinium, Mucor, Absidia e Geotrichum
(SMOKE, 2018).

A exposicdo a aerossois fungicos pode levar a varios efeitos adversos a saude humana
(quadro 1). Irritagdes, alergias, infeccdes pulmonares ou cutaneas e micotoxicoses sao alguns
dos problemas relatados (BAXI et al., 2016). Alguns fungos podem ser também produtores de
moléculas com potencial genotoxico e carcinogénicos (CAREY et al., 2012). Algumas revisoes
de literatura tém demonstrado uma clara associacdo entre umidade, crescimento fingico em
edificios e o desenvolvimento de sintomas entre os ocupantes apOs exposicao a aerossois
fingicos, muitos dos quais levando a sérios problemas de saude (MENDELL et al., 2011;
BORNEHAG et al., 2004). Dennis e Thrasher (2016), relataram o caso de uma mulher que apos
exposi¢ao flingica em um ambiente com alta umidade desenvolveu um quadro de rinossinusite
cronica. Polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica tem sido também associada a
exposicao fungica em ambientes com niveis consideraveis de umidade (LIEBERMAN;
CURTIS; CAMPBELL, 2017). Quando presente, fungos podem produzir compostos organicos
volateis microbianos (COVM), alérgenos quimicos € micotoxinas, que sdo responsaveis por
muitos efeitos danosos a saude, principalmente quando em longos periodo de exposicao.

Compostos organicos volateis microbianos (COVM) refere-se a uma variedade de
compostos produzidos pelo metabolismo primario ou secundéario de fungos e bactérias.
Atualmente, grande ¢ a variedade dos COVMs identificados e sua concentragdo no ar interior
ocorre na faixa do ng/m?® a pg/m? (KORPI et al., 2009). A emissao destes compostos pode ser
de facil percepcao no ambiente, pois odores caracteristicos (odor de mofado) podem ser sentido
pelos ocupantes, sobretudo em locais com grande crescimento fungico (NEVALAINEN;
TAUBEL; HYVARINEN, 2015). Trabalhos de revisdes publicados por Korpi et al. (2009) e
Thorne e Reenman (2012), descrevem muito bem alguns dos efeitos relacionados a exposi¢ao

em curto e longo prazo aos COVM, inclusive em ambientes artificialmente climatizados.
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Muitos dos sintomas relacionados a sindrome do edificio estdo associados a exposicio a
bioaerossois fungicos e seus metabolitos (SAHLBERG et al., 2013). Araki et al. (2010),
concluiram que a presenga de COVMs em amostras de ar em uma residéncia familiar esteve
relacionada a sintomas de irritagao do nariz, olhos € membranas mucosas da garganta, referido
pelos moradores do local de estudo. O agravamento do quadro de asma pode estar relacionado

também a exposicao a estes compostos (CHOI; SCHMIDBAUER; BORNEHAG, 2017).

Quadro 1 - Sintomas, sinais e doencas decorrentes da exposicao a fungos aéreos.
- Alergias
Alergia Tipo I - Rinoconjuntivite alérgica, asma, urticaria
Alergia Tipo I e Tipo III — Aspergilose broncopulmonar alérgica
Alergia Tipo III e Tipo IV - Pneumonite hipersensitiva, eczema atdpico

- Susceptibilidade a infec¢do — Bronquite cronica

- Micoses sistémica

- Micotoxicoses

- Alveolite toxica, Sindrome toxica da poeira organica
- Irritacado de membrana mucosa

- Efeitos relacionados ao odor

- Comprometimento do bem-estar

Fonte: HURRASS et al., 2017.

Alérgenos produzidos por fungos constituem outro fator de risco para a satide daqueles
que frequentemente passam grande parte do seu dia em ambientes artificialmente climatizados.
Um alérgeno pode ser definido como qualquer substancia (antigeno) que pode ser geralmente
inalada e que ocasiona uma resposta imune incomum, assim como desencadeia uma reagao
alérgica (KIM; KABIR; JAHAN, 2018). Alérgenos fungicos sao geralmente proteinas e por
vezes, enzimas liberadas do esporo fingico durante a germinag¢do ou podem ser também,
proteinas localizadas na superficie dos esporos (AIMANIANDA et al., 2009). Os sintomas mais
comuns envolvendo a exposi¢do a estas moléculas envolvem coriza, nariz entupido, garganta
inflamada, olhos irritados e espirros (KIM; KABIR; JAHAN, 2018). Entretanto, o maior
destaque dado a exposicdo e sensibiliza¢do a alérgenos produzidos por fungos relaciona-se ao
desenvolvimento de doencas alérgicas especialmente, rinite e aspergilose broncopulmonar
alérgica, uma condicdo que geralmente acompanha outras complicagdes pulmonares como a
asma (RICK et al., 2016; FUKUTOMI; TANIGUCHI, 2015). Gupta e colaboradores (2018)
verificaram que a sensibilizagdo a alérgenos fingicos em criangas asmaticas, pode levar a uma
maior severidade no quadro da doenca. Estudo realizado por Caillaud et al. (2018) traz uma
revisdo de varias publicagdes associando a exposi¢ao a fungos em ambientes com ar interior e

o desenvolvimento de asma ¢ rinite em criangas ¢ adultos.
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Muitos sdo os géneros de fungos que produzem alérgenos em ambientes com ar interior
e os mais comumente relatados sdo aqueles pertencentes aos géneros Aspergillus, Penicillium,
Alternaria, Cladosporium e Fusarium (NASCIMENTO et al., 2019; POMES; CHAPMAN;
WUNSCHMANN, 2016). Nio apenas fungos filamentosos, mas também fungos
leveduriformes sdo responsaveis pela producdo destas substdncias (KHATAB et al., 2017;
LEVETIN et al, 2016). O WHO/IUIS Allergen Nomenclature Sub-comittee

(www.allergen.org), website de nomenclatura sistemdatica de alérgenos, aprovado pela

Organizac¢ao Mundial da Satde e a Unido Internacional das Sociedades Imunologicas traz uma
compilacao dos alérgenos fungicos (filamentosos e leveduras) até entdo identificados.

Seguramente, um dos maiores perigos a saide humana associado ao crescimento de
fungos em ambientes com ar interior refere-se a presenga de micotoxinas. O termo micotoxina
¢ derivado da palavra grega “mykes”, que significa fungo e do latim “toxican”, que significa
toxinas, e descreve produtos toxicos gerado pelo metabolismo secundario de muitos fungos
(IAMANAKA et al. 2010). Nao existe uma regra onde fungos especificos produzem
micotoxinas especificas. Na verdade, uma determinada micotoxina pode ser sintetizada por
varias espécies fungicas, bem como varias micotoxinas podem ser produzidas pela mesma
espécie de fungo (ANDRETTA et al., 2011). Segundo Anfossi et al. (2016), as principais
micotoxinas sdo aquelas sintetizadas por Aspergillus, Fusarium, Penicillium e Alternaria e
pertencem a classe das: aflatoxinas (AFs), ocratoxinas (OTA), patulina (PAT) e as toxinas do
Fusarium (Tricoteceno/desoxinivalenol — DON, fumonisinas e zearalenona - ZON) (figura 1).
E importante lembrar que nio apenas os quatros géneros fingicos acima mencionados sdo
responsaveis pela produg¢do de micotoxinas, mas outros géneros com menor destaque também
estdo envolvidos na sintese destes metabodlitos secundarios. Um trabalho de revisdo feito por
Wambacq e colaboradores (2016) apresenta outros géneros menos destacados que também sao
produtores de micotoxinas como Curvularia, Eurotium, Phoma, dentre outros.

Os danos em decorréncia da exposi¢do a micotoxinas ocorrem principalmente por meio
da ingestao de alimentos contaminados. Todavia, o contato com a pele e a inalagdo podem ser
importantes rotas de exposi¢ao a estes metabdlitos toxicos (BARAC, 2019; BRASEL et al.,
2005). Os efeitos nocivos das micotoxinas em humanos dependera sobretudo do tipo de
micotoxina envolvida, a duracdo da exposicdo, os niveis de concentracdo e das condi¢des dos

individuos expostos (idade, satde e sexo) (MARIN et al., 2013).
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Figura 1 — Estrutura quimica das principais micotoxinas.
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Fonte: VIDAL et al., 2009.

A presenga de micotoxinas no ar interior ja tem sido bem relatada na literatura
(POTTIER et al., 2014; BRASEL et al., 2005), demonstrando que esta pode ser uma rota de
exposicao importante, assim como levando a compreender os riscos inerentes a sua presenca
no ambiente. Trabalho realizado por Hendry e Cole (1993) desponta como uma das primeiras
revisdes de literatura a abordar questdes sobre micotoxinas em ambientes com ar interior,
ressaltando aquela época para a necessidade de mais estudos a fim de entender o potencial, a
ocorréncia e importancia das micotoxinas nestes ambientes. A partir de entdo, outras revisdes
de literatura foram feitas, destacando tanto a presenga dos fungos produtores, como também os
efeitos associados a sua exposicio (TAUBEL; HYVARINEN, 2016; THRASHER, 2016;
NIELSEN, 2003; ROBBINSet al., 2000).

Como poluente do ar interior, micotoxinas sdo responsaveis causar intoxicagdes em
animais ¢ humanos, uma condi¢do denominada micotoxicoses (tabela 1). Micotoxicoses podem
se manifestar de forma aguda ou cronica e podem também levar a morte rapida ou formagao de
tumores (MARIN et al., 2013). Os efeitos agudos envolvem necrose hemorragica do figado,
proliferagdo dos ductos biliares, edema e letargia (BARAC, 2019), enquanto os efeitos cronicos
estdo relacionados com crescimento e desenvolvimento prejudicado, disfungdo imune e
doengas relacionadas a alteragdes no DNA (VOSS; GELINEAU-VAN; RILEY, 2006). Outros
efeitos adversos a saude envolvem imunossupressao (PESTKA et al., 2004), carcinogenicidade,
mutagenicidade e teratogenicidade (IARC, 2002), nefropatia endémica dos Balcas
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(STIBOROVA; ARLT; SCHMEISER, 2016), infecgdes gastrointestinais (SOBRAL et al.,
2018), doencas nas vias aéreas (LIU et al., 2015) e o comprometimento da atividade celular
cerebral por conta da deficiéncia de vitamina B12 (BARAC, 2019). Trabalhos publicados por
Robert e colaboradores (2017) e por Zain (2011) trazem mais informagdes relacionadas aos

impactos na saude humana e animal decorrentes da exposi¢do a micotoxinas.

Tabela 1 — Micotoxinas e seus efeitos na saude animal e humana.

Micotoxinas Efeitos na saiide animal e humana

Hepatotoxica, imunossupressora, carcinogénica (grupo 1 -
IARC), teratogénica e mutagénica

Aflatoxina B1
Nauseas, vomitos, diarréias,
.. Imunotoxica e classificada no grupo 3 - IARC
Deoxinivalenol i srup
Leucoencefalomalacia Equina,
Edema pulmonar em suinos,
hepatotoxica, nefrotoxica
Fumonisina B1 imunossupressora e carcinogénica (grupo 2B - IARC)

Nefrotoxica, neurotoxica, hepatotoxica, afeta a coagulagdo
sanguinea, imunotoxica, carcinogénica (grupo 2B - IARC) e
teratogénica

Zearalenona Interrupg¢do no controle hormonal e classificada grupo 3 -
IARC

Ocratoxina A

Fonte: Adaptada de (KLARIC, 2012).

3.2 Bioaerossois bacterianos e saude humana

A qualidade do ar interior pode ser comprometida também por bactérias, que podem ser
altamente patogénicas. Estes microrganismos crescem naturalmente no ambiente e quando as
condi¢gdes ambientais e a presenca de nutrientes sdo favoraveis, elas proliferam em superficies
e em meios liquidos e podem ser facilmente lancadas para o ar. Quando na atmosfera (ar
exterior), podem estar presentes como células individuais ou entdo associadas a particulas de
poeira ou outros microrganismos (SMETS et al., 2016), refletindo o que também pode acontecer
no ar de ambientes fechados. Além da propria célula, os aerossdis bacterianos também incluem,
fragmentos celulares, produtos do metabolismo microbiano em particulas de poeira ou liquidos
e compostos organicos volateis (STETZENBACH, 2007).

Em ambientes com ar interior, podemos apontar o proprio ser humano, a dgua e o ar

externo como as principais fontes de aerossois bacterianos (FUJITYOSH et al. 2017). Ainda que
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o ar externo através da ventilagdo natural (abertura de janelas e portas) contribua para a presenga
de bactérias no ar interior (PRUSSIN; MARR, 2015; BOUILLARD et al., 2005), destacaremos
abaixo apenas aquelas fontes cujo estudos apontam ter maior relevancia (ser humano e a agua).
Outras fontes incluem também a presenca de animais e plantas, tubulagdes de esgotos, a
ressuspensdo de poeira (PRUSSIN; MARR, 2015) e materiais relacionados ao edificio
(madeira, papel, produtos cerdmicos e plasticos) (HYVARINEN et al., 2002). Evidéncias tém
sugerido que alimentos armazenados também podem constituir fontes de bactérias para o ar
(SUN et al., 2016).

Populagdes bacterianas em ambientes artificialmente climatizados s3o formadas
principalmente por fontes dentro do proprio ambiente. Assim, a presenca de humanos
representa o principal meio pelo qual bactérias tornam-se aerossolizadas. Fluidos corporeos e
respiratorios emitidos pela tosse, espirros, fala e a propria respiragdo contribuem para o
lancamento de aerossois bacterianos para o ar ambiente (NICAS; NAZAROFF; HUBBARD,
2005). Micrococcus e Staphylococcus, dois géneros bacterianos comumente encontrados na
pele humana tiveram sua presenca no ar interior associada com o momento em que oOS
estudantes se encontravam nas salas de aula (KOOKEN; FOX; FOX, 2012; FOX et al., 2010).
Hospodsky et al. (2012) evidenciaram que a ocupacdo humana ¢ altamente responsavel pela
presenca de bactérias aéreas, com a microbiota da pele contribuindo significativamente para
esta contamina¢do. Embora muitos estudos tenham relacionado a contribui¢cdo da microbiota
da pele como o principal local do corpo a servir de fonte bacteriana para o ar interior, estudo
realizado por Wilkins et al. (2016) tem demonstrado que outras partes do corpo humano,
também podem atuar como fonte.

Além da presenca humana, a 4gua desempenha um papel importante na emissao destes
microrganismos para o ar interior. Este fornecimento pode vir através de chuveiros, torneiras e
banheiros. Estacdes de tratamento de 4gua também podem constituir uma importante fonte
emissora (TEIXEIRA et al., 2013). Lai et al. (2018) forneceram evidéncias concretas de que
aerossois bacterianos podem ser gerados e emitidos por meio da descarga em banheiros. Em
seu estudo experimental, os autores verificaram que este procedimento foi suficiente para gerar
aerossois contendo Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli € Pseudomonas alcaligenes,
em concentragdes suficientes para oferecer riscos a saude. Perkins e colaboradores (2009)
relataram bactérias potencialmente patogénicas que podem ter sido aerossolizadas a partir da

agua de chuveiros.
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A importancia da 4gua em carrear bactérias patogénicas e servir como fonte emissora
de aerossois para o ar interior tem extrema relevancia, principalmente quando consideramos
espécies do género Legionella sp., com maior destaque notavelmente para Legionella
pneumophila. Legionella compreende bactérias intracelulares encontradas em ambientes
aquaticos naturais (rios, lagos e lagoas) e artificiais (sistemas de agua potavel, torneiras,
chuveiros, torres de refrigeragdao e fontes) (MONTAGNA et al., 2017a). Possui crescimento
geralmente em faixa de temperaturas de 25 °C — 50 °C, especialmente em condigdes de agua
parada e rica em sedimento, sendo responsavel por varias manifestagdes clinicas. A principal
condicdo clinica associada a esta bactéria ¢ pneumonia, em uma condi¢do chamada doenga do
Legionario e também a Febre de Pontiac (WHO, 2007). Elas infectam seres humanos por meio
da inalagdo ou aspiracdo de aerossois contaminados, gerados a partir de diversos sistemas

artificias de agua (figura 2) (HAMILTON et al., 2018).

Figura 2 — Transmissao de Legionella para seres humanos.

Fontes de agua podem atuar como fontes de aerossois contendo Legionella
preumophila. Individuos suscetiveis podem ser contaminados por meio da inalacio
destes aerossois contaminados.

Fonte: Adaptada de HAMILTON et al. (2018)

Muitos sao os trabalhos publicados que descrevem os mais variados sistemas artificiais
de agua como geradores de aerossOis de Legionella. De todas as espécies do género,
notadamente Legionella pneumophila é a que mais se destaca e a mais estudada (assim como
Mycobacterium tuberculosis) no que diz respeito a ambientes com ar interior. Um dos primeiros
trabalhos demonstrando a relagdo entre sistemas artificiais de agua e aerossois de L.
pneumophila é o realizado por Dondero et al. (1980), que descreve um surto de doenga do

Legionario relacionado a contaminagdo de torre de resfriamento de ar condicionado. A partir
25



de entdo, outros trabalhos também tém demonstrado a forte relagdo existente entre os mais
variados sistemas artificiais de dgua e a contaminagdo aérea por este microrganismo
(HAMILTON et al., 2019; COLLINS et al., 2017; MONTAGNA et al., 2017b; ALLEGRA et
al., 2016).

Assim como fungos, a concentragdo bacteriana sofre influéncia de fatores como:
ocupa¢ao humana, temperatura, umidade relativa e a taxa de troca/renovagao de ar por meio da
ventilagdo (FUJIYOSH et al., 2017; FRANKEL et al., 2012). E importante destacar que a
depender do tipo de ambiente e de varidveis ainda ndo totalmente compreendidas, estes fatores
poderao atuar de forma conjunta ou de maneira diferencial sobre o crescimento e a permanéncia
de bactérias como aerossdis. Gizaw e colaboradores (2016) ao avaliarem a qualidade
microbiologica do ar em um hospital, observaram que a temperatura, humidade relativa € um
sistema de ventilacdo deficiente, estiveram altamente relacionados a altas concentracdes
bacterianas. Madsen et al., (2018) demonstraram que a concentragdo aérea de Staphylococcus
spp. em residéncias foi positivamente associada com a estacdo do ano (verdo, outono e
primavera) e a temperatura do ar nos locais analisados. Ainda neste trabalho, os autores
observaram nao haver influéncia da umidade relativa do ar sobre a presenca microbiana no local
e que a renovagao de ar atuou de forma a remover boa parte da carga microbiana.

Consideravelmente, um dos fatores chave a influenciar a concentragdo aérea de
bactérias € a ocupacdo humana, com a literatura trazendo varios trabalhos mencionando esta
associacao positiva. Obbard e Fang (2003) e Meadow et al., (2014) em avaliacdes da qualidade
microbiologica do ar em um hospital e salas de aula, respectivamente, concluiram que a
concentrac¢do das populagdes bacterianas esteve altamente relacionada com a ocupagdo humana
observada no momento do estudo. Nao apenas a densidade de pessoas em um determinado
ambiente, mas também as atividades por elas desenvolvidas podem influénciar no aumento da
concentracdo (HWANG; YOON, 2017).

Microrganismos no geral podem ter sua presenca e disseminagdo aérea afetada pelos
sistemas de ventilagdo, quer sejam eles naturais, mecanicos ou hibridos. Sistemas de ventilagao
mecanica com manutengao inadequada e ma operacao podem contribuir significativamente
para a disseminacao de bactérias via ar interior (figura 3), colocando em risco os individuos ali
presentes (PIEKARSKA; TRUSZ; SZCZESNIAK, 2018). Em revisio de literatura publicada
por Liu et al. (2018), os autores abordaram a questdo envolvendo sistemas de ventilagdo
mecanica influenciando a concentragdo derea de fungos e bactérias. O desenho arquitetonico

dos edificios, assim como sua estrutura interior ndo permitindo uma boa ventilacdo entre os
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espacos, demostraram influenciar a concentra¢do bacteriana no ar interior (KEMBEL et al.,
2014). Por outro lado, sistemas de ventilagdo com manuten¢do adequada e a elaboracdo de
estratégias corretas de utilizacdo da ventilacao natural, assim como estruturas arquitetonicas
que favorecam a circulagdo de ar entre os ambientes tendem a favorecer a diminuicdo da

concentragdo aérea destes contaminantes (CHO; WOO; KIM, 2019; NIELSEN, 2009).

Figura 3 — Crescimento, reproducio, disseminacao de microorganismos em sistemas HVAC.

Principais componentes que sio
contaminados por microrganismos

St

T N ~
—q - -
. , < ; l
/v L
- - -
" -

Dutos ventilagao

¥ W [ Crescimenfo e reproducao : : 5
At ; p ¢ Disseminacao e
S— Whhflg= de microrganismos difusio de aerossois
N = i i
T\' \ s o microbianos
L & "\,_--"t -

eS8 A7) | = ST
. \ Bohinas - | e A S
" N A . '_‘_':.",-"';,"" I
) . e }
Ayt TV h
8 7 U - _ u
. 7 (P ".'pn'

Filtros

Microrganismos refidos —
em sistemas HVAC com 4 %
manutencao inadequada

Sistemas de climatizacAio podem atuar como concenfradores e disseminadores de
microrganismos para o ar inferior climatizado. Quando ndo ocorre a manutencao adequada,
alguns componentes podem fornecer condicdoes necessarias para que microrganismos se
desenvolvam e isto causar reducio na eficiéncia de filtracio do ar Isto pode comprometer a
qualidade do ar que esta sendo direcionado para os ambientes climatizados.

Fonte: Adaptado de LIU et al. (2018).

