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 RESUMO 

 Fungos  são  seres  eucariontes,  cosmopolitas  podendo  ser  encontrados  em 
 ambientes  externo  e  interno,  podem  ser  propagados  de  diversas  formas  e  uma  delas 
 é  pelo  ar  denominados  fungos  anemófilos.  Devido  ao  seu  potencial  patogênico, 
 toxigênico  e  alergênico  eles  podem  estar  associados  a  doenças  alérgicas  como 
 rinites,  sinusites  e  câncer  devido  a  presença  de  micotoxinas.  Fatores  que 
 influenciam  a  dispersão  dos  bioaressóis  fúngicos  são  ar  condicionados  nos  diversos 
 ambientes,  e  um  destes  são  veículos  de  passeio  e  utilitários  que  são  utilizados 
 diariamente,  porém  a  falta  de  manutenção  destes  equipamentos  pode  causar 
 problemas  à  saúde  de  seus  ocupantes.  O  objetivo  deste  estudo  foi  avaliar  a 
 diversidade  biológica  dos  fungos  possivelmente  patogênicos,  toxigênicos  e 
 alergênicos  em  filtros  de  ar  condicionado  de  automóveis.  Para  isso  foram  recolhidos 
 30  filtros  de  automóveis  em  concessionárias  durante  a  manutenção  do  veículo  de 
 Maceió.  Os  filtros  recolhidos  dos  automóveis  foram  medidos,  cortados  e  colocados 
 em  tubo  Falcon  com  água  destilada,  autoclavados,  levados  à  centrífuga  á  7000 
 rotação  por  minuto  (rpm),  plaqueada  em  meio  ágar  sabouraud  dextrose  e  em 
 seguida  colocadas  na  estufa  a  28ºC  por  aproximadamente  7  dias.  Após  crescimento 
 dos  fungos,  realizou-se  a  contagem  das  unidades  formadoras  de  colônias  (UFC), 
 seguido  pelo  isolamento  das  colônias  de  interesse,  utilizando  a  técnica  de  cultura 
 central.  Para  identificação  taxonômica  das  espécies  foram  utilizadas  chaves  com 
 base  nas  características  morfológicas.  Foram  identificadas  11  espécies  de  fungos, 
 podendo  ser  potencialmente  patogênicas  e  toxigênicas,  porém  testes  feitos  com 
 ágar  coco  deram  negativos  (100%)  para  a  presença  de  micotoxinas  Após  as 
 análises  dos  filtros  os  gêneros  de  fungos  anemófilos  mais  frequentes  foram 
 Paecilomyces  spp.  (80%),  Acremonium  spp.  (56,7%)  e  Cladosporium  spp.  (40%). 
 Pelos  resultados  apresentados,  foi  possível  concluir  que  é  importante  que  sejam 
 realizados  manutenção  periódica  nos  filtros  dos  ar  condicionado  pois  serve  de 
 substrato para o crescimento fúngicos potencialmente patogênicos e toxigênicos. 

 Palavras-chave:  Metabólitos  Fúngicos,  Síndrome  do  Edifício  Doente,  Qualidade  do 
 Ar Interior, Alergias. 



 ABSTRACT 

 Fungi  are  eukaryotic  beings,  cosmopolitan  and  can  be  found  in  external  and  internal 
 environments,  they  can  be  propagated  in  several  ways  and  one  of  them  is  called 
 airborne  fungi.  Due  to  their  pathogenic,  toxigenic  and  allergenic  potential,  they  may 
 be  associated  with  allergic  diseases  such  as  rhinitis,  sinusitis  and  cancer  due  to  the 
 presence  of  mycotoxins.  Factors  that  affect  the  dispersion  of  fungal  bioarsols  are  air 
 conditioning  in  different  environments,  and  one  of  these  are  passenger  and  utility 
 vehicles  that  are  used  daily,  but  the  lack  of  maintenance  of  this  equipment  can  cause 
 health  problems  for  its  occupants.  The  aim  of  this  study  was  to  evaluate  the 
 biological  diversity  of  possibly  pathogenic,  toxigenic  and  allergenic  fungi  in  car  air 
 conditioning  filters.  For  this,  30  vehicle  filters  were  collected  from  vehicles  during  the 
 maintenance  of  the  vehicle  in  Maceió.  The  filters  collected  from  the  engines  were 
 measured,  cut  and  placed  in  a  Falcon  tube  with  distilled  water,  autoclaved,  taken  to  a 
 centrifuge  at  7000  rotations  per  minute  (rpm),  plated  in  a  medium  of  sabouraud 
 dextrose  agar  and  then  placed  in  an  oven  at  28ºC  for  approximately  7  days  .  After  the 
 fungi  had  grown,  the  colony  forming  units  (CFU)  were  counted,  followed  by  the 
 isolation  of  the  colonies  of  interest,  using  the  central  culture  technique.  For  taxonomic 
 identification  of  species,  keys  based  on  morphological  characteristics  were  used. 
 Eleven  species  of  fungi  were  identified,  which  could  be  potentially  pathogenic  and 
 toxigenic,  but  the  tests  performed  with  coconut  agar  were  negative  (100%)  for  the 
 presence  of  mycotoxins.  (80%),  Acremonium  spp.  (56.7%)  and  Cladosporium  spp. 
 (40%).  Based  on  the  results  presented,  it  was  possible  to  conclude  that  it  is  important 
 to  carry  out  periodic  maintenance  on  air  conditioning  filters,  as  they  serve  as 
 substrates for the growth of potentially pathogenic and toxigenic fungi. 

 Keywords:  Fungal  Metabolites,  Sick  Building  Syndrome,  Indoor  Air  Quality, 
 Allergies. 
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 1 INTRODUÇÃO 

 Ambientes  artificialmente  climatizados  fazem  parte  do  dia  a  dia  da  nossa 

 sociedade,sendo  um  local  no  qual  a  maioria  das  pessoas  passam  grande  parte  do 

 seu  tempo,  como  escritórios,  bancos  entre  outros  (  SCHIRMER,  et  al.  ,  2011).  Estes 

 ambientes  possuem  algumas  características  e  uma  delas  é  a  pouca  circulação  do  ar 

 que  influencia  no  desenvolvimento  do  microecossistema  interno,  devido  a  presença 

 de  diferentes  poluentes,  podendo  ser  químicos,  físicos  e  biológicos.  (SANTANA; 

 FORTUNA, 2012). 

