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RESUMO

A presenca de bioaerossois fungicos em ambientes climatizados pode acarretar em
danos a saude dos seus ocupantes, devido ao potencial patogénico de muitas
espécies fungicas. Esses bioaerossois estdo associados a sintomas da Sindrome do
Edificio Doente (SED), e em éreas criticas de ambientes hospitalares, podem estar
relacionados a infeccbes nosocomiais, afetando principalmente individuos
imunocomprometidos. Assim, estudos da diversidade microbiolégica do ar de
hospitais sdo essenciais para conhecer a microbiota presente nesses ambientes, bem
como sua relagédo com infecgbes nosocomiais. Portanto, o objetivo deste estudo foi
avaliar a diversidade de bioaerossois fungicos potencialmente patogénicos no ar de
hospitais. Para isso, coletas do ar foram realizadas em diferentes pontos de 19
hospitais privados do estado de Alagoas, incluindo UTls e Centros Cirurgicos. O ar foi
coletado utilizando o método de sedimentacéo ativa, sendo impactado em placas de
Petri contendo o meio de cultura Agar Dicloran Rosa Bengala Cloranfenicol (DRBC).
As colbnias cresceram em estufa a 28°C entre o periodo de 5 a 7 dias. Apés o
crescimento, realizou-se a contagem de Unidades Formadoras de Colbnias (UFC),
seguido pelo isolamento das col6nias de interesse, utilizando a técnica de cultura
central. Apos o crescimento dos isolados foi realizada a técnica de microcultivo. As
espécies fungicas foram identificadas através de suas estruturas morfolégicas
utilizando chave de identificacdo. Apds as andlises, os géneros mais frequentes foram
Aspergillus (28%) e Penicillium (24%). Ao todo foram identificadas 25 espécies
potencialmente patogénicas, sendo as mais frequentes Cladosporium cladosporioides
presentes nos 19 hospitais analisados (100%), seguido de Acremonium potronii
(57,8%), Penicillium spinulosum (52,6%), Rhodotorula rubra (52,6%) e Aspergillus
carneus (42,1%). Algumas das espécies identificadas sdo descritas na literatura em
casos de infec¢cdes nosocomiais, como espécies do género Aspergillus. Portanto, é
importante que se realizem analises periddicas da qualidade microbiolégica do ar de
ambientes de saude, pois podem fornecer dados epidemiolégicos que contribuam
com medidas preventivas para evitar altas concentra¢gdes de contaminagao por fungos
oportunistas.

Palavras-chave: Bioaerossoéis, Fungos, Esporos, Infeccbes nosocomiais,
Aerobiologia.



ABSTRACT

The presence of fungal bioaerosols in air-conditioned environments can damage the
occupants' health. Due to the pathogenic potential of many fungal species. These
bioaerosols are associated with sick building syndrome (SBS) symptoms and in critical
hospital areas they are related to nosocomial infections, mainly affecting
immunocompromised individuals. Thus, studies of the microbiological diversity of the
air in healthcare environments are essential for the control of high microbiological
concentrations by potential pathogens. Therefore, the aim of this study was to assess
the diversity of potential pathogenic fungal bioaerosols in hospital air. Air collections
were performed at different points in 19 private hospitals, including ICUs and Surgical
Centers. The air was collected using the active sedimentation method being impacted
in Petri dishes containing the Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar (DRBC)
medium. After colonies growth, in 28° C for a period of 5 to 7 days, the Colony Forming
Units were isolated by central culture and identified. Fungal species were identified
through their morphological structures using an identification key. After analysis, the
most frequent genera were Aspergillus (28%) and Penicillium (24%). were identified
25 potential pathogenic species, the most frequent species were Cladosporium
cladosporioides appearing in the 19 hospitals analyzed (100%), followed by
Acremonium potronii (57.8%), Penicillium spinulosum (52.6%), Rhodotorula rubra (52
.6%) and Aspergillus carneus (42.1%). Some identified species in the literature are
related on nosocomial infections, such as Aspergillus species. Therefore, it is important
to carry out periodic analyzes of the microbiological quality of the air in healthcare
environments. This analyzes can provide epidemiological data that contribute to
preventive measures to avoid high concentrations of contamination by opportunistic
fungi.

Keywords: Bioaerosols, Fungi, Spores, Nosocomial infections, Aerobiology
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1 INTRODUCAO

Uma série de estudos aborda a qualidade do ar em ambientes artificialmente
climatizados, devido as suas caracteristicas singulares, como poucas saidas de ar, 0
que contribui para o desenvolvimento de microecossistemas internos, gracas a
presenca de diferentes poluentes quimicos, fisicos e biolégicos (SUNDELL, 2004;
LAVIN et al., 2006; KELLEY; GILBERT, 2013; ARIF et al., 2016). Grande parte desses
estudos dédo énfase a preocupacdo com a saude humana, uma vez que a maioria da
populacao passa entre 80 a 90% do seu dia em ambientes fechados ou climatizados
artificialmente (JONES, 1999; MANDAL; BRANDL, 2011).