Sendo comunidades bacterianas de ambientes artificialmente climatizados influenciadas
principalmente pela presenga humana, podemos inferir que as espécies destes locais serdo em
grande parte aquelas associadas a microbiota humana. Comprovando esta afirmativa, Adams et
al. (2015) relataram que Corynebacterium, Streptococcus, Enterobacteriaceae,
Staphylococcus, Propionibacterium e Lactococcus foram abundantemente encontrados nestes
locais. E importante ressaltar que, todos estes taxas possuem associa¢do com humanos. Madsen
et al. (2018) também identificaram vérias espécies de Staphylococcus como contaminantes do
ar interior nos ambientes por eles analisados. Muitas espécies patogénicas foram identificadas
(STETZENBACH, 2004), demonstrando a importancia que o ar possui na disseminacdo de
doencas infecciosas € 0s riscos aos quais estamos expostos. A tabela 2 traz algumas bactérias

patogénicas ou ndo, encontradas em estudos da qualidade do ar interior.
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Tabela 2 — Bactérias patogénicas e ndo patogénicas encontradas em ambientes artificialmente
climatizados.

Bactérias Referéncias
Staphylococcus e Bacillus (FRIAS-DE LEON et al. 2016)
Staphylococcus aureus (ANDUALEM et al. 2019)
Aeromonas caviae, Flavobacterium sp., Staphylococcus (HAN et al. 2018)
lentus
Acinetobacter (FYKSE et al. 2015)

Klebsiella pneumoniae, Pantoea spp., Enterobacter cloacae,
Aeromonas hydrophila/caviae, Chryseomonas luteola,
Pseudomonas luteola, Shigella sonni, Rahnella aquatilis,

Pseudomonas fluorescens, Brevundimonas vesicularis, (GIOFFRE; MARRAMAO; IANNO,
Escherichia vulneris, Burkhorderia cepacea, Pseudomonas 2011)

stutzeri, Moraxella spp., Stenotrophomonas maltophila,
Bordetella spp., Flavimonas oryzihabitans, Agrobacterium

radiobacter

Staphylococcus, Streptococcus, Klebsiella, Escherichia coli (EMUREN et al. 2016)
Mycobacterium tuberculosis (WEIL LI, 2016)
Legionella pneumophila (MONTAGNA et al., 2017b)
Micrococcus (MANGA; DAVID; BAZATA, 2018)
Kocuria (MADSEN et al. 2018)
Clostridium (BORREGO et al. 2012)

A exposicdo a aerossois bacterianos pode implicar em véarios problemas de satide como
doencas infecciosas, intoxica¢des e problemas respiratdrios mediado por moléculas pro-
inflamatoérias. Outro problema associado a aerossolizagdo dos mais variados tipos de patogénos
relaciona-se a utilizacao destes para fins de bioterrorismo (JANSEN et al., 2014). Revisao feita
por Anderson e Bokor (2012) apresenta as espécies bacterianas Bacillus anthracis, Yersinia
pestis, Francisella tularensis, Brucella sp., Burkholderia mallei, Burkholderia pseudomallei e
Rickettsia prowazekii como agentes de bioterrorismo e o seu potencial em serem dispersas pelo
ar. Eles destacam ainda a preocupagao mundial em relacao aos perigos de infecgdes por estes
agentes biologicos.

Doengas bacterianas relacionadas a transmissdo por aerossois envolvem: tuberculose
causada por Mycobacterium tuberculosis (NARDELL, 2016), febre Q causada por Coxiella
burnettii (DE ROOIJ et al., 2016), legionelose causada por L. pneumophila, coqueluche causada
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por Bordetella pertussis (WARFEL; BEREN; MERKEL, 2012) e pneumonias ocasionadas por
Chlamydia pneumoniae (THEUNISSEN et al., 1993) e Streptococcus pneumoniae (RICHTER
et al., 2013). Bactérias frequentemente envolvidas em surtos de infeccdes hospitalares como
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae € Acinetobacter spp.
também podem ser transmitidos por aerossois, representando riscos a saide dos ocupantes,
principalmente em ambientes de satde (FERNSTROM; GOLDBLATT, 2013).

A exposicdo a bactérias aerossolizadas nao ¢ o unico problema enfrentado por aqueles
que passam muito do seu tempo em ambientes artificialmente climatizados. Componentes das
células bacterianas como as endotoxinas representam um risco adicional de exposi¢do.
Endotoxinas compreendem lipopolissacarideos presentes na membrana externa de bactérias
gram negativas, geralmente encontradas em poeiras organicas (DOUWES et al., 2003). Quando
aerossolizadas, as endotoxinas sao absorvidas pela superficie de materiais particulados, o que
proporciona o seu transporte pelo ar (SCHINS et al., 2004), permitindo a sua inalacao.

Endotoxinas estdo relacionadas a problemas respiratorios, a efeitos toxicos agudos,
alergias e sindromes relacionada a asma (PABA et al., 2013). Bronquite cronica, sindrome
toxica da poeira organica, bem como efeitos letais como choque séptico, faléncia de 6rgaos e
morte sdo mais alguns dos efeitos adversos relacionados a inalacdo destas moléculas
(AMOUREUX, 2004). Em um estudo de revisdo de literatura feito por Farokhi, Heederik e
Smit (2018), os autores concluiram que a exposicdo a baixos niveis de endotoxinas no ar pode
ocasionar em efeitos respiratorios significativos e levar ao comprometimento das funcdes
pulmonares. A despeito dos efeitos adversos decorrentes da inalagdao destas moléculas, alguns
estudos tém demonstrado que a exposi¢do a este componente bacteriano pode ter um efeito
protetor relacionado ao risco de asma atdpica e desenvolvimento de alergias em criangas e
adultos (SCHUIJS et al., 2015; LIEBERS; RAULF-HEIMSOTH; BRUNING, 2008; MUTIUS
et al., 2000). Estudos utilizando a abordagem do pré-condicionamento com endotoxinas tem
demonstrado efeitos positivos destas moléculas, modulando o sistema imunoldégico de modo a
proteger tecidos e a conter infec¢des (HATO et al., 2015).

Compostos organicos volateis produzidos por bactérias pertencem geralmente as
seguintes classes: hidrocarbonetos, cetonas/alcoois, acidos, compostos contendo enxofre e
nitrogénio e terpenos (AUDRAIN et al., 2015). Os efeitos adversos sdo os mesmos observados
para os volateis produzidos por fungos, desencadeando praticamente as mesmas manifestagoes
clinicas. Os estudos acerca de volateis produzidos por bactérias, enfatizam muito mais a sua

aplicacdo e utilizacao para fins biotecnoldgicos (AUDRAIN et al., 2015; KAl et al., 2009).
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3.3 Antibioticos e resisténcia bacteriana em Staphylococcus

Antibioticos sao substancias de origem natural, sintética ou semi-sintética, € que agem
inibindo o crescimento bacteriano (agdo bacteriostatica) ou entdo “matando” as bactérias (agao
bactericida). Eles possuem mecanismos de a¢do que inclui: inibi¢ao da sintese de parede celular
bacteriana, sintese de proteinas, sintese de acidos nucléicos (DNA e RNA), assim como atuagao
na desorganizagdo da membrana celular e metabolismo celular bacteriano (ZAMAN et al.,
2017). Os antibioticos sao geralmente classificados de acordo seus mecanismos de a¢ao na

célula bacteriana (figura 4).
Figura 4 — Mecanismos de ac¢do e classificacio dos principais agentes antibacterianos.
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Fonte: NOGUEIRA et al., 2017.

Antibioticos que tem como alvo a parede celular vao atuar inibindo a sintese do
peptideoglicano, um polimero estrutural presente em bactérias gram positivas e negativas. Esse
mecanismo de agdo ¢ exercido pelos B-lactdmicos e Glicopeptideos. Ambas as classes atuam

impedindo a atividade das proteinas ligadoras de penicilina (PLP), responsavel pela formagao
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do peptideoglicano (KAPOOR et al., 2017). Para aqueles que vao atuar inibindo a sintese de
proteinas, seu alvo sdo as subunidades ribossdmicas bacterianas 30S e 50S. Elas agem no
funcionamento da subunidade 30S, exercendo seu efeito interferindo na tradu¢ao do RNAm
bacteriano, bem como impedindo que esta subunidade se ligue ao RNA alvo (YONEYAMA;
KATSUMATA, 2006). A depender da classe, as moléculas cujo alvo seja a subunidade 50S
tendem a interromper os estagios iniciais da sintese protéica, interferindo na funcdo do RNAt
ou entao comprometendo a atividade peptidil transferase do RNAr 23S (KAPOOR et al., 2017).

A membrana plasmatica bacteriana também ¢ alvo da agdo de alguns antimicrobianos.
Essencialmente do grupo das polimixinas, estes firmacos removem calcio e magnésio
responsaveis pela estabilizacdo da membrana, o que promove sua completa desorganizagdo
estrutural. Assim, a cé¢lula bacteriana torna-se altamente permedvel, seu conteudo interno ¢
liberado, culminando na sua morte (NOGUEIRA et al.,, 2017). Algumas moléculas
antimicrobianas vao interferir no processo de duplicagdo do DNA bacteriano, especialmente
por comprometer a func¢do das enzimas DNA girase e topoisomerase [V. Outra agdo a nivel de
acido nucléico ¢ o desempenhado pela rifampicina, um antibidtico que se liga de forma
espécifica a RNA polimerase bacteriana inibindo a sua atividade em sintetizar RNA a partir de
DNA (ALOS, 2009; DE SOUZA, 2005).

Uma das etapas metabdlicas mais importante para bactérias diz respeito a sintese de
purinas, pirimidinas, aminoacidos e timidinas. Para isso, elas precisam sintetizar folato (ou
acido folico), ja que nao sdo capazes de obté-lo a partir do meio externo (BOURNE, 2014).
Conforme Nogueira et al. (2017), estes farmacos prejudicam a sintese deste composto quando
impedem a forma¢do do acido di-hidrof6lico, um pré-folato formado a partir do acido p-
aminobenzoico (PABA), bem como quando inibem a a¢do da enzima que converte o acido di-
hidrofo6lico em acido tetrahidrofolico. Os antibioticos que atuam nesta via pertencem ao grupo
das sulfonamidas e trimetoprima.

Atualmente, a maior problemadtica envolvendo bactérias refere-se a notavel capacidade
destes microrganismos em dispor de mecanismos que lhes permitam sobreviver, mesmo quando
submetidos a exposi¢do a antimicrobianos. A resisténcia pode surgir como um fendmeno
natural em resposta a uma pressao seletiva decorrente da utilizagdo destes fArmacos no combate
a infec¢des, mas tem se dado muito mais em resposta ao uso indiscriminado por parte de
profissionais de saude, bem como pela propria populagdo. Este grave problema tem trazido
sérias consequéncias clinicas e econdmicas, principalmente no que diz respeito ao aumento das

taxas de morbidade e mortalidade (WHO, 2005).
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A problematica de resisténcia bacteriana em Staphylococcus € algo que evoluiu ao longo
do tempo. A descoberta da penicilina e sua utilizacdo como agente antimicrobiano na década
de 1940 parecia trazer a solugdo para os problemas associados a bactérias, entretanto o uso de
forma inconseqiiente propiciou a selecdo das primeiras cepas de Staphylococcus resistentes
devido a produgdo de enzimas chamadas de -lactamases (BARBER et al., 1948). A partir de
entdo, muitos outros casos de resisténcias a este farmaco foram descritos (KINROSS et al.,
2017). ApoOs esta constatacdo, outros antibidticos como cloranfenicol, eritromicina e
estreptomicina foram desenvolvidos, o que a principio foi eficaz em conter infecgdes por
Staphylococcus (LIVERMORE, 2000). Entretanto, ndo demorou muito até que fossem
observados casos de espécies resistentes a estas novas drogas, o que ocorreu em grande parte
sendo mediado por plasmideos e transposons (LACEY, 1984).

Para contrapor este problema foram produzidas penicilinas semissintéticas como a
meticilina e oxacilina por volta da década de 1960, com o objetivo de se evitar a acdo das -
lactamases, protegendo assim o anel betalactimico (KLEIN; GOULART, 2008). Essa protecao
ocorre porque as P-lactamases promovem a clivagem do anel B-lactimico dos antibioticos
inativando sua ac¢ao inibidora de sintese de PLPs (LEITE, 2008). Contudo, com a utilizagao em
larga escala da meticilina/oxacilina ndo demorou muito para ocorrer a selecao das primeiras
cepas resistentes a esse antimicrobiano além da resisténcia a outros antimicrobianos
ocasionando no aparecimento também de cepas multirresistentes de S. aureus denominadas
MRSA (Methicillin resistant Staphylococcus aureus) ¢ MR-SCoN (Methicillin resistant
Coagulase Negative Staphylococcus) (FURUNO et al., 2018; BARBIER et al., 2010).

A capacidade de Staphylococcus spp. resistir a agao dos f-lactimicos ocorre geralmente
por dois mecanismos principais: codificacdo de uma B-lactamase por meio do gene blaZ ou
entdo pela aquisi¢ao do gene mecA. No primeiro caso, o gene blaZ vai codificar uma enzima
que possui agao hidrolitica, causando a destrui¢ao do anel beta lactimico e promovendo a
destruicdo do antibidtico (NIKAIDO, 2009). Este gene pode estar localizado no cromossomo
bacteriano ou entdo no plasmideo e sua aquisicdo pode ocorrer via dissemina¢do de clones
resistentes, bem como através da transmissdo horizontal via elementos moveis
(MALACHOWA; DELEOQ, 2010). Sua detec¢ao pode ocorrer tanto em S. aureus quanto em
Staphylococcus coagulase negativo (ROBLES et al., 2014). Akanbi et al. (2017) relataram a
55,2 % isolados de S. aureus carreando o gene blaZ, enquanto Osman et al. (2016) verificaram

a presenga deste gene em espécies de Staphylococcus coagulase negativo (SCoN) clinicamente
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importantes como Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus hominis e Staphylococcus
lugdunensis.

A resisténcia a meticilina/oxacilina teve sua origem devido a uma mutagao na PLP
original, tornando possivel o surgimento de uma PLP modificada (PLP2a) a qual possui baixa
afinidade pelos antibidticos B-lactdmicos em geral (HARTMAN; TOMASZ, 1984). O gene
responsavel por produzir esta proteina modificada ¢ chamado de mecA e estd associado a um
cassete cromossomico o Staphylococcal Cassete Chromossomal (SCCmec), um carreador
genético movel e que até o momento foram descritos 11 tipos para S. aureus (I-XI), possuindo
diferengas quanto a estrutura e tamanho (IWG-SCC et al., 2009). Em MRSA envolvidos em
infec¢des nosocomiais (HA-MRSA - do inglés, Health care-associated methicillin resistant
Staphylococcus aureus) geralmente ¢ encontrado o SCCmec dos tipos I-III (ITO et al., 2001),
enquanto que naquelas cepas envolvidas em infec¢des de origem nao hospitalar (CA-MRSA -
do inglés, community-associated methicillin resistant Staphylococcus aureus) podemos
encontrar o SCCmec tipo IV e por vezes o tipo V (IWG-SCC et al., 2009). Para MR-SCoN, os
tipos de SCCmec descritos at¢é o momento sao I, II, III, IV e V (SABER et al., 2017). A
resisténcia mediada pelo gene mecA pode adicionalmente conferir resisténcia a outros grupos
de antibioticos como aminoglicosideos, quinolonas, macrolideos e tetracilcinas (HENWOOD
et al., 2000).

Em 2011 um novo gene mec envolvido na resisténcia aos -lactdmicos foi descrito em
S. aureus (ALVAREZ et al., 2011). Este gene foi denominado mecC e codifica uma PLP
modificada (PLP2c) em relagdo aquela produzida pelo gene mecA (PLP2a), o que pode resultar
em uma diferenga estrutural e funcional entre estas proteinas (BALLHAUSEN et al., 2014).
Acredita-se que a PLP2c exibe uma afinidade de ligag@o a oxacilina cerca de quatro vezes mais
que a PLP2a (BALLHAUSEN et al., 2014). Desde sua descoberta, relatos da deteccao do gene
mecC em S. aureus € SCoN ja foram feitos na literatura (LONCARIC et al., 2019; BECKER et
al., 2016). Recentemente, Becker e colaboradores (2018) descreveram um isolado de MRSA
que foi negativo para a presenga do gene mecA e mecC mas estava carreando o gene mecB, até
entdo encontrado somente em Macrococcus caseolyticus.

Embora muitos sejam os antibidticos disponiveis para o tratamento de doengas causadas
por Staphylococcus (figura 5), nos casos de infe¢des causadas por MRSA ou MR-SCoN
multirresistentes, a droga de escolha na terapéutica ¢ a vancomicina, porém a resisténcia a esta
droga ja foi relatada entre espécies de SCoN e S. aureus (SRINIVASAN et al., 2002). Os

primeiros relatos da susceptibilidade reduzida a vancomicina em Staphylococcus ocorreram ja

33



no final do século passado. Sanyal et al. (1991) relataram um caso de peritonite que foi causada
por S. eidermidis resistente a este farmaco. Hiramatsu et al. (1997) descreveram no Japao o
primeiro isolado de MRSA com resisténcia intermediaria a vancomicina (do inglés, VISA -
vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus). Ainda nessa espécie, a resisténcia total a
esta droga s6 foi relatada no ano de 2003 em Michigan-EUA (CHANG et al., 2003). Em
isolados com resisténcia intermediaria a vancomicina, acredita-se que a presenc¢a de uma parede
celular mais espessa que o normal tenha sido determinante em interferir na ligacdo do
antibidtico e impedir o seu mecanismo de acdo (CUI et al., 2000). A resisténcia completa ¢
mediada por genes do operon vanAd, que vao atuar causando uma modificagdo no peptideo D-
Ala-D-Ala, um precursor do peptideoglicano, impedindo que haja a ligacdo espécifica da

vancomicina (MCGUINNESS; MALACHOWA; DELEO, 2017).

Figura 5 — Alvos bacterianos e antibioticos ativos contra MRSA.

Parede celular Célula S. aureus Sime.se de Pr.oc;einas
B-lactamicos Lincosamidas

= Ceftarolina Oxazolidinonas

= Ceftobiprole g Line.zolilda

Glicopeptideos ) Tedlzoh.da

= Vancomicina *  Radezolida

= Teicoplanina Estreptograminas

Pleuromutilinas

= Lefamulina
Membrana celular

Lipopeptideos ciclicos
*  Daptomicina
Sintese de Proteinas
Tetraciclinas

Parede e membrana
celular = FEravaciclina
Lipoglicopeptideos * Omadaciclina

semi-sintéticos

*  Telavancina
= Dalbavancina
*  Qritavancina

Sintese de Folato
Sulfonamidas
*  Sulfametoxazol

DNA e/ou Sintese de
RNA Sintese de Folato
Fluoroquinolonas Inibidores do Folato
= Delafloxacina *  Disponivel * Noves °* Em desenvolvimento *  Trimetoprima

Rifamicinas

Fonte: Adaptada de Lee et al. (2018).

Staphylococcus podem exibir resisténcia também aos antibidticos macrdlideos,
lincosamidas e estreptogramina do grupo B (MLSg). Embora estas drogas sejam diferentes
quimicamente, seus mecanismos de acdo sdo similiares, convergindo para uma inibicdo da
sintese protéica bacteriana (JUYAL et al., 2013). Conforme SUN et al. (2018), trés sdo os
mecanismos envolvidos na resisténcia aos MLSg: o primeiro deles envolve a modificagao do
sitio de ligacao da droga no ribossomo, que ocorre por metilagdo ou mutagao; o segundo

envolve o efluxo ativo do antibiodtico; e o ultimo envolve inativagdo do antibidtico.
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Em S. aureus e SCoN, a resisténcia para MLSg ocorre mais comumente pelo mecanismo
da metilag@o ribossomal que ¢ mediado pela a¢do da enzima eritromicina ribossomo metilase,
codificada pelo gene erm (ROBERTS et al., 1999). Segundo Petinaki e Papagiannitsis (2018),
ele pode ser carreado por plasmideos e transposons, que podem se mover independentemente.
Em Staphylococcus, os genes ermA, ermB e erm(C estdo envolvidos na resisténcia induzivel ou
constitutiva a MLSg, sendo que o primeiro e o ultimo sdo os mais frequentemente relatados
(PETINAKI; PAPAGIANNITSIS, 2018). Kareem et al. (2015) relataram a presenga dos genes
ermA e ermC em isolados clinicos de MRSA, enquanto para o gene ermB, nenhuma amostra
foi positiva. Ainda que ndo seja muito comum, o carreamento do gene ermB em S. aureus e
SCoN foi verificado por Duran et al. (2012). Os autores constataram que 5,8% e 3,1% das

amostras respectivamente, foram positivas para a presenca deste gene.

3.3.1 Disseminacdo de bactérias resistentes a antibidticos

Uma das principais rotas para transmissao e disseminagdo de bactérias resistentes entre
humanos se da por meio da exposi¢do e contato com individuos infectados, e isto pode ocorrer
tanto no contexto hospitalar como também na propria comunidade (VAN DUIN; PATERSON,
2016). Entretanto, nos ultimos anos foi visto que o proprio ambiente exerce um importante
papel na disseminagdo deste grupo especifico de bactérias (figura 6), alertando para os riscos
de exposicao ainda maiores a qual humanos encontram-se suscetiveis (HUIJBERS et al., 2015).
Diversas evidéncias podem ser encontradas na literatura, demonstrando que esgotos
(BENGTSSON-PALME et al., 2016), estacao de tratamento de dguas residuais (LI et al., 2016),
corpos de aguas (PRUDEN, 2014), viagens (FERNANDO; COLLIGNON; BELL, 2010),
aerossois (MCEACHRAN et al., 2015), poeira (BARBERAN et al., 2015) e alimentos
contaminados (ROLAIN, 2013), constituem importantes formas pelas quais a transmissao

ambiental de bactérias resistentes pode acontecer.
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Figura 6 — Contribuicio do ambiente na transmissio e disseminacdo de bactérias resistente a
antimicrobianos para humanos.
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A disseminacdo de bactérias resistentes para humanos pode ocorrer por meio de véarias
fontes ambientais que interagem entre si. A agua, o solo e o ar podem ser veiculos eficientes
de transmissfo bacteriana que podem entrar em contato com individuos suscetiveis, levando
a exposicdo a agentes potencialmente perigosos. Animais doméstico e a propria fauna e
flora selvagem também pode contribuir na dispersdo de microrganismos altamente
problemaéticos.