 O  ar  condicionado  é  um  equipamento  que  se  tornou  indispensável,  inclusive 

 em  automóvel,  principalmente  no  Brasil  devido  ao  clima,  porém  é  necessário 

 cuidados  específicos  com  esse  equipamento  para  que  não  sirva  de  substrato  para  o 

 crescimento de microrganismos (SUTIL  et al.  , 2019). 

 Os  bioaressóis  são  contaminantes  do  ar  de  ambientes  internos  de  origem 

 biológica  podendo  ser  bactérias,  fungos,  vírus  e  pólens  que  dependem  de  diversos 

 fatores  para  permanecer  no  ambiente  como  umidade  e  temperatura  (PANTOJA  et 

 al.,  2007).  São  comumente  associados  à  síndrome  do  edifício  doente  (SED)  e 

 consequentemente  a  diversas  reações  alérgicas  devido  a  alta  taxa  de  concentração 

 no ambiente (GONÇALVES  et al.  , 2019). 

 Os  bioaressóis  fúngicos  permanecem  no  ar  através  de  suas  estruturas  como 

 conídios  ou  esporos  e  também  produzem  metabólitos  secundários  como 

 micotoxinas,  alérgenos  e  compostos  orgânicos  voláteis  (TAKAHASHI,  LUCAS,  2008; 

 GONÇALVES;  PELEGRINI,  2017).  Dentre  os  metabólitos  secundários,  as 

 micotoxinas  são  estudadas  com  frequência  devido  a  seus  efeitos  tóxicos 

 relacionados  diretamente  ao  desenvolvimento  de  câncer.  Os  alérgenos  e  compostos 

 orgânicos  voláteis  estão  associados  ao  aumento  das  reações  alérgicas  no  quadro 

 de pessoas asmáticas, rinite  e sinusite (OLIVEIRA; PALUCH, 2015). 

 Há  uma  diversidade  de  gêneros  e  espécies  fúngicas  que  estão  associadas  a 

 micoses  e  doenças  respiratórias  como  descritos  em  estudos  realizados  em 

 hospitais  com  pessoas  imunocomprometida,  que  podem  desenvolver  doenças  mais 

 severas  devido  aos  esporos  fúngicos  que  ficam  dispersos  no  ar  e  uma  dessas 

 doenças é a aspergilose (NEUFELD, 2020). 

 Sendo  assim,  os  bioaerossóis  fúngicos  são  considerados  indicadores  que 

 atestam  a  qualidade  do  ar  interior,  o  que  torna  essencial  estudos  de  identificação  da 
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 diversidade  e  frequência  destes,  além  dos  ambientes  internos  como  residências  e 

 edificações  com  sistema  de  refrigeração  além  de  automóveis  utilizados  por  uma 

 grande  quantidade  de  pessoas,  que  podem  estar  expostas  a  bioaerossóis  fúngicos 

 no  interior  de  seus  veículos  cuja  falta  de  manutenção  podem  fazer  com  que  os  filtros 

 sejam  substrato  para  o  crescimento  destes  microrganismos  (MISKALO;  SANTOS, 

 2018). 
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 2 OBJETIVOS 

 2.1 Objetivo geral 

 Identificar  e  analisar  a  diversidade  de  fungos  filamentosos  presente  no 

 sistema de ar condicionado de automóveis. 

 2.2 Objetivos específicos 

 ●  Isolar os fungos filamentosos dos filtros nos automóveis; 

 ●  Identificar os fungos isolados através da chave de identificação; 

 ●  Estimar a diversidade de fungos encontrados nos filtros de automóveis; 

 ●  Identificar espécies possivelmente patogênicas e toxigênicas para humanos. 
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 3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 3.1 Caracterização geral dos fungos 

 Os  fungos  são  organismos  eucariontes,  heterotróficos  em  sua  maioria 

 saprófitos,  obtendo  nutrientes  através  de  matéria  orgânica  em  decomposição  e 

 parasitas.  Sua  parede  celular  é  constituída  por  quitina  e  uma  variedade  de  glucanos. 

 (  TAKAHASHI  et  al  .,  2017  ).  São  considerados  ubíquos  por  estarem  amplamente 

 distribuídos  pela  natureza  podendo  ser  encontrados  na  água,  no  solo,  no  ar,  nas 

 plantas,  entre  outros  ambientes.  Estes  organismos  fazem  parte  do  reino  Fungi  e  são 

 classificados  através  das  características  dos  seus  esporos  ou  conídios.  (BERNARDI 

 et al,  2007; BENASSI; ALMEIDA, 2020). 

 Estes  organismos  apresentam  duas  unidades  morfológicas  básicas,  as 

 leveduras  que  são  organismos  unicelulares  e  os  filamentosos  multicelulares.  Os 

 fungos  filamentosos  apresentam  filamentos  densamente  unidos  conhecidos  como 

 hifas,  e  o  seu  conjunto  ramificado  pode  ser  chamado  de  micélio.  (PELCZAR  ,  et  al.  , 

 1997; LEITE  et al  ., 2005;  TAKAHASHI  et al  ., 2017  ). 

 Os  fungos  filamentosos  podem  ser  classificados  através  da  sua  reprodução 

 sexuada,  porém  quando  não  é  detectada  a  identificação  é  realizada  através  dos 

 órgãos  de  reprodução  assexuadas  que  ocorrem  através  da  fragmentação  das  hifas 

 ou  esporos  assexuais  que  são  produzidos  através  da  mitose  pelas  hifas  e  hifas 

 especializadas (CRUZ  et al.,  2007). 

 São  classificados  pela  taxonomia  clássica  através  da  análise  de  suas 

 características  macroscópicas  e  microscópicas  (  TAKAHASHI  et  al  .,  2017  ),  sendo  as 

 características  macroscópicas  coloração,  textura  do  micélio,  tempo  de  crescimento  e 

 liberação  de  pigmentação  no  meio  de  cultura.  As  microscópicas  são  tamanho  das 

 hifas  presença  (septos)  ou  ausência  (cenocíticas)  de  uma  parede  transversal  e 

 tamanho  e  forma  dos  conídios  ou  esporos  (GUARRO  et  al.  ,  1999;  LEITE  et  al  .,  2005; 

 TAKAHASHI  et al  ., 2017  ). 