Os Bioaerossois sdo um dos contaminantes do ar interior de origem biologica
como particulas fuangicas e bacterianas, e dependem de diversos fatores para
permanecer no ambiente, como umidade relativa e temperatura (LAW; CHAU; CHAN,
2001; JO; SEO, 2005; COX et al.,, 2020). Os fungos contaminam 0 ar com seus
esporos ou por meio de produtos do seu metabolismo, como micotoxinas e
Compostos Organicos Volateis (VOCs) (FISCHER; DOTT, 2003). As micotoxinas
estdo associadas a diversos efeitos toxicos, inclusive ao desenvolvimento de cancer,
e 0S compostos organicos volateis estdo relacionados ao desenvolvimento de
problemas respiratorios e alérgicos, contribuindo para o absenteismo de muitos
ocupantes em ambientes artificialmente climatizados (FUNG; CLARK, 2004; MAZUR
et al., 2006; SANTOS et al., 2010).

Os esporos fungicos podem ser prejudiciais principalmente para pessoas
imunocomprometidas (PAGANO et al., 2011). Essas estruturas fangicas podem estar
relacionadas a infec¢cdes adquiridas em ambiente hospitalar, um exemplo atual
dessas infec¢cBes sdo 0s casos de micoses secundarias que tém acometido alguns
pacientes com Covid 19, como os casos relatados de infeccdo por Aspergilose,
conhecida como COVID-19 Associated Pulmonary Aspergillosis (CAPA) (ANAISSIE;
BODEY, 1989; ARASTEHFAR et al., 2020; FALCES et al., 2020; LAIl; YU, 2021;
VELEZ et al., 2021; BARDI et al., 2021; AUTIER et al., 2021; JOHNSON et al., 2021).

Os bioaerossois fungicos podem ser considerados indicadores para atestar a
qualidade do ar de ambientes internos, principalmente em ambiente hospitalar, pois
varias espécies de fungos estdo associadas a infec¢des nosocomiais, sendo o ar uma
das possiveis fontes de contaminacdo (MARTINS et al.,, 2005). Assim, o0

monitoramento da qualidade do ar de hospitais pode contribuir com a promocao de
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um ambiente saudavel, bem como com investigacbes epidemiologicas sobre
infeccbes nosocomiais (DE OLIVEIRA et al., 2020).
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2 OBJETIVOS

2.2 Objetivo geral

Investigar a diversidade de bioaerosséis fungicos potencialmente patogénicos

em ambiente hospitalar.

2.1 Objetivos especificos:

e Identificar a diversidade de espécies potencialmente patogénicas listadas na
NR32;

e Analisar a frequéncia das espécies identificadas nos hospitais;

e Comparar a distribuicdo das espécies identificadas em UTIs e Centro

cirdrgicos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Ambientes artificialmente climatizados e bioaerossoéis

Ambientes artificialmente climatizados, apesar de agradaveis, podem contribuir
com o aparecimento de diversos sintomas relacionados a contaminantes geralmente
encontrados nesses locais (SCHIRMER et al., 2011). Esse conjunto de sintomas foi
denominado pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS), como a Sindrome do
Edificio Doente (SED) (LI et al., 2015; VERDE et al., 2015; DA COSTA et al., 2019).
Alguns sintomas da SED citados pela OMS sao: dor de cabeca, nauseas, dificuldades
de concentragdo, mucosas secas, entre outros. Estes sinais tendem a aparecer diante
de exposi¢des prolongadas aos contaminantes e diminuem quando o individuo se
afasta do local (WHO et al.1990; REDLICH; SPARER; CULLEN, 1997,
CASTELLANOS et al., 2016; FELTRIN, 2016; GAO et al., 2018; VANETTI et al., 2020;
ZHOU et al., 2021; KUMAR et al., 2021).

Um dos principais contaminantes de ambientes fechados e que podem
contribuir com sintomas relacionados a SED, sdo os microrganismos como fungos e
bactérias (ADAMS et al., 2016; CAIXETA et al., 2016). Esses seres vivos encontram
nesses locais um ambiente propicio para permanecerem viaveis, pois encontram
substratos, temperatura e umidade ideais para a sobrevivéncia (GIZAW,
GEBREHIWOT; YENEW, 2016).