Fonte: Adaptada de HUIJBERS et al. (2015).

Sendo o ar um importante veiculo de dispersao de varios tipos de patdgenos (virus,
bactérias e fungos), foi demonstrado que a disseminacdo aérea de genes de resisténcia a
antibioticos (da sigla em inglés ARGs - Antibiotic Resistance Genes) pode ocorrer em varios
tipos de ambientes, constituindo mais um sério problema de saude publica. Segundo Li e Yao
(2018), ARGs encontram-se aderidos a material particulado (poeira), o que possibilita serem
eficientemente dispersos. Ainda conforme eles, o ar contém mais abundancia de ARGs que
outros meios como solo, agua e sedimentos.

A presenga de ARGs no ar ja tem sido reportada em varios estudos disponiveis na
literatura. Xie et al. (2018) relataram a presenca de bactérias e genes de resisténcia associados
a particulas inalaveis de 2,5 um tamanho. Genes de resisténcia a tetraciclinas, B-lactimicos e
aminoglicosideos foram encontrados com abundancia em amostras de material particulado (2,5
um e 10 um) proveniente de fumagas na China (HU et al., 2018). Trabalho realizado por Yang

et al. (2018) e Gao et al. (2018) também tem demonstrado a presenga de varios ARGs em
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amostras de ar coletadas em diversos locais na China. Em pesquisa realizada em 19 cidades
abrangendo paises dos cinco continentes, foram encontrados 30 subtipos de ARGs em material
particulado proveniente de filtros de automoveis (LI et al., 2018). Conforme os autores deste
estudo, os padroes de qualidade do ar atuais devem ser revistos, com vistas a considerar a
transmissdo de ARG e os riscos de saude publica concernentes a essa disseminagao.

Em ambientes com ar interior, evidéncias acerca da transmissao de bactérias resistentes
a antimicrobianos, assim como a disseminagdo de genes de resisténcia também tem sido
verificada. Em estudo realizado por Sapkota et al. (2006), foi constatado a presenca de
Enterococcus spp. e Streptococcus spp. no ar interior de uma fabrica de alimenta¢do animal,
com carreamento de importantes genes de resisténcia. Resisténcia a antibidticos tem sido
verificada também em isolados bacterianos coletados de amostras de ar em edificios comerciais
(BRAGOSZEWSKA; BIEDRON, 2018). Mirhoseini et al. (2016a) demonstraram que o ar
interior hospitalar pode constituir um importante meio para a transmissdo de patdogenos
bacterianos. Eles identificaram dentre outras espécies, Acinetobacter e Staphylococcus
carreando genes de resisténcia aos -lactamicos. Bactérias multidroga resistentes (MDR) foram
relatadas em amostras de ar hospitalar na Etiopia (SOLOMON et al., 2017). Nesse estudo,
foram detectadas importantes espécies envolvidas em surtos de infeccdo hospitalar como S.
aureus, P. aeruginosa, Escherichia coli, Enterococcus sp. e Acinetobacter sp., com cerca de
75.3% dos isolados apresentando multirresisténcia. Evidéncias adicionais comprovando a
importancia do ar interior como disseminador de bactérias MDRs tém sido fornecidas em

estudos realizados por Diriba et al. (2016) e Messi et al. (2015).

3.4 Biofilmes em Staphylococcus

Além dos problemas relacionados a grande capacidade de resisténcia a antimicrobianos,
Staphylococcus sp. possuem fatores de viruléncia que lhes conferem uma maior notabilidade.
De todos estes fatores, biofilmes sdo aqueles que recentemente tem sido visto com grande
preocupacao, sobretudo pelo fato de muitas infecgdes relacionadas a estas bactérias estarem
relacionadas a sua ocorréncia (BIXLER; BHUSHAN, 2012). Quando agregadas, as células
bacterianas conseguem maior prote¢do e melhor condi¢do de sobreviverem as adversidades do
ambiente, persistindo por um tempo maior do que se estivessem isoladas (ABDALLAH et al.,
2014). S. aureus e S. epidermidis sao as espécies mais importante do género no que diz respeito

a formacgao de biofilmes (PARSEK; SINGH, 2002), contudo, esta produ¢do pode ocorrer em
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outras espécies de SCoN clinicamente importantes como Staphyloccus haemolyticus
(SREDNIK et al.,, 2017), Staphylococcus lugdunensis (FRANK; PATEL, 2007) e
Staphylococcus saprophyticus (SOUMYA et al., 2017).

Um dos mais significativos impactos da formacao de biofilmes esta relacionado a
capacidade das bactérias em aderirem a superficies de dispositivos médico-hospitalares, o que
contribui para a ocorréncia de infecgdes relacionadas ao uso destes materiais (OTTO, 2013a).
Infecgdes associadas a biofilmes propiciam as células bacterianas a capacidade de resistirem as
respostas imunes do organismo hospedeiro, bem como resisténcia a agao dos antibioticos,
agravando ainda mais o problema (HOIBY et al., 2010). Varios sdo os dispositivos médicos
associados a infec¢des causadas por Staphylococcus produtores de biofilmes. Ceteteres,
proteses valvares cardiacas, marca-passos, lentes de contato, tubos endotraqueais sao alguns
dos dispositivos em que a formagao desta estrutura pode levar a sérios problemas de saude
(PERCIVAL et al., 2015; IMAD et al., 2013).

Segundo Giin et al. (2009), biofilmes sdo comunidades de microrganismos envolvidos
em uma matriz polissacaridica e que estdo aderidos a uma superficie. Esta matriz ¢ formada nao
apenas por polissacarideos, mas também pode conter proteinas e DNA (BRANDA et al., 2005).
Dentro desta estrutura, bactérias se comunicam entre si a partir da producgdo, liberacdo e
reconhecimento de pequenas moléculas (mecanismo denominado de quorum sensing), o que
determina a expressdo de genes com importantes fun¢des para manutencdo do biofilme
(SAGINUR etal., 2006). Conforme Reffuveille et al. (2017), as etapas envolvidas na formagao
de biofilmes sdo: adesdo reversivel e irreversivel, maturacao e dispersao (figura 7).

Em um primeiro momento, células bacterianas aderem-se a superficies diversas e isto
ocorre gracas a influéncia de alguns pardmetros como intera¢des hidrofobicas e eletrostaticas,
forgas hidrodinamicas e a temperatura do ambiente (REFFUVEILLE et al., 2017). Proteinas de
superficies como componentes da superficie microbiana que reconhecem moléculas da matriz
(MSCRAMMS - do inglés, microbial surface components recognizing adhesive matrix

molecules) também sdo importantes nesta aderéncia inicial (PATTI et al., 1994). Uma vez feita
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Figura 7 — Etapas da formacfo de biofilmes em bactérias.
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A formacao de biofilmes envolve etapas sequenciais como adesio, maturacio e dispersao. Células livres
aderem-se a superficies gracas a aciio de fatores de adesiio como MSCRAMNMSs. Apéds a adesio, as bactérias
formam uma monocamada em decorréncia da proliferacdo. A maturacio ocorre por meio das comunicacoes
entre as células bacterianas, o que promove a sintese de exopolissacarideo em grandes quantidades. A dispersao
final é mediada pelo sistema agr via enzimas secretadas e modulinas soliveis em fenol, permitindo que as
bactérias explorem novos nichos.

Adpatado de: REFFUVEILLE et al. (2017).

a adesdo inicial, hd a multiplicagdo das células bacterianas, com consequente formacdo de
microcolonias e uma estrutura fortemente aderida a superficie, dificil de ser removida (SREY
et al., 2013). A proxima etapa consiste na maturagdo do biofilme, e de acordo com Reffuveille
et al. (2017), ela se d4 por meio do desenvolvimento de uma estrutura multicelular, cujo
crescimento ¢ controlado pela agao de moléculas mediadoras, redugdo da atividade metabolica
e cooperagao entre as células bacterianas. Ainda conforme os autores, esta etapa tem seu inicio
quando ocorre a criagdo de uma agregagao intercelular decorrente da grande produgdo de um
polissacarideo  extracelular denominado matriz. Em  Staphylococcus, o principal
exopolissacarideo da matriz ¢ a adesina intercelular polissacaridica (PIA — do inglés,
polysaccharide intercellular adhesin), formada por N-acetilglucosamina [-1,6-glicosidio
(ARCIOLA et al., 2015).

A ultima etapa da formacdo de biofilmes ¢ chamada de dispersdo e envolve o retorno
das células para um estado de vida livre, seja de forma individual ou agregadas. Isto vai ocorrer

em decorréncia de boas condi¢des no ambiente ou entdo no caso da expansao do biofilme
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(REFFUVEILLE et al., 2017). Em infec¢des relacionadas a biofilmes, esta dispersdo permite
que as células bacterianas cheguem a corrente sanguinea, ocasionando frequentemente em
disseminagao sistémica (OTTO, 2013b). A dispersao tende a acontecer em resposta a agao de
moléculas moduladoras e a atividade de algumas proteases, que promoverao a desestruturagao
do biofilme em decorréncia da degradagdo das adesinas e do polimero extracelular (LAVERTY
etal., 2013).

Em S. aureus e algumas outras espécies de SCoN, a sintese de PIA ¢ mediada pelo locus
icaADBC que foi descoberto e primeiramente estudado por Heilmann et al. (1996). Este locus
génico ¢ parte do conjunto de genes acessorios o que diferentemente daqueles tido como genes
constitutivos, ndo ¢ encontrado em todos os isolados bacterianos. Assim, sua presenca € vista
somente em Staphyloccocus formadores de biofilmes baseado no mecanismo de secreg¢ao de
exopolissacarideo (ARCIOLA et al., 2015). Os genes icaA, icaD, icaB ¢ icaC mais o promotor
icaR fazem parte da composicao do locus ica, com os dois primeiros sendo fundamentais na
sintese de PIA.

O gene icad codifica para a enzima N-acetilglucosaminiltransferase, ¢ esta ¢ a
responsavel por sintetizar o exopolimero. A expressao Unica do gene icad nao induz a formagao
de quantidades suficientes de PIA, o que vai acontecer somente quando hé coexpressdao com o
gene icaD, levando a uma maior atividade enzimatica de transferase (GERKE et al., 1998).
Vuong et al. (2004) descrevem que o gene icaC sintetiza uma molécula responséavel pela
translocacdo do polimero N-acetilglucosamina para a superficie da célula bacteriana, enquanto
icaB vai codificar uma molécula que opera a desacetilacao deste polimero. O gene icaR exerce
papel de regulador negativo, atuando na repressao da expressao dos genes do locus ica, sendo
influenciado pelo regulador acessério dos Staphylococcus e pelo fator sigma alternativo ¢

(CERCA et al., 2008; CONLON et al., 2002a).

3.5 Viagens e doencas infecciosas

Em aeronaves comerciais, o ar fornecido a passageiros e tripulantes provém de uma
combinagdo de ar externo (ambiente) condicionado que foi redirecionado para a cabine a partir
dos estagios do motor compressor, bem como do proprio ar da cabine que foi extraido, filtrado
e depois retorna a circular dentro da aeronave (figura 8) (MANGILI et al., 2016). Cerca de 10%
a 50% do ar na cabine sofre recirculagdo e mistura com o ar externo, permitindo que a qualidade
do ar em aeronaves sofra um cuidadoso processo de controle, com trocas de ar ocorrendo cerca
de 20 a 30 vezes por hora (BRUNETTE et al., 2017). Em grande parte dos novos modelos de
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aeronaves, o ar reciclado passa por filtros de ar particulado de alta eficiéncia (HEPA, do inglés
High Efficiency Particulate Arrestance), capturando cerca de 99,9% das particulas (bactérias,
fungos e virus) com 0,1-0,3 um de diametro (MANGILI et al., 2016).

Figura 8 — Descri¢iao do sistema de ar condicionado em aeronaves comerciais.
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Fonte: HUNT; SPACE, 1994.

Ademais, o ar tende a circular em arecas definidas dentro da aeronave, limitando assim a
dispersdo de patdogenos aerossolizados, resultando em uma condi¢do ndo propicia para a
propagacao da maioria das doengas infecciosas (BRUNETTE et al., 2017; PAVIA, 2007).
Ainda que filtros HEPA comprovadamente sejam eficientes em remover grande parte dos
microrganismos aerossolizados, ha fortes evidéncias demonstrando que eles também podem
constituir importantes fontes de contaminag¢do para o ar interior, quando nao observada a
manutengao adequada destes equipamentos (LIU et al., 2018). Em condi¢gdes de temperatura e
umidade relativa adequadas, microrganismos retidos nos filtros podem se multiplicar utilizando
particulas organicas aderidas ao filtro como fonte de alimento (KORVES et al., 2011; MITTAL
etal.,2011; SIMMONS et al., 1997). Assim, uma vez multiplicando nos filtros, microrganismos
podem danificar e comprometer a eficiéncia de funcionamente destes, o que pode leva-los ao
invés de reter as particulas, dissemina-las para o ambiente.
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E importante destacar que ainda ndo existe nenhuma regulamentagdo exigindo a
utilizacdo e testes prévios da comprovagao da eficiéncia dos filtros HEPA instalados nos avides
comerciais atualmente utilizados (PAVIA, 2007). Assim, Mangili e colaboradores (2016)
pontuam que a elaboracao de regulamentos internacionais mais aprimorados no que diz respeito
a inspecao, certificacdo e manuten¢do dos sistemas de controle ambiental de aeronaves serdo
de suma importancia para minimizar os riscos da disseminacao de doencas infecciosas.

A qualidade do ar em avides comerciais tem sido alvo de algumas investigagdes, pois ¢
contundente o entendimento acerca do risco da transmissao de doengas no ambiente de cabine
(KULCZYNSKI et al., 2017; SPENGLER; WILSON, 2003; PIERCE et al., 1999; HUNT;
SPACE, 1994). Existe uma preocupacdo relacionada ao fato de que parte das particulas
aerossolizadas provavelmente sejam provenientes da distribuicdo feita pelo sistema de
ventilagcdo das aeronaves (MANGILI; GENDREAU, 2005). E importante, contudo, esclarecer
que nenhuma evidéncia solida tem sido fornecida a respeito desta hipotese. Entretanto, em um
estudo detalhado acerca da qualidade do ar em aeronaves comerciais, os autores concluiram
que a temperatura, umidade relativa, velocidade do ar, concentracdo de monoxido de carbono,
CO; e flora microbiana a bordo de 14 voos comerciais foram equivalentes as condig¢des
observadas em estudos da qualidade do ar em outros ambientes (AHGW, 2004 apud MANGILI;
GENDREAU, 2005). Esta informacao chama atencao para o fato de que, sendo observadas as
mesmas condi¢des que outros ambientes com ar interior, a contaminac¢do do ar pode ocorrer
seguindo a influéncia dos mesmos fatores e com os individuos estando sujeitos aos mesmos
riscos de exposi¢ao.

O transporte aéreo de passageiros (ou viagens aéreas) pode ser considerado um dos
principais meios a contribuir na disseminacdo global de doengas infecciosas, permitindo assim
que patdgenos ultrapassem barreiras e alcancem os mais variados lugares (OSTROFF, 2016).
Isto permite que estes sejam disseminados em areas endémicas, bem como sejam introduzidos
em areas anteriormente livres (ndo endémicas). A disseminac¢do de doencas por meio de
viagens aéreas tende a ocorrer durante a viagem (no aeroporto ou a bordo da aeronave) ou entao
posteriormente a ela (quando da chegada ao destino) (PETERSEN; CHEN;
SCHLAGENHAUF-LAWLOR, 2017). Kirking et al. (2010), descreveram a provavel
transmissdo de norovirus ocorrendo a bordo de um voo que saiu de Boston com destino a Los
Angeles. Neste estudo, um grupo de turistas sofreu com diarreias e vomitos durante toda a
viagem e, dado a curta duracdo do percurso, os autores concluiram que a transmissao tenha

ocorrido em voo. Outros casos envolvendo a transmissao de doengas durante o voo tem sido
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relatado por Hoad et al. (2013) e Young et al. (2014), ambos os casos relacionados a patégenos
virais. Em relagdo a transmissdo do patdogeno pds-viagem, Hoskins et al. (2011) relataram a
ocorréncia de surtos de sarampo apds a chegada de trés pessoas que provavelmente foram
infectadas durante o periodo em que estiveram em viagem. A disseminagdo de bactérias com
perfil de resisténcia a antibioticos pds-viagem tem sido relatada por Kuenzli et al. (2014).

Nao existe um modo unico pelo qual doengas infecciosas sao transmitidas em aeronaves.
Ao contrario, ela ocorre principalmente por meio da transmissao por contato e via aerossois
(MANGILI; GENDREAU, 2005). A transmissao por contato ocorre via contato direto entre
individuos (corpo a corpo) ou entdo, via contato indireto com superficies contaminadas (via
fomites). Outra forma de transmissao por contato envolve a presenca de gotas. Nesta forma de
transmissao, grandes gotas (>5 um) contendo patdégenos e que foram geradas pela fala, tosse ou
espirros de um individuo infectado, sao expelidas a uma curta distancia, capaz de serem
depositadas sobre a mucosa nasal ou oral de um individuo suscetivel (figura 9) (LIU et al.,
2017). A transmissao via aerossol ocorre quando pequenos nicleos de gotas (<5 um) contendo
agentes infecciosos permanecem suspensos no ar ¢ podem facilmente serem inalados, bem
como amplamente disseminados pelo ambiente (figura 9) (TELLIER et al., 2019). Agua e
alimentos contaminados no ambiente de cabine também podem carrear microrganismos

potencialmente patogénicos (MANGILI; GENDREAU, 2005).

Figura 9 — Transmissao de doencas infecciosas por gotas, fomites e aerossois.
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Fonte: Modificado de: WEI; LI, 2016.

De todos os modos de transmissdao de doencas em aeronaves comerciais, a transmissao

por grandes gotas e via aerossois podem ser considerados os que mais representam riscos aos
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passageiros (WEIL LI, 2016). Os fatores relacionados a transmissao de infec¢ao no ambiente de
cabine podem ser os mais variados. Mangili e colaboradores (2016) apontam como fatores:
geometria do assento e da cabine, densidade de ocupagdo, intensidade das fontes de
contaminagao (taxa de geragao de um agente infeccioso), exposicao (proximidade da fonte e
duracdo da exposicdo) e a ventilacdo. De todos estes fatores elencados, a densidade de ocupagao
mais o comportamento e movimento de passageiros e tripulantes dentro da cabine, constituem
os pontos mais relevantes quando consideramos a transmissdo de doengas em aeronaves
(KULCZYNSKI et al., 2017; SCHWARTZ; MACIAS-MORIARITY; SCHELLING, 2012).
Estudos realizados por Hertzberg (2018) e Han et al. (2014) forneceram evidéncias acerca do
movimento e comportamento de pessoas dentro do ambiente de cabine e o aumento no risco de
infeccdo. Voos com longo percurso e tempo de duragdo expde passageiros e tripulantes a um
maior contato com patdgenos aerossolizados ou individuos infectados (caso indice ou paciente
zero), o que pode também aumentar significativamente o risco de infec¢do (KENYON et al.,
1996).

O ar que circula dentro da cabine em aeronaves comerciais pode estar contaminado com
microrganismos potencialmente infecciosos que causam os mais variados tipos de doengas. A
literatura demonstra que as principais doengas relacionadas a viagens compreendem infec¢des
gastrointestinais, doengas febris, problemas dermatoldgicos e infec¢des respiratdrias (tabela 3)
(BRUNI; STEFFEN, 1997).

Doengas gastrointestinais geralmente estdo associadas com alimentos e agua
contaminados servidos a bordo, assim como um passageiro doente que serve como fonte de
aerossois (KULCZYNSKI et al., 2017). Surtos de doengas gastrointestinais ocasionadas Vibrio
cholerae e Shigella sonnei em alimentos contaminados servidos durante voos internacionais
foram relatados por Eberhart-Phillips et al. (1996) e Gaynor et al. (2009), respectivamente.
Revisao de literatura feita por Mcmullan et al. (2007) descreve varios surtos de intoxicagoes
alimentares relacionados a alimentos contaminados servidos a bordo de avides comerciais,
destacando como agente etioldgico de alguns surtos S. aures, Salmonella typhi, E. coli,
Clostridium perfringens, entre outros. Infeccao gastrointestinal ocasionada por Norovirus em

aeronaves foi também relatado (THORNLEY et al., 2011).
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Tabela 3 — Algumas doencas relacionadas a viagens aéreas.

Possiveis sintomas

Tosse, espirros, febre, erup¢ao
cutinea ou dificuldade em
respirar

Néusea, dor de estomago,
vOmito, febre ou diarreia

Sangramento visivel, devido a
lesdo ou ndo

Categoria de doenca

Respiratoria

Gastrointestinal

Doengas transmitidas pelo
sangue

Disseminac¢ao da infeccao

Via grandes gotas ou aerossois
contaminados ou contato com
superficies contaminadas

Contato com superficies
contaminadas, fezes ou vomitos,
ou alimentos e agua
contaminados

Contato com cortes abertos,
arranhOes ou membranas
mucosas (revestimento da boca,

olhos ou nariz)

Fonte: Adaptacdo de publicacdo feita no Centers for Disease Control and Prevention — CDC.