 A  dispersão  dos  fungos  ocorre  de  diversas  formas  na  natureza,  podendo  ser 

 através  do  ar  atmosférico,  homem,  animais,  insetos,  água  entre  outros.  Os  fungos 

 que  possuem  uma  dispersão  aérea  que  tem  o  ar  atmosférico  como  meio  de 

 propagação  mais  comum,  são  conhecidos  como  fungos  anemófilos  (PEREIRA,  et 

 al  .,  2014).  Os  fungos  anemófilos  são  dispersos  com  facilidade  podendo  facilmente 

 contaminar  ambientes  internos  como  prédios,  residências,  escritórios,  escolas  e 
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 hospitais.  Alguns  fatores  como  a  umidade  relativa  do  ar,  temperatura  e  pH  e 

 materiais  presentes  que  servem  como  substrato  para  esses  microrganismos  podem 

 influenciar para permanência do mesmo no ambiente (LIMA,  et al.,  2019). 

 Os  fungos  conseguem  obter  um  bom  crescimento  no  ambiente  com 

 temperaturas  de  20ºC  a  30ºC,  umidade  em  65%,  comumente  encontrados  em 

 ambientes  fechados  como  hospitais,  escolas,  e  escritórios  (CORUJEIRA,  1973; 

 LOBATO  et  al.  ,  2009).  Os  gêneros  de  fungos  anemófilos  que  são  frequentemente 

 relatados  na  literatura  são  Aspergillus  ,  Penicillium  e  Cladosporium  (LIMA  et  al., 

 2019). 

 3.2 Ambientes artificialmente climatizados e bioaerossóis fúngicos 

 Os  ambientes  artificialmente  climatizados  trouxeram  conforto  térmico  para  as 

 pessoas,  no  entanto  são  propícios  para  a  proliferação  de  microorganismos  que 

 podem  oferecer  riscos  à  saúde  de  seus  ocupantes  (SOUSA;  FORTUNA,  2011).  A 

 higienização  incorreta  dos  filtros  e  dutos  de  ar  condicionado  dos  ambientes 

 artificialmente  climatizados  influencia  no  crescimento  de  fungos,  bactérias  e  vírus 

 (SANTANA; FORTUNA, 2012). 

 A  preocupação  com  a  qualidade  do  ar  de  interiores  (QAI)  é  crescente  em  todo 

 o  mundo,  pois  é  um  fator  de  risco  para  a  saúde  pública  e  está  associada  ao 

 crescimento  de  doenças  respiratórias  e  desencadeamento  de  reações  alérgicas 

 entre outros sintomas (CALDEIRA  et al  ., 2012). 

 Os  sintomas  que  são  comumente  relatados,  podem  ser:  dores  de  cabeça, 

 espirros,  rinite,  crises  alérgicas  entre  outros  e  pode  estar  associado  com  a  Síndrome 

 do  Edifício  Doente  (SED)  (TEIXEIRA  et  al  .,  2005;  SCHIRMER  et  al  .,  2011;  PANTOJA 

 et al  ., 2016; SOARES; FERNANDES, 2020). 

 A  SED  é  definida  pela  Organização  Mundial  de  Saúde  (OMS)  como  um  prédio 

 específico  onde  os  ocupantes  apresentam  sintomas  sem  origem  determinada,  não 

 conseguindo  identificar  a  causa,  com  sintomas  de  algo  desconhecido  sem 

 diagnóstico  definido  (  KAVGIC  et  al  .,  2008;  SCHIRMER  et  al  .,  2011;  SOARES; 

 FERNANDES, 2020). 

 Para  um  determinado  prédio  ser  considerado  como  SED,  seus  ocupantes 

 devem  estar  com  sintomas  característicos,  que  perdurem  mais  de  duas  semanas,  e 

 desaparecem  quando  as  pessoas  não  estão  no  edifício  (GIODA;  NETO,  2003; 

 SCHIRMER  et al.  , 2011; MARTINS; BERTOTTI, 2019). 
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 Os  principais  fatores  que  influenciam  a  SED  são  aerodispersóides  como 

 poeira,  bioaerossóis  como  fungos,  bactérias  e  vírus,  e  compostos  orgânicos  voláteis 

 (COVs)  que  são  gerados  pelo  metabolismo  humano  e  por  microrganismos,  e  a  má 

 higienização dos climatizadores de ar (SCHIRMER  et  al.  , 2011). 

 Os  bioaerossóis  fúngicos  são  encontrados  no  ar  atmosférico  e  nos  ambientes 

 internos  climatizados  artificialmente  pois  são  transportados  por  pessoas  e  animais 

 que  estejam  neste  ambiente,  como  mostrado  na  figura  1  (PRUSSIN;  MARR,  2015). 

 Nestes  ambientes  há  maior  proliferação  destes  microorganismos  devido  a  falta  de 

 renovação  no  ar  associado  à  limpeza  inadequada  dos  equipamentos  e  fluxo 

 constante  de  pessoas  e  animais  propiciando  o  crescimento  de  diversos 

 microorganismos  como  fungos,  vírus  e  bactérias  (PANTOJA  et  al  .,  2012;  OLIVEIRA; 

 BORGES, 2015). 
 Figura 1.  Fontes de bioaerossóis em ambientes internos 

 Fonte:  Prussin; Marr (2015) 

 Os  fungos  anemófilos  são  frequentemente  encontrados  em  ambientes 

 internos  que  possuem  climatização  artificial  com  características  específicas  que 

 favorecem  o  seu  crescimento  servindo  como  substrato  para  a  nutrição  deste 

 organismo. (CALUMBY  et al.  , 2019). 

 Algumas  das  espécies  de  fungos  anemófilos  que  são  encontrados  em 

 ambientes  climatizados  são  aeroalérgenos  e  estão  associados  a  rinites  alérgicas  e 
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 asma  (MARTINS  et  al.  ,  2005;  FLORES;  ONOFRE,  2010).  Os  fungos  anemófilos  que 

 podem  oferecer  risco  à  saúde  das  pessoas  e  que  são  comumente  encontrados  em 

 ambientes  artificiais  são  do  gênero  Aspergillus  sp.,  Penicillium  sp.  Cladosporium  sp. 