Infecgdes do trato respiratério compreendem o principal grupo de doengas com
transmissdo relacionadas a viagens aéreas. Fungos, bactérias e virus podem causar danos tanto
as vias aéreas superiores quanto as vias aéreas inferiores. Doengas respiratorias em aeronaves
sdo transmitidas principalmente pela exposi¢cdo a grandes gotas ou contato com fomites, assim
como pela inalagdo de aerossdéis contaminados suspensos no ar. Um artigo de revisdo de
literatura feito por Duong e Waldman (2016), destaca as principais infec¢des respiratdrias com
transmissdo em viagens aéreas e também discute medidas preventivas a fim de serem evitadas
epidemias e pandemias ocasionadas pela rapida e facil disseminagao destas doencas. A tabela
4 apresenta as principais doengas respiratorias com transmissao em viagens acreas.

De todas as doencas respiratorias transmitidas em aeronaves comerciais, aquelas
ocasionadas pelo virus Influenza e pela bactéria M. tuberculosis sdo as que mais se destacam.
Consideraveis sao os estudos relatando os riscos de transmissao, bem como a ocorréncia de
tuberculose em avides comerciais (OTA; KATO, 2017; ABUBAKAR, 2010; WHO, 2008;
DRIVER et al., 1994). De igual modo, varios sdo os relatos da ocorréncia de infecgdes por
Influenza virus em aeronaves comerciais, destacando inclusive infec¢des por subtipos
diferentes como HIN1 e H7NO e por Influenza B (LEIL; TANG; LI, 2018; SKOWRONSKI et
al., 2016; NEATHERLIN et al., 2013; LEDER et al., 2013). Uma revisao sistematica feita por
Leitmeyer ¢ Adlhoch (2016), traz uma avaliagdo acerca das evidéncias envolvendo a

transmissao de influenza a bordo de aeronaves comerciais.
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Viagens aéreas ndo apenas contribuem para a disseminagao de patégenos bacterianos,

mas também desempenham grande importancia na dispersdo de bactérias resistentes a

antibioticos por todo o globo terrestre. Revisao de literatura feita por Schwartz e Morris (2018)

descreve a importancia das viagens aéreas na propagacdo mundial do problema envolvendo

bactérias resistentes, destacando recentes achados na literatura. Enterobactérias produtoras de

B-lactamase de espectro estendido e com resisténcia a carbapenémicos, assim como S. aureus

resistente a meticilina (MRSA) sdo algumas das bactérias mencionadas na revisao supracitada.

Disseminacao de M. tuberculosis extensivamente droga resistente (EDR) associada a viagem

acrea foi relatada por An Der Heiden et al. (2017).

Tabela 4 — Principais doencas respiratorias relacionadas a viagens aéreas.

Microrganismo Manifestacao clinica Principal meio de
transmissao
Virus
MERS-CoV Sindrome Respiratoria do Contato com gotas
Oriente Médio contaminadas
Sindrome Respiratoria Contato com gotas
Aguda Gra ntaminadas e inalaga
SARS-CoV guda Grave contami das e ¢do de
aerossois
Doenga febril caracterizada Contato com gotas
rt r arganta ntaminadas e inalaga
Influenza A ¢ B por tosse, dor de garg e contami dase ¢do de
mialgia aerossois
Bactéria

Streptococcus pneumoniae

Haemophilus influenzae

Chlamydophila pneumoniae
Mycoplasma pneumoniae

Legionella pneumophila
Burkholderia pseudomallei

Mycobacterium tuberculosis (EDR e
MDR)
Fungos

Histoplasma capsulatum
Coccidioides immitis
Paracoccidioides brasiliensis

Blastomyces dermatitidis

EDR — Extensivamente droga-resistente; MDR — Multi-droga resistente.

WALDMAN, 2016).

Pneumonia e Meningite

Pneumonia, Meningite,
Bacteremia
Pneumonia

Pneumonia

Doenga do legionario

Tuberculose

Complicagdes pulmonares
Complicagdes pulmonares
Complicagdes pulmonares

Complicagdes pulmonares

Contato proximo com
secrecdes respiratorias e por
gotas contaminadas

Inalagdo de aerossois
contaminados

Inalagdo, ingestdo ou contato
direto com agua contaminada
Aerossol

Inalacdo de aerossois
contaminados

Inalacdo de aerossois
contaminados

Inalacdo de aerossois
contaminados

Inalacdo de aerossois
contaminados

Fonte: Adaptagao de (DUONG;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta de ar

Esta pesquisa foi desenvolvida no Aeroporto Internacional Zumbi dos Palmares, estado
de Alagoas, durante um periodo de doze meses, com inicio em Janeiro de 2018 e finalizagdo
em Janeiro de 2019. Foram realizadas coletas mensais, onde nos seis primeiros meses, foram
realizadas quatro visitas ao més para a coleta nas aeronaves. Nos ultimos seis meses a
frequéncia de idas foi diminuida para duas vezes ao més, em decorréncia da grande quantidade
de amostra bioldgica obtida nas coletas realizadas no primeiro semestre e o cuidado para nao
perdermos nenhuma delas. Assim, foram realizadas durante o periodo de monitoramento 44
visitas ao aeroporto. As amostras foram obtidas utilizando o coletor de bioaerossois portatil
SAS Super ISO 100 (VWR Collection), em uma taxa de fluxo de ar de 100 L/min. O ar foi
coletado entre 0 momento do pouso e a proxima decolagem, e a entrada dentro da aeronave s6
foi possivel mediante acompanhamento do fiscal sanitario da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria e permissao do comandante responsavel.

Coletas de ar foram realizadas na cabine dos pilotos, bem como percorrendo todo o
espaco da cabine onde ficam os passageiros e tripulacdo, em um periodo de tempo de
aproximadamente seis minutos. O coletor de bioaerosol foi posicionado a uma faixa de altura
de mais ou menos 1,5 m do chdo. A avaliacdo da qualidade do ar foi feita em aeronaves de
companhias aéreas que atualmente operam no Brasil com rotas nacionais e internacionais. Os
equipamentos analisados foram Airbus A320 e A321, Boeing 737-800, Embraer ATR 72-600
e E195. Uma vez que o aeroporto internacional Zumbi dos Palmares nao possui grande
variedade de rotas, compreendendo principalmente voos para Brasilia, Sao Paulo, Rio de
Janeiro, Recife e por vezes, Belo Horizonte, o tempo de viagem acabou sendo semelhante.
Exceto para Recife, cujo tempo de voo esteve abaixo de uma hora (= 45 minutos), as outras
viagens tiveram percursos que nao excederam a trés horas. Durante o periodo de coleta, as
aeronaves realizaram viagens com a capacidade méaxima de passageiros ou entdo proximo dela.
De acordo com os fabricantes, a capacidade total de passageiros dos diferentes equipamentos
avaliados sdo: A320 e A321, 185 e 220 passageiros respectivamente; Boeing 737-800, 199
passageiros; ATR 72-600, 72 passageiros; E195, 124 passageiros.

A pesquisa foi realizada observando as normas técnicas NTO1, NT02, NT03, e NT04 da
Resolugao N°9, regulamentadas pela ANVISA no ano de 2003 (BRASIL, 2003), que dispdem

acerca do monitoramento de bioaerossois, analise da concentracao de CO2, determinacao da
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temperatura ¢ umidade relativa do ar e analise da concentracdo de aerodispersdides em
ambientes com ar interior. Bioaerossois fungicos e bacterianos foram investigados como
contaminantes microbioldgicos do ar interior em aeronaves comerciais. Como parte do
cumprimento de exigéncia feita pela RE N°9, foram também realizadas coletas do ar

atmosféricos em areas abertas do Aeroporto, o mais proximo possivel das aeronaves.
4.2 Analise microbiologica
4.2.1 Bioaerossoéis fungicos

Para coleta de fungos filamentosos foram utilizadas placas de Petri descartaveis
(90x15mm) contendo meio especifico Agar Dicloran Rosa Bengala Cloranfenicol (DRBC).
Agar Sabouraud também foi utilizado 2 medida em que as amostras foram processadas para a
identificacdo. O meio de cultura DRBC ¢ comumente utilizado para isolamento e enumeragao
de fungos, enquanto o Sabouraud ¢ utilizado para o isolamento de fungos e leveduras,
especialmente fungos dermatofitos (FAIA, 2011). Apds a coleta as placas foram levadas para
o Laboratorio de Ambientes Climatizados da Universidade Federal de Alagoas, e colocadas em
estufa de crescimento a uma temperatura de 28 °C, permanecendo por um periodo de cinco a
seis dias, tempo no qual se observou 6timo crescimento fungico nas placas. Apods crescimento,
a contagem das colonias fungicas foi realizada, observando o valor de unidade formadora de
coldnias (UFC) limite estabelecido pela RE N°9 de 750 UFC/m? (metro cubico de ar). Registros
fotograficos das placas foram feitos utilizando Camera Digital Cybershot 12.1 Megapixels,
©Sony.

Posteriormente, os isolados foram purificados através de cultura central em meio agar
Sabouraud e os fungos foram identificados com base nas caracteristicas macroscopicas das
coldnias como cor, superficie e textura do verso e reverso, através de chaves de identificacao
segundo De Hoog et al. (2000).

Para as observacdes das caracteristicas microscopicas, foram realizados microcultivos
conforme descrito por Ridell (1950). Este procedimento consistiu na inoculacdo do isolado
fingico sobre um pequeno bloco de meio agar Lactrimel sobre uma lamina de vidro que estava
apoiada em um canudo no interior de uma placa Petri de 100x10 mm esterilizada. Apds
inoculagdo do fungo, o bloco de meio foi coberto com uma laminula de 22x22 mm. Papel filtro
foi colocado no interior da placa e depois foi umedecido com 1 ml de 4gua destilada esterilizada
e a placa incubada em estufa, a 28°C por 7 dias. Apds a incubagdo, a laminula foi retirada e

colocada sobre uma lamina contendo solu¢ao Lactofenol de Amann, que ¢ bastante utilizada
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para coloracdo de esporos e micélios de fungos hialinos. As laminas preparadas foram
observadas ao microscopio Optico em aumento de 40 e 100X para a visualizagdo das
caracteristicas estruturais e reprodutivas do fungo. A espécie fingica foi identificada através de
suas caracteristicas morfoldgicas seguindo os critérios adotados nas chaves de identificagao de
De Hoog et al. (2000). As amostras identificadas foram conservadas em &gua destilada

conforme método de Castellani (1939).
4.2.2 Rastreamento de micotoxinas

O rastreamento de micotoxinas foi feito a partir de um método rapido descrito por Lin
e Dianese (1976). Amostras em conservacao foram reativadas por meio de semeio radial de 50
uL da suspensao de esporos na superficie de placas de Petri contendo meio de cultura agar Leite
de Coco, sendo mantidas em estufa a 28 °C por cinco dias. Apos o periodo de incubacio,
procedeu-se a andlise de atividade toxica por meio de visualiza¢do a olho nu da presenga de
pigmentagao, e posteriormente verificado a presenca de halos de fluorescéncia ao redor das
colonias sob luz ultravioleta em transiluminador UV Vilber Lourmat a 365 nm de comprimento
de onda. A presenca de pigmentagao e halo de fluorescéncia fornecem uma indicac¢do de que a

espécie ¢ potencial produtora de micotoxinas.
4.2.3 Bioaerosso6is bacterianos

A pesquisa de bactérias no ar de aeronaves comerciais foi feita utilizando placas
contendo o meio agar sangue. Este meio foi escolhido por proporcionar o crescimento de grande
parte das bactérias gram-positivas e gram-negativas, a partir de uma base rica e suplementada,
oferecendo 6timas condi¢gdes de desenvolvimento para microrganismos ndo fastidiosos. Apos
a coleta, as placas foram incubadas em estufa a 37 °C, permanecendo 14 por um periodo de
maximo 48 horas quando foi observado um 6timo crescimento das colonias.

Uma vez observado crescimento nas placas, foi feita selecdo das colonias de interesse.
Para tal, critérios proprios foram estabelecidos, sendo levado em conta o tamanho das coldnias,
coloragdo, morfologia e repetigdo da colonia na placa, com escolha de uma coldnia
representativa (figura 10). Tendo sido feita a selecdo, as colonias foram repicadas e semeadas
em placas contendo meio BHI 4gar (do inglés Brain Heart Infusion), com periodo de incubagao
de 48 horas para obten¢do de cultura pura. Apo6s obtencao de cultura pura, as amostras foram
levadas para crescimento em BHI caldo com vista a preparacdo de uma aliquota para extragao
de DNA e conservagdao em glicerol. Esta etapa foi feita conforme descrito por Pires (2011).
Inicialmente, cultura pura foi inoculada em tubo Eppendorfde 1,5 ml contendo 1,250 ul de BHI
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caldo e colocada em estufa para crescimento a 37 °C por até 48 horas. Apos crescimento, 250
ul da amostra foi transferida para tubo criogénico (2 ml) contendo 500 ul de BHI caldo, e
procedeu-se nova incubagdo a 37 °C por até 48 horas. Findo este periodo, foi adicionado 750
ul de glicerol 20% e os tubos foram devidamente identificados e armazenados a 4 °C. O volume

de 1000 pl restante foi utilizado para extracdo de DNA.

Figura 10 — Sele¢do das coldnias.

AUTOR, 2019.

4.2.4 Identificacdao molecular das bactérias

Inicialmente foi feita a identificacdo dos isolados com base na composi¢ao da parede
celular bacteriana (Gram + e Gram -), por meio da coloragdo de Gram (HOLT et al., 1994).
Feito isto, o DNA das amostras foi extraido seguindo protocolo de Dashti et al. (2009), com
modificagdes. Bactérias gram negativas e positivas tiveram seu DNA extraido como segue: 1
ml da cultura pura foi centrifugado a 14 000 rpm por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante
foi descartado e o pellet de células bacterianas foi ressuspendido em 1 ml de H,O Milli-Q estéril,
com nova centrifugacdo a 14 000 rpm por 5 minutos. Este procedimento foi repetido. Apds a
centrifugacao, o sobrenadante foi novamente descartado e o pellet foi ressuspendido em 200 pl
de Tampao TE (Tris-EDTA, pH 8,0), sendo submetido a fervura a 99 °C por 15 minutos.
Finalizado o tempo de aquecimento, os tubos foram imediatamente submetidos a congelamento
em freezer -20 °C por 15 minutos. Completado o tempo de congelamento, os tubos foram

mantidos em temperatura ambiente até o descongelamento total e foi adicionado 500 pul de
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Cloroformio/Alcool isoamilico (24:1) com posterior centrifugagio a 14 000 rpm por 10
minutos. Por fim, o sobrenadante contendo o DNA (150 pl) foi transferido para um novo tubo
e armazenado em freezer -20 °C até sua utilizagdo em analises posteriores.

Para a identificagdo molecular, o DNA extraido foi utilizado para reagdes de
amplificagdo por PCR (Polymerase Chain Reaction), utilizando primers ja descritos na
literatura (figura 11). Inicialmente, foi utilizado primers que amplificaram um fragmento do
gene 16S DNAr (BARBOSA et al., 2018), por se tratar de uma abordagem amplamente
utilizada em estudos de taxonomia bacteriana. Entretanto, devido a baixa variabilidade entre as
sequéncias do gene 16S (FOX et al., 1992), foi necessario a utilizagdo de outros genes
marcadores que pudessem fornecer uma melhor identificagdo. Assim, para bactérias Gram-
negativas, amostras cuja identificacdo nao pdde ser determinada pela utilizagdo do gene 168,
foi utilizado um par de primers que amplificou um fragmento do gene rpoB (subunidade § da
RNA polimerase bacteriana, especifico para gama-proteobactérias) (ADEKAMBI et al., 2009).
Com o proposito de se obter uma identificagdo mais rapida, primers espécie-especificos para
Acinetobacter baumannii (CHEN et al., 2014), Pseudomonas aeruginosa (DOURAGHI et al.,
2014) e Klebsiella pneumoniae (JEONG et al., 2013) também foram utilizados. Os programas
utilizados no termociclador para amplificagdo dos fragmentos de interesse foram os mesmos
descrito nas referéncias acima mencionadas para cada par de primer, exceto em alguns casos
onde a temperatura de anelamento foi alterada. A sequéncia dos primers, tamanho dos
amplicons e alteragdo na temperatura de anelamento podem ser visualizadas na tabela 6.

Para identificagdo de bactérias gram-positivas, especialmente Bacillus e Staphylococcus
que foram os géneros mais encontrados entre as amostras analisadas, além do gene 16S, foram
utilizados primers género-especifico que amplificaram fragmentos do gene fuf que também
configura um marcador alternativo e com melhor poder de discriminagdo entre espécies
relacionadas, particularmente nos géneros supracitados (CAAMANO-ANTELO et al., 2015;
BERGERON et al., 2011). Ainda com o proposito de obter uma rapida identificagdo, amostras
positivas para o género Staphylococcus foram identificadas utilizando primers espécie-
especificos (HIROTAKI et al., 2011), com rastreamento das principais espécies associadas a
doencas em humanos. Os programas utilizados no termociclador para amplificagdo dos
fragmentos de interesse foram os mesmos descrito nas referéncias acima mencionadas para
cada par de primer, exceto em alguns casos onde a temperatura de anelamento foi alterada. A
sequéncia dos primers, tamanho dos amplicons e alteragdo na temperatura de anelamento

podem ser visualizadas na tabela 5.
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A reacdo de PCR foi preparada em volume final de 25 pLL em tubos tipo Eppendorf de
0.2 uL e continha: 2,5 ul de tampao de PCR 10X (100 mM Tris-HCI pH 8.5, 500 mM KCl), 2,5
ul de dNTPs (20 mM), 1,0 ul (0,4 uM) de cada oligonucleotideo, 1,5 pul de MgCl> (50 mM),
0,25 ul de Tag DNA Polimerase (5U/ ul), 1 uL de DNA gendémico e 15,25 ul de 4gua ultrapura.
Todas as reagdes ocorreram em termociclador MJ — BIOCYCLER®.

Figura 11 — Esquematizacio geral das etapas para identificacio molecular das amostras.

Identificagao Molecular

Outros genes constitutivos
BARBOSA et al. 2018 ‘ ] (rpoB e tuf)

ADEKAMBI et al. 2009; CAAMANO-

ANTELO et al. 2015; BERGERON et al. 2011
[ [ [ \

Primer especifico Primer especifico Primer especifico Primer especifico

A. baumannii P. aeruginosa K. pneumoniae Staphylococcus spp.
‘ DOURAGHI et al. 2014 ‘ ‘ JEONG et al. 2013 HIROTAKI et al.. 2011

AUTOR, 2019.

Tabela 5 — Sequéncia dos primers, tamanho dos amplicons e temperatura de anelamento dos
primers utilizados para identificacao molecular das bactérias.

(continua)
Primers Gene Sequéncia (5° - 3’) Anelamento  Fragmento
BGl1 16S DNAr AGACTCCTACGGGAGGCAGC 60 °C ~500 pb
BG2 GGACTACCAGGGTATCTAATCC
yProteoRpoB2413F 820 — 860 pb
yProteoRpoB3272R 7poB GCITTYATGCCITGGAAYGG 51°C
TCRTCRTAIGGCATRTCYTC
A. baumannii CATTATCACGGTAATTAGTG 58 °C 208 pb
P-Ab-ITSF Regido ITS AGAGCACTGTGCACTTAAG
P-Ab-ITSB
P. aeruginosa ATGGAAATGCTGAAATTCGGC 57°C 504 pb
PAI oprL CTTCTTCAGCTCGACGCGACG
PA2
K. pneumoniae GGCTGTACTACAACGATGAC 55°C 931 pb
KP1 tyrB TTGAGCAGGTAATCCACTTTG
KP2
tufGPF Bacillus - gene CGTTGACTGCCCAGGACAC 55°C 791 pb
tufGPR tuf GATACCAGTTACGTCAGTTGTACGGA
statl Staphylococcus TTATCACGTAACGTTGGTG 53°C 660 pb
stat2 — gene tuf CATTTCWGTACCTTCTGG
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Tabela 5 — Sequéncia dos primers, tamanho dos amplicons e temperatura de anelamento dos
primers utilizados para identificacdo molecular das bactérias.

(conclusao)
Primers Gene Sequéncia (5° - 3°) Anelamento Fragmento
Staphylococcus
hominis Gene nuc TACAGGGCCATTTAAAGACG 52°C 177 pb
hom-F GTTTCTGGTGTATCAACACC
hom-R
Staphylococcus
epidermidis Gene nuc TTGTAAACCATTCTGGACCG 52 °C 251 pb
epi-F ATGCGTGAGATACTTCTTCG
epi-R
S. aureus Gene nuc TCGCTTGCTATGATTGTGG 52°C 359 pb
aur-F GCCAATGTTCTACCATAGC
aur-R
Staphylococcus
haemolyticus Gene nuc TAGTGGTAGGCGTATTAGCC 52°C 434 pb
hae-F ACGATATTTGCCATTCGGTG
hae-R
Staphylococcus
capitis Gene nuc ACTACGCCTATGATTATTGC 51°C 525 pb
cap-F GAYGCTTCTTTACCATAGGG
cap-R
Staphylococcus
lugdunensis Gene nuc TCCAATGATGGTAACGAGGC 58°C 695 pb
lug-F TTTTGCGCCTCGTTTTGTGC
lug-R
Staphylococcus
saprophyticus Gene nuc TTTTGGATGCGATAGATTGG 51°C 843 pb
sap-F TCTTCAGACTTTTCAAAGGC
sap-R
Staphylococcus
warneri Gene nuc CGTTTGTAGCAAAACAGGGC 53 °C 999 pb
war-F GCAACGAGTAACCTTGCCAC
war-R

Apo6s as reagdes de amplificacdo dos genes 16S, rpoB e tuf, uma aliquota (5 pl) dos
produtos de PCR foi aplicada em gel de agarose a 1,2% e submetidos a eletroforese em tampao
TBE (Tris-Acido bérico, EDTA 0,5M pH 8.,0) em voltagem de 85V/cm durante uma hora e 20
minutos. Apds a eletroforese, o gel foi corado em brometo de etideo por dois minutos, €
descorado em agua destilada para ser visualizado em transiluminador de luz ultravioleta (312
nm de comprimento de onda) e fotografado. Os produtos das reagdes de PCR foram enviados

para Macrogen Inc. (Seul, Coréia do Sul), sendo purificados e sequenciados.
4.2.5 Identificagdo de genes de resisténcia e de sintese de biofilmes em Staphylococcus

Para amostras identificadas como Staphylococcus, foi feita a investigagdo dos seguintes
genes de resisténcia: mecA e mecC (resisténcia a meticilina/oxacilina), blaZ (resisténcia as
penicilinas), erma, ermB e ermC (resisténcia cruzada aos macrolideos, lincosamidas e

estreptogramina B) e vanA (resisténcia a vancomicina). Estes genes foram rastreados por meio
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da utilizacdo de primers ja descritos na literatura (tabela 6). Foi realizado também a pesquisa
dee genes relacionados a sintese de biofilmes em Staphylococcus. Todos os cinco genes
individuais do locus ica (figura 12) foram rastreados por meio de primers especificos (tabela
7). A preparagao das reagdes de PCR foi feita conforme ja mencionado para a identificagdo das
amostras e os programas utilizados no termociclador para amplifica¢do dos fragmentos foi feito
conforme as referéncias utilizadas exceto, pela modificacdo da temperatura de anelamento na

reacdo do gene blaZ para 53 °C.

Figura 12 — Organizacio genémica do 6peron ica em S. aureus ATCC 35556.

A.
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Fonte: CRAMTON et al., 1999

Tabela 6 — Sequéncia dos primers utilizados para rastreamento de genes de resisténcia e de sintese
de biofilmes.

(continua)

Primers Gene Sequéncia (5’ - 3°) Fragmento Referéncia

MRS1 TAGAAATGACTGAACGTCCG

MRS?2 mecA TTGCGATCAATGTTACCGTAG 154 pb Pereira et al. 2010
mecC-F mecC GAAAAAAAGGCTTAGAACGCCTC 138 pb Paji¢ et al. 2014
mecC-R GAAGATCTTTTCCGTTTTCAGC

blaZ-1 blaz ACTTCAACACCTGCTGCTTTC 173 pb Duran et al. 2012

blaz-2 TGACCACTTTTATCAGCAACC

ermA F ermA TATCTTATCGTTGAGAAGGGATT 139 pb

ermA R CTACACTTGGCTTAGGATGAAA

ermB F ermB CTATCTGATTGTTGAAGAAGGATT 142 pb Kareem et al. 2015
ermB R GTTTACTCTTGGTTTAGGATGAAA

ermC F ermC CTTGTTGATCACGATAATTTCC 190 pb

ermC R ATCTTTTAGCAAACCCGTATTC

vanA F vanA GGCAAGTCAGGTGAAGATG 713 pb Azimian et al.

vanA R ATCAAGCGGTCAATCAGTTC 2012

icad F icaAd ACAGTCGCTACGAAAAGAA 103 pb

icad R GGAAATGCCATAATGACAAC Arciola et al. 2005

icaB F icaB CTGATCAAGAATTTAAATCACAAA 302 pb

icaB R AAAGTCCCATAAGCCTGTTT
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Tabela 6 — Sequéncia dos primers utilizados para rastreamento de genes de resisténcia e de sintese
de biofilmes.

(conclusao)

Primers Gene Sequéncia (5° - 3’) Fragmento Referéncia

icaCF icaC TAACTTTAGGCGCATATGTTTT 400 pb

icaCR TTCCAGTTAGGCTGGTATTG

icaDF | icaD ATGGTCAAGCCCAGACAGAG 198 pb Arciola et al. 2005

icaD R CGTGTTTTCAACATTTAATGCAA i

icaR 1 icaR TAATCCCGAATTTTTGTGAA 469 pb

icaR 2 AACGCAATAACCTTATTTTCC

4.2.6 Comparagao das sequéncias e analises filogenéticas

As sequéncias obtidas foram avaliadas para verificar o grau de confiabilidade de cada
um dos nucleotideos utilizando como base valores de PHRED 30, seguido da montagem dos
consensos por meio do software Staden Package (STADEN et al., 2003). Alinhamentos locais
foram realizados utilizando o programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
(ALTSCHUL et al., 1990) para uma identificacdo preliminar dos produtos sequenciados. Para
o gene 1685, a identificagdo ao nivel de espécie ocorre somente quando valor acima de 99 % de
homologia entre as sequéncias ¢ observado. Para a identificacdo ao nivel de espécie por meio
do gene rpoB, as sequéncias devem possuir homologia > 96% (ADEKAMBI et al., 2009). Para
identificacdo com base no gene tuf, os valores de homologia entre as sequéncias devem ser >
98% (BERGERON et al., 2011).

Foram realizadas comparagdes pareadas entre as sequéncias das amostras e as
sequéncias de bactérias ja identificadas e que se encontram disponiveis no GenBank. Esta
analise foi realizada com o auxilio da ferramenta Species Demarcation Tool, v. 1.0 (SDT)
(MUHIRE et al., 2013) e estimada a percentagem de identidade das sequéncias de nucleotideos
entre os isolados.

As sequéncias nucleotidicas correspondentes ao gene fuf para as amostras de
Staphylococcus foram alinhadas utilizando o algoritmo CLUSTAL W, implementado no
software MEGA 6 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (TAMURA et al., 2011).
Andlises filogenéticas foram realizadas por meio do método de Neighbor-Joining (NIJ),
aplicando o modelo Kimura-2-parametros (K2P), utilizando o software SeaView 4 (GOUY;
GUINDON; GASCUEL, 2009). A confiabilidade da arvore gerada foi obtida utilizando o teste
estatistico de suporte bootstrap com valor de 1000 pseudoréplicas aleatorias. A espécie

Macrococcus caseolyticus foi utilizada como outgroup.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao existe atualmente uma regulamentacao internacional ou mesmo nacional acerca de
padrdes referenciais para qualidade do ar interior em aeronaves comerciais. Assim, todas as
analises ¢ discussoes neste estudo serdo feitas com base na Resolugdo - RE n° 09/2003 (RE
n°09) da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria (ANVISA), que determina padroes
referenciais para QAI em ambientes artificialmente climatizados de uso publico e coletivo.
Durante um periodo de 12 meses de monitoramento, foram realizadas 164 coletas de ar em

aeronaves comerciais que pousaram no Aeroporto Internacional Zumbi dos Palmares.

5.1 Analises da temperatura, umidade relativa, concentracio de coz e aerodispersoides

Com base no disposto na RE n°® 09, foram realizadas medi¢des da temperatura, UR,
concentracdo de CO> e poeira total. Para cada pardmetro os valores recomendados pela
legislagao sdo: temperatura, 20 °C a 26 °C; UR, 40% - 65%; concentracao de CO>, < 1000ppm;
concentragio de poeira total, < 80 ug/m>.

Figura 13 — Valores de temperatura, umidade relativa e concentracio de CO: no das coletas de ar

interior climatizado nas aeronaves comerciais e do ar atmeosférico.
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Os valores representam as médias + desvio padrdo. A) Temperatura do ar interior climatizado e do ar atmosférico.
B) Umidade Relativa do ar interior climatizado e do ar atmosférico. C) Concentragdo de CO, no ar interior
climatizado e ar atmosférico. Para os trés pardmetros avaliados n=164 para o grupo cabine e n= 32 para o grupo
externo.

A figura 13 exibe os valores médio para as analises de temperatura, UR e concentragao
de COs. Para o ar climatizado no ambiente de cabine, os valores de temperatura variaram de
19,6 °C a 29,9 °C, com média de 24,2°C + 2,7. Em relagdo a temperatura do ar atmosférico, os
valores no geral foram maiores quando comparados aos obtidos dentro da aeronave, com
variagdo de 21,7 °C a 32 °C e média de 28,5 °C £ 2,0. Para UR, os valores das coletas de ar

interior climatizado variaram de 30,1% a 98,6% e média de 55,4% = 12,7. No geral, os valores
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de UR para o ar atmosférico foram maiores, com variacdo de 48% a 99,9% e média
de 68,7% + 15,15. A concentracdo de CO> dentro do ambiente de cabine variou de 340 ppm a
2306 ppm e média de 717 ppm + 365,4, sendo geralmente encontrado valores maiores que a
concentracdo observada no ar atmosférico cuja concentragao variou de 317 ppm a 445 ppm e
média 353 ppm =+ 25,54.

Em relagdo aos valores recomendados pela RE n°09, foi observado que 130/164 (79%)
aeronaves estiveram com a temperatura dentro dos limites recomendados, enquanto para a UR,
108/164 (65,8%) aeronaves estiveram em conformidade. Em se tratando do CO», 133/164
(81%) das aeronaves avaliadas estiveram com a concentragdo abaixo do estabelecido pela
legislacdo. No que diz respeito a concentragdo de poeira total, todas as aeronaves analisadas
nao estiveram em conformidade com o valor referéncia de < 80 pug/m3, sendo observado
principalmente elevadas concentragdes de finas particulas com tamanho de 2,5 pm (dados nao
mostrados).

Os valores de temperatura obtidos neste estudo se assemelham aos resultados de anélises
da qualidade do ar interior em ambientes de cabines realizados por Waters et al. (2002) e Pierce
et al. (1999). Em anélises durante o percurso de viagem, Cui et al. (2017) relataram temperatura
do ar interior variando de 23 °C e 26 °C, valores semelhantes aos encontrados nesta pesquisa.
Para UR, os resultados obtidos foram diferentes dos relatados por outros estudos (CUI et al.,
2017; WATERS et al., 2002; PIERCE et al., 1999). Essa diferenca pode ter sido em decorréncia
das diferentes condigdes de analise onde, enquanto neste estudo as aeronaves foram avaliadas
em solo, outros estudos fizeram suas avaliagdes durante o voo. Assim, € possivel que durante
nossas andlises, a UR do ar atmosférico, tenha influenciado positivamente nas medi¢des de UR
dentro do ambiente de cabine, explicando as diferencas nos resultados.

Temperatura ¢ umidade relativa sdo dois parametros importantes em analises da
qualidade do ar interior pois influenciam no conforto térmico dos ocupantes e podem favorecer
o aumento da concentracdo de microrganismos (VAN LOENHOUT et al., 2016; PAKPOUR et
al., 2015). Para o ar interior climatizado do ambiente de cabine, a relevancia da temperatura
para o crescimento de microrganismos pode ser considerada incerta, sobretudo pelo fato da alta
eficiéncia do sistema de climatizacdo das aeronaves que, segundo Mangili et al. (2016) ¢
projetado para oferecer um ambiente menos contaminado possivel. E provavel entdo que este
parametro esteja muito mais relacionado com o conforto térmico de passageiros e tripulagao.
Todavia, sdo necessarios mais estudos a fim de entender melhor até que ponto este parametro

pode influenciar na ocorréncia de agravos a sade dentro do ambiente de cabine.
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Considerando a UR, valores abaixo de 40% podem estar relacionado a secagem das
membranas mucosas e pele, irritagdo de olhos, fadiga, dores de cabega e hemorragias nasais
(SPACE et al. 2000), enquanto que valores >65% tendem a favorecer o aumento da
concentracdo de determinados microrganismos (TANG; KUEHN; SIMCIK, 2015). Para cabine
de aeronaves, Nagda (2000) tem descrito que UR <20% sdo frequentemente encontrados neste
tipo de ambiente, com uma média de 15-19% a depender da aeronave, enquanto Hinninghofen
e Enck (2006) aponta que valores referenciais de UR para este ambiente estdo entre 12% e 22%.
E importante, contudo, destacar que ndo existe um consenso ou mesmo uma referéncia com
relacdo a faixa de UR que proporcione um ambiente de conforto adequado para passageiros e
tripulagdo. Assim, ainda sdo muitos os incomodos relacionados a baixa UR vivenciados por
passageiros e tripulacao durante viagens aéreas (GRUN et al., 2012; LEE et al., 2000).

Em relagdo aos niveis de CO, encontrados neste estudo, concentragcdes < 1000 ppm
também foram relatadas por Giaconia et al. (2013) e Lindgren et al. (2000), que em suas analises
em voo obtiveram 59% e 97% das aeronaves respectivamente, em acordo com os padrdes
aceitaveis. Todavia, sendo o ambiente de cabine um espago fechado e com aglomeragao de
pessoas que estdao a expelir didxido de carbono para o ar ambiente inimeras vezes por hora, ¢
de se esperar que a concentragdo deste gas exceda o limite de 1000 ppm durante o voo.
Myhrvold et al. (1996) relataram que a exposi¢cdo a concentragdes de CO2 >1000 ppm em
ambientes com ar interior climatizado pode estar relacionado a sintomas de dores de cabeca,
dificuldade de concentracao e tonturas. Assim, € de se esperar que, no ambiente de cabine onde
geralmente as concentragdes tendem a exceder 1000 ppm, passageiros e tripulagdo venham a
padecer com alguns destes sintomas ou até mesmo outros.

Em se tratando de aeronaves comerciais, ndo ha no Brasil ou mesmo internacionalmente
uma regulamentagao definindo limites para a concentragao de CO>. Até o momento, somente a
Administragdao Federal de Aviacdo americana (FAA em inglés) tem estabelecido como limite
aceitavel 5,000 ppm (FAA, 2013), um indice consideravelmente alto, possivelmente levando
em conta a aglomeracdo de pessoas frequentemente vista nestes ambientes. Considerando este
valor referencial, os resultados aqui obtidos ficaram muito abaixo até mesmo da metade (2500
ppm), uma vez que o maior valor aqui descrito foi de 2306 ppm, o que corrobora também com
resultados descritos por Cao et al. (2018). Notadamente, ndo se sabe até que ponto este limite
de 5000 ppm possa estar relacionado a uma condi¢do onde passageiros e tripulacdo estejam

expostos a um ar de boa qualidade. Este fato, alerta para a necessidade de mais estudos que
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possam melhorar o nosso entendimento e subsidiar a elaboracdo de regulamentacdes que
considerem os riscos da exposicao aérea ao CO2 em avides comerciais.

Uma vez que altas concentragcdes de material particulado foram encontradas,
especialmente aqueles com tamanho relativamente pequeno, isto nos alerta para o fato de que
ao serem inaladas estas particulas podem facilmente penetrar até as regides mais profundas do
trato respiratorio inferior e causarem muitos danos a satide (KHALILI et al., 2018). Além disso,
existem fortes evidéncias de que particulas de poeira podem constituir eficiente meio para
transmissao de patogenos, sobretudo aqueles causadores de doengas respiratérias (YANG et
al., 2017). Parte desta alta concentra¢do pode ser explicada pelo fato de as coletas terem sido
realizadas ap6s o desembarque dos passageiros, o que tende a resuspender a poeira que estava
sedimentada nos assentos e carpetes. Muitas analises concernentes a material particulado em
aeronaves tém se detido a verificar mais os contaminantes quimicos e avaliar os possiveis riscos
associados (DELHAYE et al., 2017; PECK et al., 2012; YU et al., 2012).

Nesta pesquisa, concentracdes elevadas de particulas com tamanho suficiente para
serem inaladas e prejudicar a saide de passageiros e tripulacdo foram detectadas, o que foi
também observado em outros ambientes com ar interior (WU; JIN; CARLSTEN, 2018;
MORAWSKA et al., 2017). Ainda que ndo tenha sido objetivo deste estudo pesquisar
especificamente o material particulado aerossolizado, ¢ possivel que a alta concentracdo de
particulas de poeira nas cabines avaliadas também possa ter influenciado a presenga e
concentracdo de bioaerossois (resultados mais adiante). Esse cenario destaca mais ainda a
necessidade de se considerar o monitoramento destes poluentes em legislacdes que tratem da
qualidade do ar interior em aeronaves comerciais.

Para os pardmetros e poluentes discutidos acima, sua investigacdo em cabines de
aeronaves ainda ¢ escassa no Brasil. Este ¢ um estudo inicial que busca fornecer um
conhecimento preliminar para uma questao até entao desconhecida no ambito nacional e que ¢
analisado esporadicamente internacionalmente. Considerar o conforto de passageiros e
tripulacdo do ponto de vista da QAI seria de grande relevancia, tendo em vista as questdes e

particularidades aqui discutidas e os efeitos deles na satide humana.

59



5.2 Analises de bioaerossois: fungos filamentosos

Conforme orientacdo da RE n°09 quanto a concentragdo de bioaerossois fingicos em
ambientes com ar interior climatizado, foram realizadas coletas de ar para analises da presenca
de fungos filamentosos em aeronaves comerciais, observando a concentragao limite de 750
UFC/m?. A concentracao fingica no ambiente de cabine variou de 3 a 777 UFC/m?, com média
de 214,3 UFC/m? + 177,3 (figura 14). Em relagdo ao ar atmosférico, as concentragdes variaram
de 141 a 849 UFC/m?3, com média de 416,8 UFC/m? + 189,7 (figura 14). Assim, para quase
todas as amostras coletadas a concentragdo esteve em conformidade com o estabelecido pela
legislagdo. Somente para uma aeronave, a contagem da placa de coleta ultrapassou este limite,
contabilizando 777 UFC/m3. Muitas placas de coleta tiveram de ser descartadas devido a
presenca de fungos invasores que impediram o crescimento de outros fungos de interesse,

inviabilizando também a mensuragdo da concentragdo em muitas destas placas.

Figura 14 — Concentracao fingica das coletas de ar interior climatizado nas aeronaves e do ar
atmosférico.
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AUTOR, 2019.

Os valores representam as médias + desvio padrdo. Para as condigdes avaliadas n=98 para o grupo cabine e n=24
para o grupo externo. UFC — unidade formadora de col6nia.

Diferente do nosso resultado, Nagda et al. (1989) e Wick e Irvine (1995) relataram
concentracdo média de menos de 10 UFC/m? e 43 UFC/m? respectivamente, durante analises
em voo. Contudo, semelhante aos resultados que encontramos, Dumyahn et al. (2000) relataram
em voo alta concentra¢do de fungos no ambiente de cabine, e o valor maximo por eles descrito
foi de 500 UFC/m?*. Uma possivel explica¢@o para nossas altas concentracdo fingica, ainda que
em conformidade com a RE n°09, é o fato de as coletas realizadas terem sido feitas em solo,
sofrendo influéncia do ar atmosférico durante a abertura da porta traseira das aeronaves para o

abastecimento. Isto pode ser confirmado pela observagdo das maiores concentragdes fingicas
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em nossas analises terem sido encontradas no ar atmosférico (figura 14), confirmando o
estabelecido na literatura acerca da influéncia do ar externo nas concentragdes de fungos em
ambientes com ar interior climatizado (SHAMS-GHAHFAROKHI et al., 2014). Outra hipdtese
seria o fato de nossas coletas terem sido realizadas exatamente apds o desembarque dos
passageiros, 0 que promoveu a ressuspensdo de esporos que estavam sedimentados junto as
particulas de poeira. Considerando as maiores concentracdes fungicas encontradas no ar
externo, nossos resultados corroboram com os descritos por Mckernan et al. (2007a) que ao
compararem as concentracdes no ambiente de cabine em voo, ambientes artificialmente
climatizados dentro do aeroporto e do ar externo fora do aeroporto, verificaram também altas
concentragdes nas coletas de ar externo.

A tabela 7 traz a identificagao das espécies fungicas que foram detectadas a partir das
coletas de ar nas aeronaves. Assim como ocorre para outros ambientes com ar interior, as
espécies mais predominantes neste estudo foram aquelas pertencente aos géneros Aspergillus e
Penicillium. Estes resultados corroboram com os descritos por Douglas e Robinson (2018) e
Okpalanozie et al. (2018), que verificaram estes géneros como os mais prevalentes em amostras
de ar interior climatizado coletadas em ambientes de saude e ensino respectivamente.

Sdo escassos os estudos que procuraram identificar os espécimes fingicos obtidos a
partir de coletas de ar. Um desses poucos estudos foi realizado por Mckernan et al. (2007b),
que ao avaliarem a contaminacao aérea por fungos em aeronaves comerciais e algumas aéreas
aeroportudrias, constataram também Aspergillus e Penicillium como os mais prevalentes.
Espécies como A. fumigatus, A. japonicus, A. ochraceus, A. sydowii, A. ustus € A. versicolor
foram identificadas pelos autores, e estiveram presentes em nossas amostras. Em relagdo a
Penicillium, os autores ndo identificaram espécies, chegando apenas ao nivel de género. Os
resultados aqui descritos quanto a prevaléncia destes dois géneros também estd concordante
com os relatados por Fu et al. (2013).