 (VENCESLAU  et al  ., 2012). 

 3.3  Metabólitos  fúngicos:  micotoxinas,  alérgenos  e  compostos  orgânicos 
 voláteis 

 Os  metabólitos  fúngicos  fazem  parte  do  metabolismo  secundário  dos  fungos, 

 podendo  ter  diversas  utilizações  nas  indústrias  e  serem  estudados  devido  ao  seu 

 potencial  carcinogênico  (TAKAHASHI;  LUCAS,  2008;  GONÇALVES;  PELEGRINI, 

 2017). 

 As  micotoxinas  são  metabólitos  secundários  produzidos  por  algumas 

 espécies  de  fungos  filamentosos  e  os  principais  gêneros  produtores  de  micotoxinas 

 são  Aspergillus  ,  Penicillium  e  Fusarium  (FREIRE  et  al.,  2007;  GONÇALVES; 

 PELEGRINI,  2017;  PRESTES  et  al.  ,  2019).  Estes  compostos  são  produzidos  no  final 

 da  fase  exponencial  dos  fungos  filamentosos  e  a  ocorrência  dos  fungos  toxigênicos 

 depende  de  vários  fatores  como  substrato,  temperatura,  pH  e  umidade  (MAZIERO; 

 BERSOT,  2010;  ARRUDA;  BERRETA,  2019).  São  conhecidas  pelos  seus  efeitos 

 deletérios  em  humanos  e  animais  pois  possui  características  cumulativas,  estando 

 relacionadas  a  uma  variedade  de  doenças  capazes  de  induzir  efeitos 

 carcinogênicos,  mutagênicos  e  hepatotóxicos  (FREIRE  et  al.  ,  2007;  PEREIRA; 

 SANTOS, 2011; SOARES et al.,  2013). 

 A  aflatoxina  é  uma  das  micotoxinas  mais  conhecidas,  podendo  estar  presente 

 em  grãos  de  amendoim  e  podendo  ser  produzida  por  Aspergillus  flavus  e  Aspergillus 

 parasiticus  ,  conferindo  a  estes  um  potencial  toxigênico  (PEREIRA;  SANTOS,  2011). 

 As  micotoxinas  podem  causar  efeitos  tóxicos  à  saúde  podendo  causar  câncer  e 

 problemas  hepáticos.(IAMANAKA,  OLIVEIRA;  TANIWAKI,  2010).  São  diversas 

 espécies de fungos que são produtores de micotoxinas (Quadro 1). 
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 Quadro 1.  Espécies produtoras de micotoxinas 

 Micotoxinas  Espécies 

 Aflatoxina  Aspergillus flavus 

 Ocratoxina  Penicillium  spp  . e Aspergillus  spp. 

 Zearalenona  Fusarium graminearum  e  Fusarium 
 culmorum 

 Fumonisina  Fusarium verticillioides e Fusarium 
 proliferatum 

 Tricotecenos  Fusarium  spp. 

 Patulina  Aspergillus  spp.;  Penicillium  spp  . e 
 Byssochlamys  spp. 

 Fonte:  Adaptado de Gonçalves;Pelegrini (2017). 

 A  resposta  do  organismo  e  reações  pela  contaminação  por  micotoxinas 

 dependerá  da  quantidade  de  toxina  fúngica  que  esse  indivíduo  foi  exposto  atrelado  a 

 sua  saúde.  A  maior  parte  dos  relatos  de  contaminação  de  indivíduos  a  micotoxinas 

 fúngicas  é  a  ingestão  de  alimentos,  porém  estudos  apontam  a  contaminação  através 

 da  inalação  dessas  micotoxinas  que  podem  estar  presente  no  ambiente  mesmo  sem 

 a presença dos fungos (SANTOS  et al.  , 2016). 

 Os  compostos  orgânicos  voláteis  (COVs)  fazem  parte  do  metabolismo 

 secundário  dos  fungos  e  são  compostos  de  baixo  peso  molecular  que  podem  ser 

 vaporizados.  Possuem  baixa  solubilidade  em  água  e  um  odor  característico, 

 popularmente  conhecido  como  cheiro  de  mofo.  (MORAES  et  al.,  2020).  Uma 

 espécie  de  fungos  pode  liberar  diversos  tipos  de  COVs,  dependendo  do  substrato  e 

 dos  fatores  ambientais  disponíveis.  Estão  relacionados  a  sintomas  de  SED  como 

 fadiga, espirros, dores de cabeça entre outros (SCHIRMER  et al  ., 2011). 

 Os  alérgenos  fúngicos  são  em  sua  maioria  proteínas  e  polissacarídeos  que 

 geram  uma  resposta  imunológica  que  desencadeia  a  formação  de  IgE  específica 

 induzindo  reações  alérgicas.  (CROCE  et  al  .,  2003;  BEZERRA  et  al  .,  2011;  BARROS 

 et al.  , 2014). 

 Os  fungos  alergênicos  estão  presentes  nos  ambientes  sendo  responsáveis 

 por  diversas  manifestações  respiratórias  alérgicas  podendo  causar  rinites,  sinusites 
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 fúngicas  alérgicas,  asma  e  alveolite.  (OLIVEIRA;  BORGES,  2015).  Os  indivíduos 

 que  possuem  sensibilização  aos  fungos  podem  possuir  um  agravamento  na  asma  e 

 aparecimento de doenças alérgicas.(CROCE  et al  ., 2003). 

 Existe  uma  grande  diversidade  de  alérgenos  fúngicos  que  são  encontrados 

 na  parede  celular  dos  fungos  que  estão  dispersos  no  ar  através  de  seus  conídios, 

 hifas,  esporos  etc  (LOPEZ-RIBOT  et  al.  ,  1991).  Há  diversos  gêneros  fúngicos  que 

 possuem espécies com potencial alergênico, assim como mostrado no quadro 2. 

 Quadro 2  . Gêneros frequentementes associados a reações  alérgicas 

 Gêneros 

 Alternaria  Cladosporium  Fonsecaea 

 Aspergillus  Curvularia  Helminthosporium 

 Aureobasidium  Drechslera  Mucor 

 Bipolaris  Epicoccum  Paecilomyces 

 Botrytis  Exserohilum  Penicillium 

 Candida  Fusarium  Scedosporium 

 Fonte:  adaptado OLIVEIRA; BORGES, (2015). 