Outras espécies comumente encontradas em analises da qualidade do ar interior
pertencem aos géneros Cladosporium, Fusarium, Paecilomyces, Acremonium e Alternaria,
bem como a espécie Stachybotrys chartarum (HANNINEN, 2011). Destes, somente
Cladosporium (C. herbarum e C. cladosporioides), Fusarium, Acremonium (A. potronii) €
Paecilomyces (P. variotti e P. lilacinus) foram identificados no presente estudo, diferentemente
do que relataram Mckernan et al. (2007b). Uma possivel explicagdo para esta diferenga deve-
se ao fato de que nossas coletas foram realizadas apenas no ambiente de cabine, enquanto no

estudo de Mckernan et al. (2007b) além do ambiente de cabine, areas internas do aeroporto
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também foram alvos de andlise, o que aumenta a diversidade encontrada. A espécie
Tritirachium oryzae, identificada em nosso estudo, embora ndo muito comum como patéogeno
humano, tem sido relacionada a casos de dermatite seborreica (MORAES et al., 2010) e
onicomicose (VANAM et al., 2018).

Ainda conforme a tabela 7, muitas das espécies aqui descritas sdo potenciais patdogenos
humanos ou entdo possuem raros casos de infec¢des descritas. De todas as espécies, sem
duvidas o género Aspergillus ¢ o que mais se destaca como causador de infec¢des e podem estar
envolvidos em graves infecgdes respiratorias. Paulussen et al. (2017) apontam em seu estudo
A. fumigatus como principal causador de aspergilose em humanos. Espécies de Penicillium
também configuram importantes patdgenos, com maior destaque para Penicillium marneffei.
Embora esta espécie nao tenha sido identificada, P. citrinum e P. decumbens que foram aqui
relatados, tém sido associados a casos de infecgdes em humanos (GARG et al., 2016;
ALVAREZ et al., 1990). Outros patdégenos fungicos frequentemente presentes em ambientes
artificialmente climatizados e que foram identificados neste estudo sdo C. cladosporioides
(MACHADO et al., 2012; KANTARCIOGLU et al., 2002; VIEIRA et al., 2001), P. lilacinus
(SAHA et al., 2016; PASTOR; GUARRO, 2006) e P. variotii (BELLANGER et al., 2017,
FELDMAN et al., 2016).

A preocupacao da presenca de alguns dos fungos aqui relatados no ambiente de cabine
das aeronaves ndo se deve apenas ao fato de serem patogé€nicos, mas de igual modo, por eles
produzirem alérgenos e compostos volateis, que sdo altamente prejudiciais a saude,
principalmente para individuos sensiveis. Varios sao os relatos dos efeitos adversos decorrentes
da exposicao a alérgenos fingicos e compostos organicos volateis microbianos em ambientes
com ar interior climatizado (VACHER et al, 2015; ZUKIEWICZ-SOBCZAK, 2013;
MCGINNIS, 2004).
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Tabela 7 — Espécies de fungos encontradas no ar interior climatizado de aeronaves comerciais.

(continua)
Codigo da Danos a saude Positivo
amostra Identificacio humana Pigmento | rastreamento Alérgenos’ COVm? Micotoxinas?®
micotoxinas
AF03 Aspergillus sydowii Patogénico Nao Sim ND Sim Sim
AF02 Aspergillus fumigatus Patogénico Violeta Nio Sim Sim Sim
AF03 Penicillium verruculosum Toxigénico Nao Sim Nao Nao Sim
AF04 Penicillium spinulosum Toxigénico Amarelo Sim ND Sim Sim
alaranjado
AF05 Aspergillus sp. Patogénico Castanho Nao Sim Sim Sim
AF06 Aspergillus ustus Poucos relatos de Castanho Sim ND Sim Sim
infec¢do
AF07 Aspergillus deflectus Poucos relatos de Castanho Nao ND ND ND
infec¢do purpura
AF08 Aspergillus japonicus Nao ha relatos Nao Nio ND ND Sim
AF09 Aspergillus avenaceus Patogénico Rosado Nao ND ND Sim
AF10 Aspergillus oryzae Patogénico Amarelado Nao Sim ND Sim
AF11 Penicillium aurantiogriseum Toxigénico Amarronzado Nao ND Sim Sim
AF12 Aspergillus clavatus Toxigénico Amarelo Nao ND Sim Sim
alaranjado
AF13 Paecilomyces variotti Patogénico Nao Nao ND Sim Sim
AF14 Aspergillus ochraceus Poucos relatos de Castanho Nao ND Sim Sim
infeccdo
AF15 Aspergillus carneus Poucos relatos de Salmao Nao ND ND Sim
infecgdo
AF16 Cladosporium herbarum Alergénico Amarelado Nao Sim Sim Sim
AF17 Acremonium potronii Patogeno Rosado Nao ND ND ND
oportunista
AF18 Penicillium decumbens Patogénico Alaranjado Nao ND Sim Sim
AF19 Aspergillus versicolor Toxigénico Sim* Nao Sim Sim Sim
AF20 Aspergillus janus Nao ha relatos Nao Nao ND ND Sim
AF21 Penicillium citrinum Patogénico Amarelo Nao Sim ND Sim
alaranjado
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Tabela 7 — Espécies de fungos encontradas no ar interior climatizado de aeronaves comerciais.

(conclusao)
Codigo da Danos a saude Positivo
amostra Identificaciao humana Pigmento | rastreamento Alérgenos’ COVm? Micotoxinas?®
micotoxinas
AF22 Tritirachium oryzae Patogénico Rosado Nao ND ND ND
AF23 Cladosporium Patogénico Nao Nao Sim Sim ND
cladosporioides
AF24 Fusarium sp. Patogénico Nao Nao Sim Sim Sim
AF25 Penicillium oxalicum Nao ha relatos Amarelo Nao Sim ND Sim
azeitona
AF26 Curvularia clavata Patogénica Demaceo** Nao ND ND ND
AF27 Paecilomyces lilacinus Patogénico Nio Nao ND ND Sim
AF28 Syncephalastrum sp. Patogénico Nao Nao ND ND Sim
AF29 Curvularia brachyspora Poucos relatos de Nio Néao ND ND ND
infec¢do

! Conforme informagdes disponiveis no WHO/IUIS Allergen Nomenclature Sub-committee.

2 Conforme informagdes do mVOC 2.0 Database (LEMFACK et al. 2017).
3 Conforme informagdes disponiveis na literatura.

* A depender do meio a cor do pigmento sofre variagdo.
** Coloragdo escura quando crescido em meio de cultura.

ND — Néo descrito.
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Em se tratando de aeronaves comerciais, somente o estudo de Fu et al. (2013) buscou investigar
a presenca destas substancias e eles demonstraram a presenca de alérgenos fungicos COVMs
nas amostras de ar analisadas. As espécies associadas a producdao destas substancias e
identificadas por Fu et al. (2013), pertenciam aos géneros Aspergillus € Penicillium.

Embora neste estudo ndo tenhamos feito andlises para verificar a presenca destas
substancias, a identificacdo de espécies produtoras, especialmente A. fumigatus e P. citrinum
para os quais muitos alérgenos e compostos organicos volateis ja tem sido descrito (tabela 8),
alerta para a necessidade de se considerar em investigagdes futuras esta abordagem. Isto servira
para entendermos até que ponto passageiros e tripulacdo estdo expostos a estes contaminantes
aéreos. E importante destacar que os esporos de muitos dos fungos aqui descritos se comportam
como aeroalérgenos e que para pessoas sensiveis, a sua associagdo a particulas de poeira pode
ser o suficiente para ocasionar problemas respiratorios (ANSARI et al., 2015).

De todos os produtos flingicos, micotoxinas sdo aqueles que trazem maiores riscos de
exposi¢do, sobretudo em ambientes com ar interior. Varios sdo os problemas associados a
inalagdo e acumulo destes metabolitos no organismo. Das espécies identificadas neste estudo,
somente P. verruculosum, P. spinulosum, A. sydowii e A. ustus foram consideradas produtoras
de micotoxinas por meio do teste rapido utilizando Agar leite de coco (figura 15). Ainda que
este ndo seja um teste gold standard para rastreamento da producdo de micotoxinas, ele tem
sido bastante utilizado para obten¢ao de um resultado preliminar com indicacdo de genes ativos
para producdo destas moléculas (JEFREMOVA et al., 2016; PEREIRA et al., 2015).

Apesar de termos identificados apenas trés espécies, muitos dos fungos aqui relatados
sdo considerados produtores de micotoxinas (tabela 7), inclusive com muitas descri¢des feitas
em ambientes artificialmente climatizados (ALEKSIC et al., 2017, HEUTTE et al., 2017;
JARVIS; MILLER, 2005). Varias espécies de Aspergillus sao consideradas toxigénicas e
principais sintetizadores de aflatoxinas, uma classe de micotoxinas altamente toxica e que ao
serem inaladas ou ingeridas podem trazer sérios problemas (HAMID et al., 2013). Barrett
(2005) descreveu associagdao entre a exposicdo cronica a baixos niveis de Aflatoxinas com
cancer de pulmao e verificou prejuizos a resposta imune. Em se tratando de ambientes com ar
interior como cabines de aeronaves, isto ¢ particularmente importante devido ao longo tempo
de duragdo em algumas viagens, bem como para os tripulantes que chegam a passar mais de
oito horas durante uma jornada de trabalho. Neste longo periodo, passageiros e tripulagao

podem estar expostos a quantidades suficientes para ocasionar sérios agravos a saude.
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Poucos sdo na literatura os estudos com pesquisa da presenca fungos e seus
contaminantes em ambientes de cabine de aeronaves. Este ¢ o primeiro a ser realizado no Brasil
considerando esta abordagem, e o primeiro a investigar a produg¢dao de micotoxinas. Dada a
importancia nao apenas da presenga fungica, mas também da exposi¢ao aos seus contaminantes,
mais estudos tornam-se necessarios a fim de podermos compreender melhor os potenciais riscos

aos quais este ambiente pode oferecer.

Figura 15 — Rastreamento para producio de micotoxinas.

AUTOR, 2019

Rastreamento para produ¢@o de micotoxinas com base na visualizacdo de fluorescéncia. A — Syncephalastrum sp.
(Negativo); B — Aspergillus fumigatus (Negativo); C — Penicillium verruculosum (Positivo); D — Aspergillus
sydowii — (Positivo).

5.3 Analises de bioaerossois: bactérias

A presenca de bactérias aéreas no ambiente de cabine também foi alvo de investigacao
no presente estudo. Ao contrario de fungos, ndo existe na RE n° 09 uma concentragao limite
permitida para a presenca de bactérias em ambientes com ar interior climatizado. Somente um
documento publicado pela ANVISA, a Consulta Publica 109/2003 (disponivel:
http://www4.anvisa.gov.br/base/visadoc/CP/CP%5B6046-2-0%5D.PDF), que trata

especificamente de Indicadores de Qualidade do Ar Ambiental Interior em Servigos de Saude,
apresenta concentragdo maxima permitida de 750 UFC/m?. Assim, as discussdes dos resultados
desta investigacao serdo feitas observando este valor mdximo aceitavel.

As concentragdes bacterianas dentro do ambiente de cabine variaram de 48 a 678
UFC/m?, com média de 299 UFC/m? £+ 156,6 (figura 16). Para as coletas do ar atomosférico, as

concentragdes foram no geral mais baixa, com valores variando de 18 a 288 UFC/m?, e média
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de 144,4 UFC/m? + 55,42 (figura 16). Em todas as aeronaves avaliadas a concentracao esteve
abaixo do recomendado pela regulamentacdo utilizada como referéncia. Para bactérias,
diferentemente dos fungos, a concentracdo aérea em ambientes artificialmente climatizados ¢
muito mais influenciada pela presenga e atividade humana do que por uma influéncia do ar
atmosférico (HOSPODSKY et al., 2012), o que pode justificar os nossos resultados quando

comparadas as duas as coletas na cabine e fora da aeronave.

Figura 16 — Concentracao bacteriana das coletas de ar interior climatizado nas aeronaves e do ar
atmosférico.

Bactérias

T

Cabine Extemno

AUTOR, 2019.

Os valores representam as médias + desvio padrao. Para as condi¢des avaliadas n=124 para o grupo cabine e n=27
para o grupo externo. UFC — unidade formadora de coldnia.

McKernan et al. (2008) quando monitoraram a carga microbiana do ambiente de cabine
em diferentes momentos de voos de curta e longa duracdo, verificaram concentragdes
bacterianas diferentes a depender do momento de coleta. Eles verificaram que durante o
desembarque de passageiros a concentracdo média foi maior que nos outros momentos,
alcancando média de 518 UFC/m3. Assim, semelhante a McKernan et al. (2008), nossos
resultados também apontaram para uma alta concentracdo bacteriana quando coletadas apds o
momento do desembarque. E possivel que o movimento de passageiros e tripulagio durante
este procedimento tenha contribuido com a ressuspensao de bactérias sedimentada junto a
particulas de poeira, concorrendo para os resultados encontrados.

Embora as coletas neste estudo ndo tenham sido feitas durante o percurso da viagem e
possa ter sofrido influéncia de fatores como ar externo, os resultados de concentragdo aqui

obtidos ficaram abaixo daqueles relatados por analises feitas em voo (OSMAN et al., 2008;
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DECHOW et al., 1997). Estes autores relataram concentragdes que estiveram acima de 750
UFC/m?, com valores < 1000 e > 1000 UFC/m?, respectivamente. Isso pode indicar que, durante
a viagem, além da presenga e movimento humano, outros fatores podem contribuir para o
aumento da concentragdao aérea bacteriana. A manipulagdo de alimentos em voo e a presenca
de individuos infectados podem contribuir para a emissdo de bactérias para o ar no ambiente de
cabine (HWANG et al., 2013; HATAKKA, 1998). Um sistema de climatiza¢do que ndo tenha
sido feita a manutengdo adequada pode também favorecer o aumento da concentragdo bacteria
no ar interior climatizado (BERARDI et al., 1991). Porém, até que ponto estes ou outros fatores
possam influenciar nas altas concentragdes bacterianas durante o voo, precisa ser melhor
investigado.

Uma consideravel diversidade bacteriana foi constatada nas amostras analisadas. As
tabelas 8 e 9 apresentam as espécies identificadas com base no sequenciamento de genes
considerados bons marcadores para taxonomia de bactérias. Analises de comparagdes pareadas
das sequéncias dos genes 16S DNATr, rpoB e tuf, obtidas a partir das amostras de ar e sequéncias

depositadas no Genbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) confirmaram a identificagcdo

das espécies aqui descritas (Figuras 17, 18 e 20). Para algumas gram-negativas e especialmente
para os Staphylococcus patogénicos a humanos, a identificacdo foi realizada também por meio
da utilizagdo de primers especificos que forneceram um resultado rapido e preciso. Os
resultados para Staphylococcus serdo apresentados e discutidos em um topico separado.
Bactérias gram positivas e negativas, algumas potencialmente causadoras de infecgdes
em humanos estiveram presentes. Alguns destes patdogenos sao considerados oportunistas,
enquanto outros sdo patdgenos com raros casos descritos na literatura ou emergentes. Entre as
gram negativas foi encontrado Acinetobacter baumannii e Serratia marcescens, que sao agentes
frequentemente envolvidos em surtos de infeccdo hospitalar (WIELAND et al., 2018;
UWINGABIYE et al., 2017; KHANNA et al., 2013) e altamente relacionadas a problematica
da multirresisténcia bacteriana (ALMAGHRABI et al., 2018; MORADIGARAVAND et al.,
2016), assim como Pantoea dispersa, Escherichia vulneris, Moraxella osloensis, Pseudomonas
luteola e Pseudomonas stutzeri, importantes agentes causadores de bacteremia, sepse e
pneumonia (ASAletal., 2019; HALABI et al., 2018; MARUYAMA et al., 2018; JAIN et al.,
2016; BAYHAN et al., 2015). Das gram positivas identificadas, Aerococcus viridans e
Rhodococcus equi aparecem como patdgenos raros e emergentes, respectivamente (MOHAN

et al.,, 2017; WEINSTOCK; BROWN, 2002), ao passo que Kytococcus schroeteri e
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Streptococcus salivarius sdo importantes agentes na ocorréncia de bacteremia e meningite,
respectivamente (BAYRAKTAR et al., 2018; SRINIVASAN et al., 2012). Das coletas de ar
atmosférico, estiveram presentes bactérias pertencentes aos géneros Staphylococcus (ver tabela
15) e Bacillus (dados ndo mostrados) e uma amostra foi identificada como M. osloensis.

Muitas das bactérias patogénicas identificadas estdo associadas a humanos como
comensais da pele, colonizadoras do trato respiratdrio ou entdo como parte da microbiota
intestinal, o que explica em grande parte sua presenca no ar coletado dentro das aeronaves. Isto
¢ importante pois, ja existem varias evidéncias na literatura que demonstra ser o homem a
principal fonte de bactérias para o ar interior climatizado (MEADOW et al., 2014;
HOSPODSKY et al., 2012). Nao apenas a presenca humana pode para contaminacdo aérea,
mas também as atividades e o seu comportamento dentro do ambiente de cabine podem ter
relacdo com a aerossolizagdo de microrganismos (PAGEL et al., 2018; MENZIES, 2005).

Outras bactérias que foram aqui identificadas, sdo comumente encontradas em agua e
estando associadas a particulas de poeira, o que pode contribuir para a sua presen¢a nas
amostras de ar coletadas. Ha na literatura evidéncias suficientes relacionadas a acrossolizagao
de bactérias para o ar interior a partir de fontes de aguas. Descargas de banheiros, abertura de
pias e chuveiros sdo meios pelos quais algumas bactérias podem ser emitidas para o ar interior
em varios tipos de ambientes (KNOWLTON et al., 2018; BARKER; JONES, 2005), o que pode
ocorrer inclusive no ambiente de cabine.

Handschuh et al. (2015) avaliaram a qualidade microbiologica da dgua fornecida para
aeronaves comerciais e verificaram consideravel contaminag¢do bacteriana nas amostras
analisadas, com presenca de muitos patdgenos, inclusive aqueles envolvidos em surtos de
infeccdo hospitalar. Duas das espécies aqui relatadas P. luteola e P. stutzeri, foram também
identificadas por eles, o que corrobora com a hipotese de que nas aeronaves em que foram
detectadas, provavelmente elas tenham sido aerossolizadas a partir das fontes de aguas dentro
da aeronave. Particulas de poeira como fonte de microrganismos para o ar interior ja tem sido
descrito para alguns ambientes como residéncias (LEPPANEN et al., 2018) e edificios
comerciais (WEIKL et al., 2016), todavia, para o ambiente de cabine de aeronaves ainda ndo

ha estudos publicados.
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Caodigo das Identificacio molecular Gene Identidade Referéncia
amostras (%) (GenBank)
AB06 Pantoea dispersa 16S rDNA 99 NR_116755
ABO07 Serratia marcescens 16S rDNA 99 NR 114043
AB12 Escherichia vulneris 16S rDNA 100 NR 114080
AB18 Pseudomonas luteola 16S rDNA 99 NR 114215
AB66 Kytococcus schroeteri 16S rDNA 99 NR 028935
AB70 Microbacterium foliorum 16S rDNA 99 NR 025368
AB71 Aerococcus viridans 16S rDNA 99 NR 118723
AB72 Bacillus badius 16S rDNA 99 NR 112633
AB79 Rhodococcus equi 16S rtDNA 100 NR_116691
AB110 Staphylococcus arlettae 16S rDNA 100 MKO095131
AB115 Staphylococcus hominis 16S rDNA 99 NR 041323
subsp. novobiosepticus
AB143 Exiguobacterium aestuarii 16S rDNA 99 NR 043005
AB146 Sporosarcina koreensis 16S rDNA 100 NR 043526
AB266 Paenibacillus lactis 16S rDNA 99 KX453954
AB345 Staphylococcus sciuri 16S rDNA 100 726901
AB348 Staphylococcus gallinarum 16S rDNA 100 MKO097364
AB372 Staphylococcus saprophyticus =~ 16S rDNA 100 MK026832
AB397 Staphylococcus carnosus 16S rDNA 100 726891
AB419 Staphylococcus haemolyticus 16S rDNA 100 KR779801
AB213 Acinetobacter sp. rpoB 98 CP026420
AB151 Moraxella osloensis rpoB 96 CP024443
AB210 Pantoea septica rpoB 97 MHO015174
AB153 Pseudomonas stutzeri rpoB 99 CP002622
AB182 Bacillus safensis tuf 99 CP010405
AB188 Bacillus subtilis tuf 100 CP032310
AB243 Streptococcus salivarius tuf 99 CP015283
AB284 Bacillus subtilis subsp. subtilis tuf 99 CP032872
AB22 Acinetobacter baumannii Primer espécie-especifico

Tabela 8 — Espécies bacterianas identificadas pelo sequenciamento parcial dos genes 16S rDNA,
rpoB, tuf e utilizacao de primers espécie-especificos.
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Muitos dos trabalhos que buscaram verificar a diversidade bacteriana aérea no ambiente
de cabine relataram que grande parte delas nao eram patogénicas (DUCHOW et al., 1997). La
Duc et al. (2007), todavia, relataram a presenca de patdgenos humanos oportunistas como
Acinetobacter calcoaceticus, Stenotrophomonas maltophilia e Neisseria meningitidis, agentes
causadores de septicemia e meningite. Osman et al. (2008) descreveram uma grande
diversidade bacteriana, com alguns géneros importantes como Acinetobacter spp., Bacillus
spp., Pseudomonas spp., Streptococcus spp. € as espécies Pantoea agglomerans e A. viridans.
Figura 17 — Matriz bidimensional representando o percentual de identidade de comparacoes

pareadas com base em sequéncias parciais do gene 16S DNAr de bactérias obtidas neste estudo e
outras sequéncias disponiveis obtidas no GenBank.
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Matriz bidimensional com resultados do pareamento de sequéncias obtidas neste estudo e sequéncias retiradas do
GenBank. As sequéncias sdo pareadas entre si para confirmacao do percentual de homologia. Quanto mais escura
for a cor, maior o percentual de identidade, com o tom mais escuro respresentando percentual de 100% de
identidade.
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Figura 18 — Matriz bidimensional representando o percentual de identidade de comparacées
pareadas com base em sequéncias parciais do gene rpoB de bactérias obtidas neste estudo e outras
sequéncias disponiveis obtidas no GenBank.
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Matriz bidimensional com resultados do pareamento de sequéncias obtidas neste estudo e sequéncias retiradas do
GenBank. As sequéncias sdo pareadas entre si para confirmacao do percentual de homologia. Quanto mais escura
for a cor, maior o percentual de identidade, com o tom mais escuro respresentando percentual de 100% de
identidade.