 Os  fungos  que  são  comumente  encontrados  como  alérgenos  em  ambientes 

 intradomiciliares  são  Aspergillus  e  Penicillium  ;  gêneros  como  Cladosporium  , 

 Fusarium,  Bipolaris  etc  são  encontrados  em  ambientes  internos  e  externos 

 (MEZZARI  et al.  , 2003; SILVA, 2004). 

 Estes  gêneros  fúngicos  que  são  comumente  citados  na  literatura  estão 

 associados  a  diversos  tipos  de  reações  alérgicas  de  indivíduos  que  estão  presentes 

 em  grande  parte  do  seu  dia  em  ambientes  fechados  podendo  causar  uma  resposta 

 ao  sistema  imune  devido  a  inalação  dos  esporos  ou  conídios  fúngicos  (MENEZES  et 

 al.  , 2004). 
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 3.4 Sistema de climatização automotivo 

 No  Brasil  há  um  regulamento  conhecido  como  Resolução  RE  nº  9,  de  16  de 

 janeiro  de  2003,  elaborado  pela  Agência  Nacional  de  Vigilância  Sanitária  (ANVISA) 

 com  orientações  para  os  “Padrões  Referenciais  da  Qualidade  do  Ar  de  Interiores  em 

 ambientes  climatizados  artificialmente  de  uso  público  e  coletivo”,  que  estabelece 

 fundamentos a respeito da QAI em ambientes climatizados. 

 Um  sistema  de  climatização  deve  controlar  a  umidade  relativa,  a  temperatura 

 e  pressão  interna  do  ambiente,  propiciar  um  ambiente  limpo,  sem  odores  e 

 poluentes  para  seus  ocupantes,  filtrando  ou  diluindo  o  ar  em  níveis  aceitáveis. 

 (OLIVEIRA,  et al.  , 2019). 

 Com  isso  o  sistema  de  climatização  utilizado  nos  ambientes  é  de 

 Aquecimento,  Ventilação  e  Ar  Condicionado  (AVAC)  ou  conhecido  como  sistema 

 AVAC, utilizado para manter uma boa qualidade do ar interior (GOMES, 2002). 

 O  sistema  de  refrigeração  automotiva  é  um  sistema  AVAC  e  o  uso  de  ar 

 condicionado  vem  crescendo  ao  longo  dos  anos  nos  veículos  automotivos  devido  a 

 facilidade  e  disponibilidade.  Este  equipamento  tornou-se  um  item  indispensável  nos 

 automóveis  brasileiros  devido  ao  clima  no  país  e  ao  conforto  que  o  mesmo 

 proporciona  para  os  passageiros  (SUTIL  et  al.,  2019).  Apesar  do  conforto  é 

 necessário  serem  feitas  manutenções  recorrentes  no  sistema  de  ar  condicionado 

 veicular.  (MISKALO;  SANTOS,  2018).  Doenças  respiratórias  são  adquiridas  devido  a 

 presença  de  bioaerossóis  que  podem  se  instalar  no  sistema  de  refrigeração 

 podendo ser inalados (MOURA  et al.  , 2020). 
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 4 METODOLOGIA 

 4.1 Obtenção dos filtros e processamento das amostras 

 Foram  realizadas  coletas  de  filtros  de  ar  condicionado  de  automóveis  de 

 passeio  em  concessionárias  de  automóveis  em  Maceió,  no  período  de  junho  de 

 2019  a  fevereiro  de  2020,  correspondente  ao  período  chuvoso  e  seco  do  ano, 

 respectivamente.  O  material  obtido  através  das  concessionária  por  ocasião  da 

 manutenção  dos  veículos,  foi  transportado,  armazenado  e  processado  no 

 Laboratório  de  Genética  e  Microbiologia  Aplicada  (BIOGEN)  da  Universidade 

 Federal de Alagoas (UFAL). 

 De  maneira  geral,  os  filtros  de  carros  apresentam  um  formato  sanfonado  nos 

 quais  foram  medidos  largura  e  comprimento  (Figura  2),  de  maneira  distendida  e 

 não  distendida.  Logo  após,  retirou-se  1/5  cm  do  comprimento  total  do  filtro 

 estendido  para  realizar  o  processamento  da  amostra.  Após  o  recorte,  as  amostras 

 foram  cortadas  e  armazenadas  em  um  tubo  falcon  de  50  mL  contendo  solução 

 salina,  e  submetidas  ao  vórtex  durante  5  minutos  para  decantação  do  máximo  de 

 material suspenso possível dos filtros. 

 Após  a  agitação,  as  amostras  foram  distribuídas  em  dois  tubos  Falcons  de  15 

 mL,  sendo  posteriormente  submetidos  à  centrifugação  durante  10  minutos  a  7000 

 rpm  sendo  o  sobrenadante  descartado  e  o  material  centrifugado  dos  dois  tubos  foi 

 colocado  em  um  único  tubo  falcon  de  15  mL  totalizando  10  mL  do  cebtrifugado.  Este 

 conteúdo  foi  disposto  novamente  na  centrífuga  por  10  minutos  a  7000  rpm.  Após 

 esse  processo,  obteve-se  a  amostra  resultante  dos  filtros  para  seguimento  dos 

 procedimentos de inoculação e crescimento microbiano. 
 Figura 2.  Filtros de cabine de automóveis. 

 1 - Filtro não distendido; 2 - Filtro distendido 

 Fonte  . Autora, 2023 
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 4.2 Preparo de soluções e meios de cultura 

 As  soluções  e  os  meios  de  cultura  utilizados  neste  trabalho  foram  preparados 

 e  esterilizados  por  15  minutos  a  121  ºC  em  autoclave.  Pode-se  observar  os  materiais 

 utilizados no quadro 3 e 4. 

 Quadro 3.  Meios de cultura 

 Meios de Cultura  Componentes  Utilização 

 Ágar Sabouraud Dextrose  Dextrose…………..……..40 g 
 Peptona………….……....10 g 
 Ágar…………..……..…...15 g 
 Água destilada….…1000 mL 
 Ampicilina………………10  μL 

 Plaqueamento  das 
 amostras  para 
 crescimento 
 microbiano  e 
 isolamento  de 
 espécies fúngicas. 

 Ágar Lactrimel  Farinha de trigo…………20 g 
 Leite……………..…...200 mL 
 Ágar………………...……20 g 
 Mel de Abelha……..………7g 
 Água destilada…..….800 mL 

 Preparo de lâminas de 
 identificação fúngica 
 através da técnica de 
 microcultivo. 

 Ágar Coco  Leite de Coco…….....200 mL 
 Ágar……………………...20 g 
 Água Destilada……...600 mL 

 Detecção presuntiva 
 de fungos 
 micotoxigênicos. 

 Quadro 4  . Soluções 

 Solução  Componentes  Utilização 

 Corante Lactofenol Azul  Ácido lático…..……...10 g 
 Ácido fênico………....10 g 
 Glicerina……..………20 g 
 Água destilada….…10 mL 

 Coloração das lâminas 
 fúngicas para a 
 visualização no 
 microscópio óptico. 

 Ampicilina  Águas destilada……10mL 
 1 Cápsula 500mg...100mL 

 Antibacteriano 

 4.3 Inoculação das amostras 

 Antes  da  inoculação,  60  μL  d  as  amostras  foram  diluídas  140μL  de  H2O 

 destilada  e  autoclavada.  Em  seguida,  aliquotadas  100  μL  foram  espalhadas  em 

 placas  de  Petri  descartáveis  (90x15mm)  contendo  o  meio  sólido  Sabouraud 
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 Dextrose  com  Ampicilina  para  obter-se  apenas  o  crescimento  de  cepas  fúngicas. 

 Para  um  melhor  esgotamento  do  sobrenadante  das  amostras,  utilizou-se  uma  alça 

 de  Drigalski  de  vidro.  Posteriormente  a  esse  procedimento,  as  placas  foram 

 mantidas  na  estufa  a  28  ºC  por  um  período  de  sete  dias.  Após  o  crescimento 

 fúngico, realizou-se registros fotográficos das colônias. 

 4.4  Determinação  de  unidades  formadoras  de  colônias  e  purificação  de 
 isolados fúngicos 

 Após  o  período  de  crescimento  microbiano,  ocorreu  a  contagem  das 

 Unidades  Formadoras  de  Colônia  (UFC).  Em  seguida,  as  colônias  fúngicas  foram 

 selecionadas  através  de  suas  características  macroscópicas  e  inoculadas  em  placas 

 de  Petri  contendo  o  meio  de  cultura  Sabouraud  através  da  técnica  de  cultura  central. 

 Essa  técnica  consiste  na  captura  de  uma  porção  do  fungo  com  uma  alça  de  platina  e 

 inserção  no  centro  da  placa  de  Petri  contendo  o  meio  nutritivo,  seguido  de  incubação 

 em estufa a 28 ºC por sete dias. 

 O  objetivo  da  cultura  central  é  o  crescimento  de  colônias  fúngicas  puras, 

 facilitando  assim  a  identificação  posterior  da  espécie  fúngica.  Com  essa  técnica 

 podemos  analisar  o  tempo  de  crescimento  do  fungo,  além  de  características  do 

 micélio, coloração do verso e reverso da colônia, entre outras (figura 3). 

 Figura 3.  Cultura central de  Paecilomyces lilacinus  em Ágar Sabouraud Dextrose 

 Fonte:  Autora, 2022 
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 4.5 - Microcultivo e identificação das espécies fúngicas 

 O  preparo  das  lâminas  para  observação  microscópica  dos  fungos  foi 

 realizada  com  a  técnica  de  microcultivo  de  RIDDELL  (1950),  que  consiste  na 

 inoculação  de  um  fragmento  de  micélio  do  fungo  de  interesse  ao  redor  de  um  bloco 

 retangular  de  meio  de  cultura  Ágar  Lactrimel  em  placas  de  Petri  com  um  filtro  úmido 

 internamente.  Sobre  os  blocos  de  meio  de  cultura  foram  adicionadas  lamínulas  e, 

 em  seguida,  as  placas  foram  incubadas  em  estufa  à  28  ºC  por  aproximadamente  7 

 sete dias. 

 A  determinação  dos  epítetos  específicos  dos  fungos  foi  feita  através  da  chave 

 de  identificação  para  espécies  de  fungos  (HOOG  et  al.,  2000).  A  identificação 

 macroscópica  foi  realizada  através  das  características  morfológicas  dos  isolados, 

 tais  como  o  tempo  de  crescimento  e  tamanho  da  colônia  durante  esse  período  e  a 

 coloração  do  verso  e  reverso  das  colônias.  Após  o  período  de  incubação,  as 

 lamínulas  foram  retiradas  e  as  lâminas  preparadas  através  coloração  com  Azul  de 

 Lactofenol para análise morfológica em microscopia óptica (Figura 4 e 5). 

 Figura 4.  Desenho esquemático da técnica de microcultivo 

 Fonte:  Autora, 2023 
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 Figura 5.  Esquema das etapas da metodologia para identificação  dos fungos filamentosos 

 Fonte:  Autora, 2023. 
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 5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 No  presente  trabalho  foi  detectada  a  presença  de  uma  variedade  de  carga 

 fúngica  nos  filtros  de  automóveis  analisados  e  pode-se  observar  que  nos  30  (100%) 

 filtros  coletados  houve  contaminação  por  fungos.  Ao  todo  foram  identificadas  10 

 espécies conforme descrito na tabela 1. 

 No  total  foram  isolados  e  identificados  seis  gêneros  fúngicos,  sendo  eles 

 Acremonium  spp,.  Cladosporium  spp.,  Fonsecaea  sp.,  Paecilomyces  spp., 

 Penicillium  spp.  e  Trichoderma  sp.  Os  gêneros  fúngicos  com  maior  frequência  neste 

 estudo  foram  Paecilomyces  spp.  estando  presente  em  24  filtros  (80%),  Acremonium 

 spp. 17 filtros (56,7%) seguido de  Cladosporium  spp.  em 12 filtros (40%). 