Em um estudo recente feito por Weiss et al. (2019) utilizando abordagem metagendmica
para investigar a microbiota bacteriana no ar e em superficies de aeronaves comerciais, 0s
autores demonstraram a presenca de importantes taxas bacterianos como Enterobacteriaceae,
Staphylococcaceae, Streptococcaceae, Corynebacteriaceae € Burkholderiaceae como os mais
prevalentes em ambas as amostras. Estas familias possuem importantes agentes infecciosos,
especialmente Enterobacteriacea, conhecida por conter grande parte das espécies patogénicas

a humanos (BAYLIS et al., 2011).

5.4 Analises de bioaerossdis: diversidade de Staphylococcus

Dada a relevancia clinica do género Staphylococcus, especialmente S. aureus e alguns
membros SCoN, foi feita uma analise especifica da diversidade destas espécies. Do total de 390
amostras analisadas, 187 (47,9%) foram positivas para o género Staphylococcus. A
identificagdo das espécies foi feita por meio do sequenciamento parcial dos genes 16S rDNA
(tabela 8) e rfuf, assim como pela utilizagdo de primers especificos descritos na literatura.

Andlises filogenéticas (figura 19) e comparagdes pareadas (figura 20) das sequéncias parciais
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do gene fuf confirmaram a identificagdo das espécies. Para algumas amostras as sequéncias nao
tiveram qualidade o suficiente para permitir uma identificacdo especifica, ao que foram
descritas ao nivel de género. Ao todo, foi verificado uma consideravel diversidade bacteriana,
com 14 espécies presentes (genes 16S e tuf), sendo possivel também identificar trés
subespécies. A espécie mais prevalente foi S. epidermidis seguida por S. hominis e S. aureus,

enquanto as outras espécies apresentaram frequéncia abaixo de 10% (figura 21).

Figura 19 — Arvore filogenética Neighbor joining gerada pelo software SeaView 4, construida com
base no alinhamento miltiplo de sequéncias parciais do gene fuf de Staphylococcus. O modelo de
substituicio de nucleotideos utilizado foi Kimura-2-parametros (K2P). Os nimeros nos nés
indicam valores de bootstrap em percentagem (1000 bootstraps). Macrococcus caseolyticus foi
utilizado como outgroup.
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Arvore filogenética com base nas sequéncias de Staphylococcus obtidas das coletas em aeronaves e sequéncias
retiradas do GenBank. A barra da escala indica nimero de nucleotideos modificados por sitio, 0.02 nucleotideos.
AB — Airborne Bacteria: codigo das amostras obtidas de coletas de ar interior climatizados neste estudo.

Muitas das espécies descritas neste estudo (figura 19) ja t€m sido frequentemente

encontradas em ambientes artificialmente climatizados. Rendon et al. (2017) relataram a
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presenga de S. aureus no ar interior de ambientes ocupacionais nas Filipinas, enquanto que S.
haemolyticus, S. cohnii, S. saprophyticus, S. epidermidis, S. hominis, S. arlettae, S. warneri
foram descritos no ar de ambientes como hospital, estacao de metrd, residéncias e edificios
comerciais (ASIF et al., 2018; HWANG et al., 2016; MIRHOSEINI et al., 2016b). Para outras
espécies como S. capitis, S. pasteuri, S. kloosii, S. carnosus, S. gallinarum e S. sciuri a presenga
como contaminante do ar interior climatizado ja foi feita na literatura, contudo, ¢ possivel que
estas bactérias ndo sejam comumente encontradas neste tipo de amostra (MADSEN et al., 2018;
LENART-BORON et al., 2017; FANG et al., 2014).

Considerando a elevada ocupagdo vista nas aeronaves avaliadas, a grande diversidade
de espécies pode ser explicada pelo fato de que muitas destas bactérias podem ser encontradas
colonizando varios sitios do corpo humano. Por exemplo, S. aureus tem sido encontrado em
narinas, garganta e pele (SOLLID, et al.,, 2014; OTTO, 2010), enquanto SCoN foram
encontrados em narinas, pele e cavidade oral (WOS-OXLEY et al., 2010). Outro ponto a ser
levado em consideracdo ¢ a grande versatilidade de muitas espécies deste género, o que permite
que sobrevivam em condi¢gdes ambientais altamente diversas, sendo encontradas em superficies
e aderidas a particulas de poeira (LUDWIG et al., 2017; DIETZE et al., 2001). Assim, estando
associados a particulas de poeira, podem facilmente serem aerossolizadas para o ar dentro da
cabine.

Poucas sdo os Staphylococcus descritos nos estudos envolvendo a contaminacio
microbiologica por bactérias no ar e em superficies de aeronaves comerciais. Dos trabalhos
publicados, Duchow et al. (1997) identifcaram S. aureus e S. epidermidis, enquanto Osman et
al. (2008) verificaram S. capitis, S. haemolyticus, S. hominis, S. pasteuri, S. cohnii e S.
saprophyticus. Todas estas espécies foram provenientes de coletas de ar durante o voo.
McManus e Kelley (2005) e Zhao et al. (2013) relataram S. epidermidis, S. hominis e S. aureus
contaminando superficies dentros das aeronaves. Das espécies até entdo relatadas, todas foram
encontradas também em nossas analises (figura 20). Até a realizacdo desta pesquisa, este € o
primeiro relato de S. warneri, S. kloosii, S. carnosus, S. sciuri, S. arlettae e S. gallinarum

contaminando o ar interior climatizado em aeronaves comerciais.
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Figura 20 — Matriz bidimensional representando o percentual de identidade de comparacdes
pareadas com base em sequéncias parciais do gene rfuf de bactérias obtidas neste estudo e outras
sequéncias disponiveis obtidas no GenBank.
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Matriz bidimensional com resultados do pareamento de sequéncias obtidas neste estudo e sequéncias retiradas do
GenBank. As sequéncias sdo pareadas entre si para confirmacao do percentual de homologia. Quanto mais escura
for a cor, maior o percentual de identidade, com o tom mais escuro respresentando percentual de 100% de
identidade.

Dos Staphylococcus identificados nesta analise, quase todas as espécies possuem relatos
de infecgdes em humanos, atuando geralmente como patdogenos oportunistas ou emergentes,
exceto S. carnosus e S. arlettae para o qual até o momento nao tem sido verificado a ocorréncia
de infec¢do. Sem duvida S. aureus é a principal espécie do género, sendo frequentemente
relatado como agente etiologico de um amplo espectro de infec¢des, incluindo casos de
meningite (TURNER et al., 2019; KIM et al., 2014; AGUILAR et al., 2010). Recentemente,

muitas espécies do grupo coagulase negativo tem se destacado também como importantes
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patdgenos humanos. Dos SCoN aqui descritos, S. epidermidis, S. hominis, S. haemolyticus e S.
capitis sdo as espécies mais relacionadas a infecgdes de corrente sanguinea, endocardite e

infeccdes em neonatos (BECKER et al., 2014).

Figura 21 — Prevaléncia de Staphylococcus em amostras de ar de aeronaves comerciais.
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AUTOR, 2019.

Outro importante patdogeno humano deste grupo ¢ S. sciuri que tem sido relacionado a
endocardite, peritonite, choque séptico, infecgdes do trato urinario e infeccdo de ferida
(COIMBRA etal.,2011). S. saprophyticus, S. cohnii e S. kloosii t€m sido associados a infec¢des
do trato urinario e sepse (HUR et al., 2016; PEER et al., 2011), j& S. warneri, S. pasteuri e S.
gallinarum tem sido relacionados a casos de meningite e bacteremia (INCANI et al., 2010;
SAVINI et al., 2009; YU et al., 2008). Essa diversidade de microrganismos patogénicos
aerossolizados nos alerta acerca do risco silencioso e real que ocorre dentro do ambiente de

cabine onde individuos expostos podem ser acometidos pelos mais variados tipos de infecgdes.
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5.4.1 Deteccao de genes de resisténcia em Staphylococcus

A importancia deste género bacteriano nao se restringe apenas ao seu envolvimento em
graves infecgdes, mas também se deve a sua capacidade de resisténcia a antibidticos. Genes de
resisténcia a meticilina/oxacilina (mecA e mecC), vancomicina (vanA), penicilinas (blaZ) e
resisténcia cruzada aos macrolideos, lincosamidas e estreptogramina B (ermA, ermB e erm(C)
foram rastreados. Do total de isolados identificados, 142 (75,9%) foram posistivos nas reagdes
de PCR para o carreamento de genes de resisténcia (figuras 22 e 23). Alguns isolados carreavam
mais de um dos genes detectados, enquanto outros apresentaram genes isolados (tabela 9). De
todos aqueles que foram encontrados, o gene blaZ foi o mais frequente entre os isolados,
seguido pelos genes ermC, ermA e mecA (figura 24). O gene ermB foi o menos frequente entre
as amostras (figura 24). As espécies em que o gene mecA foi detectado foram S. aureus, S.
warneri, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, S. pasteuri e S. sciuri. A tabela 9 apresenta
todos os isolados e os respectivos genes que foram encontrados.

Em nossos resultados, somente mecC e vand nao foram detectados. A auséncia do gene
mecC ja era esperada, sobretudo pelo fato da sua descoberta recente e os poucos relatos
disponiveis na literatura em relagdo a sua presenca (KERSCHNER et al., 2015; ARIZA-
MIGUEL et al., 2014). Até o presente momento, ndo ha descricdo de mecC no Brasil. Para o
gene vanA, ainda que no Brasil alguns trabalhos ja tenham relatado sua ocorréncia (BREVES
et al., 2015), este evento parece ser algo incomum. Das espécies identificadas, somente S.
gallinarum e S. carnosus ndo apresentaram a presenca de qualquer um dos genes aqui
rastreados. Esta ndo detec¢do pode ser explicada pelo fato de apenas um isolado ter sido obtido
para cada espécie, o que diminui e muito as chances de detec¢ao, haja visto que nestas bactérias
alguns dos genes aqui pesquisados ja foram verificados (WANG et al., 2018; BOAMAH et al.,
2017).
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Figura 22 — Gel de eletroforese visando identificacido especifica e detecciao de genes de resisténcia
em Staphylococcus.

Marcador
100pb

AUTOR, 2019.
Produtos de PCR das reagdes para identificacdo especifica e rastreamento de genes de resisténcia a antibidticos.
Pocos 2 e 3: Identificag@o especifica de S. epidermidis; Pocos 4-6: gene ermA; Pocos 7-9: gene ermC; Pocos 10-
13: gene blaZ. Pogos 14 e 15: gene ermB.

Figura 23 — Gel de eletroforese da detec¢do do gene mecA e genes para formacao de biofilmes em
Staphylococcus.
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AUTOR, 2019.
Produto de PCR para reagdes de detecgdo do gene mecA e de sintese de biofilmes. Pogos 2-12 - Sintese de
biofilmes: icaA, icaB, icaC, icaD e icaR. Pogos 14-16: Gene mecA - resisténcia a meticilina.
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Tabela 9 — Deteccio de genes de resisténcia e genes para sintese de biofilmes entres as espécies

identificadas.
(continua)
Codigo da Espécie Gene de Gene ica sintese de biofilmes
amostra resisténcia
ABO03 Staphylococcus epidermidis blaZ
AB04 Staphylococcus epidermidis blaZ
ABI10 Staphylococcus epidermidis blaZ
ABI11 Staphylococcus epidermidis blaZ
AB13 Staphylococcus epidermidis blaZ, ermC icaD, icaR
ABI15 Staphylococcus epidermidis blaZ, ermC icaD, icaR
AB16 Staphylococcus epidermidis blaZ, ermC, icaD, icaR
AB31 Staphylococcus warneri blaZ
AB32 Staphylococcus hominis blaZ, icaC, icaD, icaR
AB34 Staphylococcus epidermidis blaZ icad, icaB, icaC, icaD, icaR
AB36 Staphylococcus epidermidis mecA, blaZ, ermC icad, icaD, icaR
AB41 Staphylococcus aureus mecA, blaZ, ermC icaB, icaD, icaR
AB44 Staphylococcus epidermidis blaZ, ermA icad, icaB, icaC, icaD, icaR
AB54 Staphylococcus epidermidis blaZ, icad, icaB, icaC, icaD, icaR
ABS57 Staphylococcus haemolyticus mecA, blaZ icaR
ABS58 Staphylococcus warneri mecA
AB59 Staphylococcus haemolyticus blaZ icaR
ABS80 Staphylococcus hominis mecA, blaZ icaD
ABS82 Staphylococcus saprophyticus blaZ, icaC, icaD
ABS83 Staphylococcus cohnii subsp. urealyticus blaZ icaD
AB96* Staphylococcus sp. blaZ icaD, icaR
ABI110 Staphylococcus arlettae blaZ, ermB, icaB, icaR
ABI115 Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticus blaZ, ermC icaD, icaR
ABI116 Staphylococcus warneri blaZ, ermA icad
ABI117 Staphylococcus epidermidis blaZ, icaR
AB123 Staphylococcus warneri blaZ,
AB124 Staphylococcus haemolyticus blaZ,
AB126 Staphylococcus warneri blaZ, ermA
AB129 Staphylococcus saprophyticus subsp. bovis ermB
AB137 Staphylococcus epidermidis blaZ icaD
AB138 Staphylococcus cohnii subsp. urealyticus icad
AB139 Staphylococcus epidermidis blaZ, ermA icad, icaB, icaC, icaD, icaR
AB148 Staphylococcus haemolyticus mecA
AB149 Staphylococcus saprophyticus subsp. bovis blaZ, ermB, icaD, icaR
AB155 Staphylococcus hominis blaZ icaR
AB156 Staphylococcus cohnii subsp. ureolyticus blaZ
AB158 Staphylococcus capitis blaZ icad, icaR
AB160 Staphylococcus hominis blaZ, ermC
ABI161 Staphylococcus epidermidis blaZ, ermA, ermC
AB163 Staphylococcus cohnii subsp. urealyticus blaZ, ermA, ermC
AB164 Staphylococcus aureus blaZ, ermA icaD
AB165 Staphylococcus aureus mecA, blaZ, ermA icaD, icaR
AB167 Staphylococcus saprophyticus subsp. bovis blaZ, ermC icaR
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Tabela 9 — Deteccio de genes de resisténcia e genes para sintese de biofilmes entres as espécies

identificadas.
(continuacao)
Codigo da Espécie Gene de Gene ica sintese de biofilmes

amostra resisténcia

AB168* Staphylococcus capitis icad

AB169 Staphylococcus kloosii blaZ, ermA

AB170 Staphylococcus hominis mecA, blaZ, ermA icaC, icaR
AB171 Staphylococcus aureus blaZ, ermA, ermC icaD, icaR

AB172 Staphylococcus saprophyticus subsp. bovis ermA icaR

AB173 Staphylococcus pasteuri mecA, blaZ

AB176 Staphylococcus epidermidis blaZ icaR

AB177 Staphylococcus kloosii blaZ

AB181 Staphylococcus saprophyticus subsp. bovis blaZ icaR

AB220 Staphylococcus kloosii blaZ, ermC

AB221 Staphylococcus cohnii blaZ, ermC

AB222 Staphylococcus hominis blazZ, ermC

AB223 Staphylococcus hominis mecA, blaZ, ermC

AB225 Staphylococcus aureus ermA, blaZ

AB226 Staphylococcus epidermidis blaZ, ermC

AB227 Staphylococcus capitis blaZ

AB229 Staphylococcus epidermidis blazZ, ermC

AB230 Staphylococcus saprophyticus subsp. bovis blaZ, ermC

AB231 Staphylococcus cohnii ermA, blaZ

AB232 Staphylococcus epidermidis blaZ

AB233 Staphylococcus epidermidis blaZ

AB234 Staphylococcus pasteuri blaZ

AB236 Staphylococcus aureus ermA, blaZ

AB239 Staphylococcus aureus ermA, blaZ

AB250 Staphylococcus capitis blaZ

AB300 Staphylococcus sp. blaZ icad, icaR

AB301 Staphylococcus epidermidis blaZ, ermC icaA, icaB, icaD, icaR

AB302 Staphylococcus sp. blaZ

AB303 Staphylococcus hominis blaZz, icad, icaR

AB304 Staphylococcus epidermidis blaZz,

AB305 Staphylococcus epidermidis icaA, icaB, icaD, icaR

AB306 Staphylococcus sp. ermC

AB307 Staphylococcus epidermidis blaZ icaA, icaD, icaR

AB308 Staphylococcus cohnii ermC icaR

AB310 Staphylococcus sp. icaAd

AB311 Staphylococcus epidermidis ermC icaR

AB312 Staphylococcus sp. icad, icaR

AB313 Staphylococcus cohnii ermC icaR

AB315%* Staphylococcus haemolyticus blaZ icaR

AB316* Staphylococcus sp. icad, icaR
AB317* Staphylococcus saprophyticus icaAd

AB318* Staphylococcus haemolyticus blaZ icaB, icaR
AB319* Staphylococcus arlettae icad, icaR
AB320* Staphylococcus sp. icaB

AB321 Staphylococcus epidermidis blaZ, ermC, icaA, icaC, icaD, icaR
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Tabela 9 — Deteccio de genes de resisténcia e genes para sintese de biofilmes entres as espécies

identificadas.
(continuacao)
Codigo da Espécie Gene de Gene ica sintese de biofilmes
amostra resisténcia
AB322 Staphylococcus epidermidis blaZ icad, icaB, icaC, icaD, icaR
AB325 Staphylococcus epidermidis blaZ, icad
AB328 Staphylococcus capitis icad, icaR
AB329 Staphylococcus hominis blaZ
AB330* Staphylococcus haemolyticus mecA, blaZ
AB332 Staphylococcus epidermidis blaZ icad, icaB, icaC, icaD, icaR
AB333 Staphylococcus epidermidis ermC
AB334 Staphylococcus epidermidis ermC
AB335 Staphylococcus saprophyticus icaR
AB336 Staphylococcus hominis blaZ icaB
AB338 Staphylococcus hominis ermA, ermB
AB341* Staphylococcus capitis blaZ icaR
AB342 Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus blaZ
AB343 Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus blaZ
AB345 Staphylococcus sciuri mecA, blaZ, ermC icaD
AB346 Staphylococcus sp. mecA, ermA
AB349 Staphylococcus epidermidis mecA icad, icaB, icaC, icaD, icaR
AB350 Staphylococcus epidermidis icad, icaB, icaC, icaD, icaR
AB351 Staphylococcus epidermidis icad, icaB, icaC, icaD, icaR
AB352 Staphylococcus haemolyticus blaZ
AB355 Staphylococcus epidermidis blaZ, ermA icaD
AB357 Staphylococcus sp. blaZ
AB359 Staphylococcus epidermidis mecA icad, icaB, icaC, icaD, icaR
AB360 Staphylococcus epidermidis icad, icaB, icaC, icaD, icaR
AB362 Staphylococcus sp. mecA
AB363 Staphylococcus pasteuri blaZ icaA, icaB
AB365 Staphylococcus hominis blaZ
AB366 Staphylococcus hominis icaAd
AB367* Staphylococcus hominis blaZ icaAd
AB368 Staphylococcus haemolyticus mecA, blaZ
AB369 Staphylococcus epidermidis blaZ
AB370 Staphylococcus hominis mecA, blaZ
AB371 Staphylococcus hominis blaZ icaA, icaB, icaR
AB373 Staphylococcus warneri blazZ, ermC
AB374 Staphylococcus arlettae ermC
AB375 Staphylococcus warneri blaZ, ermA, ermC
AB376 Staphylococcus saprophyticus ermA, ermC
AB377* Staphylococcus saprophyticus ermC
AB378%* Staphylococcus sp. blaZ
AB379%* Staphylococcus haemolyticus blaZ
AB380 Staphylococcus cohnii ermB
AB382 Staphylococcus hominis blazZ, ermC
AB383 Staphylococcus epidermidis blazZ, ermC
AB385 Staphylococcus cohnii blaz, ermC
AB386 Staphylococcus cohnii blaZ, ermB, ermC
AB387 Staphylococcus cohnii blaZ, ermB, ermC
AB388 Staphylococcus sp. mecA, ermC
AB391 Staphylococcus epidermidis mecA, blaZ
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Tabela 9 — Deteccio de genes de resisténcia e genes para sintese de biofilmes entres as espécies

identificadas.
(conclusdo)
Codigo da Espécie Gene de Gene ica sintese de biofilmes
amostra resisténcia
AB392 Staphylococcus sp. mecA, blaZ, ermA
AB393 Staphylococcus warneri mecA, blaZ, ermA
AB394 Staphylococcus warneri blaZ, ermA
AB395 Staphylococcus sp. mecA
AB396* Staphylococcus cohnii ermC
AB398* Staphylococcus aureus blaZ icaR
AB399* Staphylococcus aureus blaZ, ermA icaD, icaR
AB400* Staphylococcus aureus blaZ, ermB icaD, icaR
AB401 Staphylococcus aureus blaZ, ermB, ermC icaD, icaR
AB402 Staphylococcus epidermidis mecA, blaZ icaR
AB403 Staphylococcus aureus blaZ icaR
AB404* Staphylococcus aureus blaZ, ermC, icaD, icaR
AB405 Staphylococcus sp. blaZ, ermC icaA
AB406* Staphylococcus aureus blaZ, icaR
AB407* Staphylococcus aureus blaZ, ermB icaD, icaR
AB408 Staphylococcus aureus blaZ, ermB icaD, icaR
AB409 Staphylococcus aureus blaZ icaD, icaR
AB410 Staphylococcus arlettae blaZ
AB413 Staphylococcus aureus blaZ
AB414 Staphylococcus warneri blaZ
AB417 Staphylococcus cohnii blaZ, ermC icad, icaR
AB418 Staphylococcus capitis icaA, icaR

AB -Airborne bacteria
* Amostras proveniente de coletas de ar artmosférico, conforme recomendagdo da RE 09/2003 ANVISA.