 As  espécies  mais  frequentes  foram  Paecilomyces  viridis  (53,3%),  seguido  de 

 Paecilomyces  variotii  (16,7%),  Cladosporium  cladosporioides  (16,7%)  e  espécies 

 não identificadas de  Acremonium  spp. (33,3%). 
 Tabela 1.  Gêneros e espécies  fúngicas identificadas  e sua frequência em filtros de carro de passeio 

 Gêneros / Espécies  Frequência (N) Filtros 

 Acremonium  33,3% 

 Acremonium kiliense  13,4% 

 Acremonium strictum  10% 

 Cladosporium  13,3% 

 Cladosporium cladosporioides  16,7% 

 Cladosporium sphaerospermum  10% 

 Fonsecaea compacta  6,7% 

 Mycelia sterilia  13,3% 

 Paecilomyces lilacinus  10% 
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 Gêneros / Espécies  Frequência (N) Filtros 

 Paecilomyces variotii  16,7% 

 Paecilomyces viridis  53,3% 

 Penicillium commune  10% 

 Penicillium expansum  3,3% 

 Trichoderma  3,3% 

 N= número de filtros 30. 
 Fonte:  Autora, 2023. 

 Das  11  espécies  fúngicas  nove  são  consideradas  potencialmente  patogênicas 

 de  acordo  com  a  NR32  do  ministério  do  trabalho  (2005).  Todas  as  cepas  de  fungos 

 filamentosos  identificadas  e  que  passaram  pelo  teste  de  fluorescência  no  meio  de 

 cultura  ágar  coco  e  luz  UV  deram  negativas  para  a  presença  de  micotoxinas,  como 

 descrito  na  tabela  2.  Cepas  fúngicas  que  produzem  micotoxinas  quando  colocado  na 

 luz  UV  apresenta  um  halo  fluorescente  como  pode  ser  visto  na  figura  5.  As 

 micotoxinas  estão  associadas  a  diversos  tipos  de  doenças,  associadas  a  fungos 

 presentes  na  alimentação,  mas  estudos  recentes  estão  associando  efeitos  tóxicos 

 das  micotoxinas  através  da  inalação  (FREIRE  et  al.  ,  2007;  PEREIRA;  SANTOS, 

 2011). 
 Figura 5.  Fungos inoculados em ágar coco  e teste  luz UV para analisar presença de micotoxinas. 

 1 - Espécie fúngica negativa para micotoxina; 2 - Espécie fúngica positivo para micotoxinas 

 Fonte.  Autora, 2022 
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 Tabela 2  . Detecção de fungos toxigênicos, patogênico e alergênico 

 Gêneros/Espécies  Toxigênicos  Patogênico  Alergênico 

 Acremonium  _  +  + 

 Acremonium kiliense  _  +  + 

 Acremonium strictum  _  _  + 

 Cladosporium  _  _  + 

 Cladosporium cladosporioides  _  +  + 

 Cladosporium sphaerospermum  _  _  + 

 Fonsecaea compacta  _  +  + 

 Mycelia sterilia  _  +  + 

 Paecilomyces lilacinus  _  +  + 

 Paecilomyces variotti  _  +  + 

 Paecilomyces viridis  _  +  + 

 Penicillium commune  _  +  + 

 Penicillium expansum  _  +  + 

 Trichoderma  _  _  + 

 Negativo = (-) Positivo = (+) 

 Fonte.  Autora, 2023 

 Os  ambientes  artificialmente  climatizados  podem  trazer  um  conforto  térmico 

 para  seus  ocupantes,  mas  estudos  comprovam  que  os  aparelhos  de  refrigeração 

 são  um  dos  principais  motivos  para  contaminação  destes  ambientes,  contribuindo 

 para  diversos  relatos  de  reações  alérgicas  em  ambientes  fechados  (NUNES  et  al.  , 

 2008; SOUSDALEFF, 2016; SILVA  et al  ., 2021). 

 Os  principais  ambientes  de  estudos  sobre  a  qualidade  do  ar  interior  são 

 prédios,  escolas  e  hospitais  (SILVA  et  al.  ,  2016;  MARTINS  et  al.  ,  2022).  Pesquisas 
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 realizadas  em  ambientes  internos  com  um  sistema  de  refrigeração  que  não  permite 

 a  renovação  do  ar  é  relevante  devido  ao  tempo  que  as  pessoas  vivem  nestes 

 ambientes.  (FRAGA  et  al.  ,  2008;  ALMEIDA;  NUNES,  2010;  FAKHOURY,  2017).  A 

 presença  das  espécies  fúngicas  e  diversidade  depende  da  época  da  coleta  e  do 

 clima (FRANCO, 2008). 

 Resultados  semelhantes  foram  encontrados  no  estudo  realizado  em 

 bibliotecas  de  instituições  de  ensino  da  Região  Nordeste  do  Brasil  onde  foi  possível 

 identificar  fungos  do  gênero  Cladosporium  .,  Acremonium  .,  Penicillium.  em  altas 

 taxas  de  concentrações  (SILVA  et  al.  ,  2021).  Estes  gêneros  fúngicos  são  relatados 

 na  literatura  e  comumente  encontrados  nos  ambientes  internos  de  residências  e 

 escritórios,  sendo  associados  a  diversos  tipos  de  reações  alérgicas  (MAGESTE  et 

 al.  , 2012; PEREIRA  et al.  , 2014; LIBÓRIO; SIMI, 2020). 

 O  gênero  fúngico  mais  frequente  neste  estudo  foi  Paecilomyces  spp.  com  três 

 espécies  encontradas:  P.  viridis  ,  P,  variotii  e  P.  lilacinus  as  quais  fazem  parte  da 

 NR32,  denominados  patógenos  de  classe  de  risco  2  significa  que  pode  causar 

 doenças  em  seres  humanos  porém  a  meios  eficazes  de  profilaxia  e  tratamento  e 

 agente  emergente  oportunista.  Estes  fungos  principalmente  em  ambientes 

 hospitalares  estão  associados  a  infecções  da  corrente  sanguínea,  podendo  causar 

 pneumonia,  endocardite,  sinusite  fúngica  alérgica  e  onicomicoses  e  e  até  mesmo 

 infecções  sistêmicas  em  pacientes  imunocomprometidos  (BERNARDI; 

 NASCIMENTO,  2007;  PEIXOTO  et  al.,  2010;  PEIXOTO,  2012;  OLIVEIRA;  BORGES, 

 2015).  Em  diversos  trabalhos  sobre  qualidade  do  ar  interior  foram  identificadas 

 espécies  de  Paecilomyces  como  encontradas  em  clínicas  e  centros  cirúrgicos  em 

 diferentes estações do ano (SALES  et al.  , 2011; ROLAND  et al  ., 2021). 

 O  segundo  gênero  mais  frequente  identificado  foi  o  Acremonium  .  De  acordo 

 com  a  NR32  que  algumas  espécies  deste  gênero  fazem  parte  do  nível  de  risco  2, 

 são  consideradas  oportunistas  e  emergentes  (ARAÚJO  et  al.,  2003;  MOBIN  et  al., 

 2017;  AQUINO,  2018).  A  literatura  descreve  fungos  do  gênero  Acremonium  , 

 associados  em  hifomicoses  subcutâneas  e  onicomicoses  (ZAITZ  et  al.  ,  1995; 

 ARAÚJO  et al.  , 2003). 

 O  terceiro  gênero  fúngico  mais  frequente  é  Cladosporium  .,  comumente 

 encontrados  na  literatura  relacionados  a  qualidade  do  ar  interior,  podendo  ser 

 encontrados  tanto  em  ambientes  internos  como  externos,  com  uma  alta  taxa  de 

 concentração e frequência (ROLAND et al., 2021; CALUMBY  et al.,  2022). 



 33 

 Cladosporium  são  relatados  como  um  fungo  cosmopolita  e  com  maior 

 concentração  na  atmosfera,  podendo  ser  encontrados  facilmente  em  ambientes 

 internos  e  externos  (MENEZES  et  al.,  2017).  O  Cladosporium  possui  características 

 únicas  é  um  fungo  demácio  (escuro),  sendo  resistente  a  fatores  ambientais,  Suas 

 espécies  como  Cladosporium  cladosporioides  e  Cladosporium  sphaerospermum  são 

 comumente relacionadas a alergias do trato respiratório (MENEZES et al.,2017). 

 No  presente  estudo,  Penicillium  spp.  possuiu  uma  menor  frequência  diferente 

 do  que  foi  encontrado  na  literatura  pois  é  um  fungo  que  possui  maior  ocorrência, 

 com  espécies  sendo  associadas  frequentemente  a  reações  alérgicas  (BEZERRA  et 

 a  l., 2011; PEREIRA,  et al  . 2014). 

 Outro  gênero  de  fungo  identificado  neste  estudo  com  menor  frequência  e  com 

 pouca  associação  a  alérgenos  e  micotoxinas,  não  estando  presente  na  NR32  é 

 Trichoderma  sp.,  porém  a  literatura  descreve  que  produzem  metabólitos  secundários 

 utilizados  como  controle  biológico  para  outras  espécies  fúngicas  patogênicas  em 

 plantas  e  no  solo.  Além  de  serem  utilizados  para  crescimento  vegetal,  as  pesquisas 

 desses  metabólitos  podem  ser  aprofundadas  e  testadas  para  usos  em  humanos  e 

 animais. (BENÍTEZ,  et al.  , 2004; POMELLA; RIBEIRO,  2009; CHAGAS  et al.  , 2017). 

 Em  um  estudo  sobre  a  qualidade  do  ar  de  interior  dos  veículos  de  pequeno 

 porte  detectaram  a  presença  de  COVs,  podendo  estar  relacionado  a  presença  de 

 microorganismo  que  metaboliza  essas  substâncias  no  ambiente.  (OLIVEIRA,  2019). 

 Um  trabalho  realizado  com  filtros  de  táxis  e  veículos  pessoais  foram  encontrados 

 fungos  dos  gêneros  Penicillium,  Cladosporium,  Acremonium  em  altas 

 concentrações,  o  crescimento  fúngico  foi  maior  em  veículos  de  uso  pessoal  do  que 

 nos  táxis,  corroborando  com  com  este  estudo  não  foi  encontrado  fungos  toxigênicos. 

 (VIEGAS  et al.  , 2018). 

 Ao  analisar  filtros  de  automóveis  foi  detectada  uma  alta  concentração  de 

 fungos  do  gênero  Penicillium.  (BADER,  et  al.,  2021).  Ao  analisar  possíveis 

 exposição  das  pessoas  a  microrganismos  no  deslocamento  nos  interiores  de  carros 

 de  passeio  e  ônibus  foi  possível  encontrar  altas  concentrações  de  Cladosporium  e 

 Penicillium  (LEE;  JO,  2005).  Em  um  estudo  realizado  para  detecção  de  fungos  em 

 filtros  de  automóveis  na  cidade  de  São  Paulo,  foram  encontrados  fungos  do  gênero 

 Penicillium, Fusarium e Aspergillus. (  AQUINO  et al.,  2018)  . 

 As  concentrações  fúngicas  encontradas  em  filtros  de  condicionadores  de  ar 

 de  automóveis  são  altas,  sendo  importante  analisar  como  a  exposição  diária  a  esses 
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 microorganismos  pode  influenciar  a  longo  prazo  na  saúde  dos  motoristas  e 

 passageiros desses veículos. (AQUINO et al., 2018; VIEGAS et al., 2018). 
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 6 CONCLUSÃO 

 ●  Neste  estudo  foi  possível  analisar  que  filtros  dos  ar  condicionados  de 

 automóveis  são  ambientes  propícios  para  acumulação  de  fungos  de  diversas 

 espécies podendo servir de alérgenos para condutores e passageiros. 

 ●  Foi  possível  detectar  a  presença  de  fungos  patogênicos  e  alergênicos  que 

 podem causar doenças respiratórias. 

 ●  Foram  identificados  fungos  possivelmente  toxigênicos  apesar  das  cepas 

 coletadas  neste  trabalho  terem  obtido  resultados  negativos  para  o  teste  de 

 micotoxinas. 

 ●  É  necessário  uma  atenção  maior  para  os  condicionadores  de  ar  de 

 automóveis  e  uma  legislação  mais  rigorosa  para  manutenção  do  mesmo  pois 

 o  sistema  de  refrigeração  está  presente  na  maioria  dos  automóveis  que 

 podem  ser  utilizados  para  trabalho,  uso  pessoal,  viagens  entre  outros  e  sem 

 os  cuidados  e  higienização  necessários  podem  ser  prejudicial  a  saúde  de 

 seus ocupantes. 
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