Figura 24 — Detec¢ao individual dos genes de resisténcia a antibioticos em Staphylococcus.

ermA
12% ermB
5%

ermC
21%

blaZ
50%

mecA
12%

AUTOR, 2019.
Frequéncia individual dos genes de resisténcia detectados. blaZ — Gene de resisténcia a Penicilina; ermA, ermB e
ermC — Genes de resisténcia cruzada aos Macrolideos, Lincosamidas e Estreptogramina B; mecA - resisténcia a
meticilina/oxacilina.
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Em nossos resultados, metade dos isolados foram positivos para detecciao do gene blaZ,
que confere resisténcia a penicilina (figura 24). Em infec¢des por Staphyloccocus sucetivel a
meticilina/oxacilina, o uso da penicilina ¢ o recomendado, sobretudo pelas vantagens em
relagcdo a outras drogas de escolha como Glicopeptideos e outros B-lactamicos (CRANE et al.,
2014). Por ser um antibiotico de espectro restrito, ela diminui a pressdo de selecdo para o
desenvolvimento de isolados produtores de p-lactdmases, o que implica em maior sucesso no
tratamento (CHABOT et al., 2015). Embora a utilizagao deste antibiodtico seja recomendada,
acredita-se que cerca de 90% dos isolados humanos de Staphylococcus spp. sejam resistentes
(ZINN, 2000). Assim como verificado por nés (tabela 9), a ocorréncia do gene blaZ € vista
tanto em S. aureus como SCoN, e é possivel que sua transmissdo ocorra entre as proprias
espécies deste género (UDO et al., 1997). Isto ¢ perticularmente importante pois, favorece o
aumento da disseminagao de isolados resistentes. Deteccao de resisténcia a penicilina mediada
pelo gene blaZ foi relatada em isolados de Staphylococcus obtidos de amostras clinicas
(TAKAYAMA et al., 2018) e ambientas (KUREKCI, 2016; RESCH et al., 2008).

No presente estudo, MRSA e MR-SCoN foram detectados nas amostras de ar interior
climatizado coletados em aeronaves comerciais. Semelhante aos nossos resultados, S. aureus e
SCoN resistentes a meticilina foram relatados em ambientes artificialmente climatizados como
residéncias e hospitais (KUMAR; GOEL, 2016; PATHAK, 2016; LIS; PACHA; IDZIK, 2009).
Atualmente, a depender da regido, cerca de 25 a 50% dos isolados de S. aureus possuem
fenotipo de resisténcia a meticilina/oxacilina (LEE et al., 2018), enquanto que em SCoN, a
espécie S. epidermidis por exemplo, apresente um percentual ainda maior, chegando a 90%
(MAY et al., 2014). Isto ¢ importante pois, ha evidéncia que corrobora com a hipoétese de que
SCoN atua como reservatdrio do gene mecA para S. aureus, favorecendo cada vez mais a
emergéncia de MRSA (RACHMAN et al., 2017; TULINSKI et al., 2012).

A detecgdo do gene mecA tem grande importancia devido ao fato de que este ¢ um dos
principais mecanismos de resisténcia visto em Staphylococcus causadores de um amplo
espectro de infec¢des (PEACOCK; PATERSON, 2015; BECKER et al., 2014), e a resisténcia
mediada por este gene pode também conferir diminui¢ao da suceptibilidade a outras classes de
antibioticos, limitando consideravelmente as op¢des terapéuticas (HENWOOD et al., 2000). A
resisténcia a meticilina/oxacilina foi por muito tempo considerada um problema relacionado ao

ambiente hospitalar, porém, gragas a notavel capacidade evolutiva destas espécies e um vasto
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mecanismo de disseminagdo, surtos causados por MRSA foram descritos fora deste ambiente
especifico (KONG et al., 2016).

Neste contexto, o ar interior climatizado pode ter um papel determinante na
dissemina¢do de MRSA ¢ MR-SCoN, favorecendo a ocorréncia de surtos de infec¢des nao
apenas restrito ao ambiente hospitalar, mas também em outros ambientes artificialmente
climatizados (SAADOUN et al., 2015; ZHOU; WANG, 2013). Considerando que neste estudo,
ndo apenas S. aureus, mas também espécies de SCoN foram positivas para o gene mecA (tabela
10), esta evidéncia vem a constatar a importancia que viagens aéreas possuem na disseminagao
de bactérias problemadticas e potencialmente prejudiciais a saude humana. Zhou et al. (2014)
atentaram para esta questdo e verificaram que existe uma possibilidade real de que o transporte
aéreo de passageiro possa trazer riscos no que diz respeito a disseminacdo de MRSA. A
disseminagdo de MRSA e MR-SCoN dentro do ambiente de cabine pode acontecer pela
presenga de um individuo infectado (vetor de transmissdo), mas também por meio do sistema
de climatiza¢do de aeronaves que ndo tenham sofrido adequada manuten¢do ou por mal
funcionamento deste (PAHWA, 1995). Embora muitos MR-SCoN ja tenham sido encontrados
no ar interior climatizado, este ¢ o primeiro relato da ocorréncia de S. pasteuri e S. sciuri mecA
positivos no ar interior climatizado de aeronaves comerciais.

Genes envolvidos na resisténcia cruzada aos macrolideos, lincosamidas e
estreptogramina B (ermA, ermB e erm(C) foram encontrados em nosso rastreamento (figura 24).
Estes genes estdo envolvidos nos fenotipos de resisténcia constitutiva e indutiva aos MLSg, e
em ambos os casos, o resultado pode levar a falha na terapia clinica (PATEL; GANDHI, 2017).
Aqui ndo realizamos o teste D para determinar qual o fenotipo exato expressado pelas nossas
amostras. Essa resisténcia ¢ preocupante pelo fato de que atualmente MLSg sdo utilizados
como alternativa no combate a infecgdes causadas por MRSA e MR-ScoN (KAMAT et al.,
2012). Entretanto, a utilizacdo em grande escala levou ao aumento de casos em que S. aureus €
SCoN apresentam fen6tipo de resisténcia (KAVITHA et al., 2018; DA PAZ PEREIRA et al.,
2016). Em nossos resultados, ermA e ermC foram os mais prevalentes nas amostras coletadas,
o que foi observado também no estudo feito por Abbas et al. (2015). Goudarzi et al. (2016)
também relataram alta frequéncia do gene ermC em Staphylococcus isolados de cavidade nasal,
contudo, diferente da nossa observagdo, eles relataram ermA como o menos frequente. A

deteccdo de ermB em menor frequéncia corrobora com a hipdtese de que este gene ¢ muito mais
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encontrado em outros gram positivos resistentes aos MLSg, do que em Staphylococcus sp.
(JENSEN et al., 1999).

A disseminagdo aérea de Staphylococcus carreando genes de resisténcia aos MLSg nao
tem sido frequentemente relatada. Lenart-Boron et al. (2016) avaliaram a ocorréncia de genes
de resisténcia em bioaerossois de SCoN, e eles relataram somente a presenca do gene ermB nas
amostras coletadas. Diferentemente dos resultados deste estudo, os autores ndo verificaram a
presenca de ermA e ermC em Staphylococcus spp. isolados do ar interior climatizado. Genes
ermA e ermB foram detectados em Enterococcus spp. € Streptococcus spp. obtidos do ar interior
climatizado de uma industria alimenticia (SAPKOTA et al., 2006).

O papel do ar na disseminac¢ao de Staphylococcus resistentes aos MLSg precisa ser mais
bem compreendido. Para o ambiente de cabine de aeronaves, estudos buscando investigar a
contaminagdo aérea por Staphylococcus carreando genes de resisténcia ainda ndo foram
relatados. O presente trabalho ¢ pioneiro em utilizar esta abordagem. Petersen et al. (2015)
avaliaram a presenca de bactérias patogénicas e o possivel carreamento de genes de resisténcia
a partir de amostras de lixos do banheiro em voos de longa distancia. Em seus resultados eles
descreveram uma grande abundancia de genes de resisténcia a antibioticos, inclusive os genes
de resisténcia cruzada aos macrolideos, lincosamidas e estreptogramina B, que também foram
detectados aqui.

A resisténcia bacteriana a antibidticos aparece como um problema mundial, sobretudo
pelos altos custos associados ao combate as infecgdes causadas por estes microrganismos. Este
grave problema de saude publica pode ser ampliado por meio do transporte aéreo de
passageiros, disseminando bactérias para locais onde possivelmente a presenca de algumas
delas ainda ndo tenha sido registrada. Assim, os resultados aqui apresentados consistem em
uma importante fonte de dados para que sejam elaboradas estratégias de controle de surtos e

prevenir epidemias relacionadas a bactérias multidroga resistentes no Brasil.

5.4.2 Deteccao de genes de sintese de biofilmes em Staphylococcus

Com relacdo a sintese de biofilmes, todos aqueles elementos genéticos que compdem o
locus ica (ADBC) mais a regido promotora icaR foram detectados (tabela 9). A figura 25 exibe

a frequéncia de carreamento dos genes individuais entre as amostras obtidas. Conforme

observado, o gene icaR foi o mais frequente, seguido pelo icaD e icaA respectivamente. icaB e
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icaC tiveram frequéncia de 11% e 8% respectivamente. A elevada frequéncia do gene icaR tem
uma consideravel importancia, pois acredita-se que ele atua na regulacdo ambiental do locus
ica, reprimindo a expressdao dos genes envolvidos na sintese da adesina intercelular
polissacaridica (PIA), responsavel pela formagao de biofilmes em Staphylococcus (CONLON
et al., 2002a). Assim, ainda que um determinado isolado possua os genes para formagdo de
biofilmes, a depender do estresse que a célula sofra em consequéncia de mudangas no ambiente,
estes genes nao serao transcritos (CONLON et al., 2002b). Uma vez no ambiente, incluindo
sob a forma de aerossois, bactérias podem ser submetidas a condi¢des adversas que nao
permitam a formacdo de biofilme, entretanto, o contato com superficies do corpor humano
expostas (incluindo feridas na pele ou membranas mucosas) e a presenca de condigdes
adqueadas, o gene icaR seria reprimido, e a transcrigdo do locus ica seria possivel
(JEFFERSON et al., 2004).

De todos os elementos genéticos do operon ica, os genes icad e icaD sdo os principais
em mediar a sintese do polissacarideo da matriz do biofilme. Isso porque na expressao conjunta
destes genes, esta matriz ¢ sintetizada em quantidades elevadas, aumentado a capacidade de
maturacdo do biofilme (KOKARE, 2009). Em nosso rastreamento, apenas 16 (9%) das
amostras foram positivas para detec¢@o conjunta de icaA e icaD, com esta ocorréncia verificada
somente em S. epidermidis. Este resultado corrobora com os resultados descritos por Gad et al.
(2009), que relataram alta frequéncia de detecg¢@o conjunta destes genes também nesta espécie.
Em outros estudos, diferente dos nossos resultados, a deteccdo conjunta destes genes foi
descrita também em S. aureus e S. haemolyticus (NOURBAKHSH; NAMVAR, 2016;
PINHEIRO et al., 2016). Contudo, ainda que um baixo percentual de amostras tenha exibido
simultaneamente icaAD, ndo podemos descartar a formagao de biofilmes pelos outros isolados
aqui relatados, pois outros genes também sao responsaveis por mediar este processo neste grupo
de bactérias (GOTZ, 2002). Esta sintese de biolfilmes em um mecanismo independente do locus
ica parece estar muito relacionado com a especificidade de cada isolado de Staphylococcus

(ARCHER et al., 2011).
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Figura 25 — Frequéncia de deteccio dos genes relacionados a sintese de biofilmes em
Staphylococcus.
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AUTOR, 2019.

Poucos sdo os trabalhos que buscaram investigar a presenca de genes para formagao de
biofilmes em Staphylococcus contaminantes do ar interior climatizado. Seguramente, este ¢ o
primeiro trabalho a verificar este fator de viruléncia em isolados obtidos a partir do ambiente
de cabine de aeronaves. Seo et al. (2008) detectaram genes relacionados a formacao de
biofilmes em S. epidermidis, S. aureus e S. hominis obtidos vérios ambientes publicos
artificialmente climatizados. Corroborando com o0s nossos resultados, os autores também
verificaram S. epidermidis como a espécie com maior frequéncia de deteccao destes genes.
Formacao de biofilmes foi verificado também em S. epidermidis coletados do ar em hospitais
e de aparelhos de ar condicionado de carros e residéncias (RAHMAN, 2019; BOTELHO et al.,
2012).

Neste estudo, S. epidermidis com potencial para formacao de biofilmes (expressao
conjunta de ica4D) foi detectado em amostras de ar coletadas dentro de aeronaves comerciais
(tabela 9). O ar interior climatizado em varios tipos de ambientes pode ser considerado um
eficiente meio para dispersdo de bactérias possivelmente patogénicas e multidroga resistentes
(NAZ et al., 2019), e de acordo com nossos resultados, especificamente para o ambiente de
cabine, passageiros e tripulagdo podem estar expostos a aerossois contendo S. epidermidis
formadores de biofilmes. Isto ¢ relevante pelo fato desta espécie juntamente com S. aureus
serem considerados importantes patdgenos nosocomiais € estdo entre os mais relacionados a
infecgdes persistentes decorrente da utilizagdo de dispositivos médicos comprometidos por

biofilmes (JAN-ROBLERO et al., 2016). Problemas como osteomielite, periodontite, peri-
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implantite, infec¢des relacionadas ao uso de dispositivos médicos, infeccdes oculares e de
feridas, endocardite e rinossinusite cronica s3o algumas das doengas causadas por
Staphylococcus spp. € que possui biofilmes como agravante (ARCHER et al., 2011). Embora
seja uma das principais bactérias a colonizar a pele ¢ membranas mucosas humana, S.
epidemidis pode ser considerado um importante patégeno oportunista, envolvido em véarios
tipos de infec¢des e com um agravante impactante que sdo os biofilmes (VUONG; OTTO,
2002). Este fato pode ser considerado um ponto significativo no que diz respeito a detecgao
desta bactéria no ar interior climatizado de aeronaves comerciais, conforme verificado no
presente estudo.

Uma vez instaurada uma infec¢do com presenca de biofilmes, o quadro clinico tende a
um gradual agravamento, isto porque Staphylococcus assim como outras bactérias formadoras
de biofilmes, tendem a escapar dos mecanismos de defesas do hospedeiro (JAN-ROBLERO et
al., 2016). Le et al. (2018) revisaram os mecanismos que permitem S. epidermidis evadir das
respostas imune do hospedeiro utilizando componentes da estrutura dos biofilmes e verificaram
que estas bactérias sdo capazes de modular multiplos aspcetos da resposta imune inata,
permitindo assim que persistam no organismo, levando a infec¢ao a um estado cronico.

Outra fascinante propriedade vista em Staphylococcus formadores de biofilmes ¢ a
capacidade de resistirem a terapia com antibioticos. Varios estudos descrevem os mecanismos
pelo qual a formacao de biofilmes ajuda na protecdo bacteriana contra a acao de antibidticos
(HOIBY et al., 2010; STEWART; COSTERTON, 2001). Acredita-se que a resisténcia a
antibidticos em bactérias organizadas em biofilmes possa ser aumentada cerca de 1000 vezes
(NEUPANE et al., 2016). Basicamente os mecanismos envolvidos nesta resisténcia sdo a
incapacidade de as drogas difundirem-se através da matriz polissacaridica do biofilme e
alcancar seu alvo na célula, bem como a redugao na eficiéncia dos antibidticos por meio da
atuacdo de moléculas presentes no biofilme (JAN-ROBLERO et al.,, 2016). Em nossos
resultados, 3 (2%) das amostras foram positivas para expressao conjunta de ica4D mais o gene
mecA, destacando a viruléncia e o provavel sucesso destes isolados como patégenos humanos.
Além de tudo o que ja foi exposto, a formacao de biofilmes em Staphylococcus pode contribuir
para a disseminagdo de determinantes de resisténcia bacteriana, pois confere um Otimo
ambiente para a transferéncia horizontal de genes (SOTO, 2014).

No presente estudo, foi demonstrada a contaminacdo microbidlogica do ar interior

climatizado por fungos e bactérias potencialmente patogé€nicos em aeronaves comerciais. Para
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além desta contaminacdo, os microrganismos aqui reportados sdo possuidores de mecanismos
altamente especializados (micotoxinas, alérgenos, COVM, genes de resisténcia e formacdo de
biofilmes), o que confere uma maior preocupacao quanto aos riscos de exposicao a qual estamos
suscetiveis neste tipo especifico de ambiente. Estes resultados deverdo, portanto, ser
direcionados a fim de considerarmos as questdes relativas a satidde humana no que diz respeito
ao transporte aéreo de passageiros, o que para o Brasil ainda tem sido pouco estudado.

Segundo a literatura, a cabine das aeronaves atualmente utilizadas na aviagdo mundial
tem sido considerada um ambiente com reduzida introdugdo de microrganismos nocivos a
satide humana, gracas ao funcionamento de filtros de ar com alta eficiéncia na separagdo de
particulas (filtro HEPA). Entretanto, ndo existe internacionalmente ou nacionalmente uma
legislagao que busque averiguar a eficiéncia, a periodicidade do funcionamento e manutengao
adequada destes filtros, nem mesmo o monitoramento da qualidade do ar que estd sendo
oferecido a passageiros e tripulantes.

Como qualquer outro filtro, a ndo observacao das devidas condi¢des de funcionamento
e matuten¢ao adequada dos filtros HEPA instalados em aeronaves pode levar ao acimulo e
multiplicagdo de microrganismos, comprometendo a sua eficiéncia e resultando na eventual
liberagdo de potenciais agentes infecciosos (JOE et al., 2014; PERRIER et al., 2008). Isto
porque a multiplicacdo de microrganismos nestes filtros pode provocar avarias nos mesmos, e
ao invés de atuarem na retencdo destes poluentes, eles estardo servindo como fonte para o
ambiente artificialmente climatizado (LIU et al.,, 2018). Assim, ao invés de atuarem
promovendo um ambiente com riscos minimos da presenca de contaminantes microbianos no
ar interior, acabam por auxiliar na dissemina¢do de importantes doengas infecciosas, o que pode
numa analise global ser importante no estabelecimento de surtos e epidemias.

Este trabalho apresenta uma limitagdo consideravel quando comparado a realizagdo de
coletas e investigacao durante o voo. Como nao hé no Brasil nenhuma norma regulamentadora
que permita realizar este monitoramento durante o percurso de viagem, a avaliacdo em voo
somente poderia acontecer em decorréncia de permissdo concedida pelas companhias aéreas.
Haja vista o desconhecimento acerca das questdes relativas a QAI por parte de muitos dos
representantes destas empresas, aliado a todos os tramites burocraticos e de seguranca
envolvidos, a permissdo ndo foi alcancada durante o periodo da realizacdo desta pesquisa.
Assim, € possivel que os resultados aqui relatados sejam parte de um todo que sé podera ser

melhor compreendido ap6s monitoramento a bordo das aeronaves. Infelizmente, ndo ¢ possivel
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prever até que ponto houve a influéncia de alguns dos fatores relacionados as coletas em solo
sobre os resultados aqui descritos. Contudo, ainda que essa influéncia seja significativa, este
trabalho vem demonstrar a necessidade de serem consideradas questdes relativas ao
monitoramento da QAI na aviagdo comercial brasileira, a semelhanga do que ocorre em outros

ambientes artificialmente climatizados.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Apo6s o monitoramento inédito da qualidade do ar interior em aeronaves comerciais que

realiza o transporte aéreo de passageiros no Brasil, ¢ possivel concluir que:

» Fungos potencialmente patogénicos, toxigénicos e alergénicos estiveram presentes no
ar em muitas das aeronaves avaliadas;

» Uma consideravel diversidade de bactérias Gram negativas e positivas possivelmente
patogéncicas foram detectadas nas amostras analisadas;

» Para espécies género Staphylococcus, foram detectados genes que conferiam
resisténcia a penicilina (blaZ), meticilina/oxacilina (mecA) e resisténcia cruzada aos
macrolideos, lincasamidas e estreptogramina B (ermA, ermB e ermC);

» Genes relacionados a sintese de biofilmes, foram detectados somente na espécie S.

epidermidis.

Considerando que a detec¢ao de microrganismos aéreos viaveis circulando no ambiente
de cabine ¢ de suma relevancia para a saude humana, a realizagcdo de avaliagdes exaustivas e
precisas da diversidade e concentragdo microbiana relacionadas aos sistemas de ar de aeronaves
comerciais torna-se de extrema valia a fim de compreendermos os riscos de exposi¢ao que
ocorrem neste tipo especifico de ambiente.

Os resultados aqui apresentados compdem parte das andlises que foram realizadas,
sendo prevista ainda a investigacdo da diversidade de fungos leveduriformes coletados nas
amostras de ar interior climatizado, bem como a pesquisa de genes de resisténcia nas bactérias

gram negativas de importancia clinica.
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