As particulas fungicas e bacterianas em ambientes artificialmente climatizados
podem compor o ar do ambiente através de entradas de ar, ou das pessoas e de
animais que frequentam esses recintos (PRUSSIN; MARR, 2015). Isso ocorre devido
a possibilidade de carreamento de microrganismos do ar externo pelos ocupantes
desses espacos atraves de suas atividades ou de deposi¢éo de sua propria microbiota
no ambiente, como mostrado na Figura 1 (ADAMS et al., 2015; Ll etal., 2015; SATTAR
et al.,, 2016; KIM; KABIR; JAHAN, 2018). Uma das principais caracteristicas que
permitem a permanéncia desses microrganismos nesses locais, é a falta de entradas
e saidas de ar, 0 que aumenta a concentracdo desses poluentes biolégicos no ar
interior (ALMEIDA; ARAUJO, 2018).

Particulas sélidas ou liquidas suspensas no ar séo definidas como aerossois
(BOUCHER, 2015). Quando essas particulas sao de origem biolégica passam a ser

chamadas de bioaerossois, que ndo s6 incluem fungos ou bactérias, mas também,
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outros organismos vivos ou componentes deles, como as endotoxinas de bactérias
gram negativas e metabdlitos primarios e secundarios de fungos (HALLIER et al.,
2010). Esses bioaerossois podem se depositar em diferentes partes do ambiente,
assim como no ar condicionado, e podem ser suspensos novamente no ar e recircular
no ambiente (GHOSH; LAL; SRIVASTAVA, 2015; NAZAROFF, 2016; WU et al.,2016;
BROWNE,2021).

Figura 1. Fontes de bioaerosséis em ambientes internos

Fonte: Prussin; Marr, 2015.

Os bioaerossois podem ser inalados e, dependendo do tamanho, podem entrar
no sistema respiratorio inferior ou superior, podendo causar diferentes reacdes, desde
simples reacdes alérgicas a uma pneumonia (FARIDI et al., 2015; BRAGOSZEWSKA;
BIEDRON, 2018; BRAGOSZEWSKA et al., 2018). Eles s#o inalados de diferentes
formas no ambiente, através de contato direto ou indireto, por meio de fomites ou do
ar (ZHANG et al., 2018).

Segundo a literatura hd uma distingdo na comunidade cientifica entre particulas
suspensas no ar de acordo com o tamanho, como exemplificado na Figura 2
(POHLKER et al., 2021). Assim, configura-se como aerossois particulas menores que
5 micrbmetros, que geralmente sdo levadas pelas correntes de ar por longas
distancias e séo capazes de permanecer horas no ambiente (VANETTI et al., 2020).

Dependendo da carga das particulas liberadas, da patogenicidade e da
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suscetibilidade do hospedeiro, a inalacédo pode causar danos a saude (RANDALL et
al., 2021).

Figura 2. Diferenca entre goticulas e Aerossais.
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Fonte: Vanetti et al., 2020.

Os casos que se deve ter mais atencao a exposi¢do a contaminantes bioldgicos
do ar, sdo aqueles em que o individuo possui o sistema imunolégico comprometido,
como idosos, criangas, pacientes hospitalizados, portadores de cancer e da AIDS (DE
ANDRADE et al., 2015; CANO et al.,, 2016; WHO et al., 2016; CINCINELLI;
MARTELLINI, 2017; SILVA, 2017). Como a maioria dos microrganismos presentes em
ambientes de convivéncia humana séo oportunistas, € necessario que o hospedeiro
seja suscetivel, e que a carga de particulas inaladas seja alta para que ocorra o

processo infeccioso ou reagdes alérgicas (FEAZEL et al., 2009).

3.2 Caracterizacao geral de fungos

Fungos sao organismos ubiquos, estdo em todos os lugares, em ambientes
externos ou internos (CURTIS et al., 2004). Sao microrganismos eucariontes,
heterotroficos, saprofitos e parasitas (SCHUNEMANN; PALACIO; DO CARMO,2021).
Eles fazem parte do reino Fungi, onde sdo classificados baseados nas suas

caracteristicas reprodutivas, como o tipo de esporos (TAYLOR et al., 2006). Nesse
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reino ha espécies multicelulares, como os fungos filamentosos ou unicelulares como
as leveduras (ROBBINS et al., 2000).

Os fungos filamentosos possuem como estrutura basica as hifas e os esporos.
As hifas partem dos esporos e o conjunto de hifas formam os micélios, que séo
responsaveis pelo desenvolvimento dos fungos, e os esporos também se originam
das hifas, eles s@o responsaveis pela reproducdo sexuada e pela propagacao das
espécies fungicas, chamado em alguns casos de conidios, (MOLINARO et al., 2009).
As espécies fangicas sao identificados geralmente por meio de suas caracteristicas
macroscopicas observando sua morfologia, como cor, textura e pigmentacdo do meio
de cultura. Além disso, sdo observadas suas caracteristicas microscopicas, como a
forma da hifa, presenca ou auséncia de septos, se sdo hialinas ou demaceas, e o tipo
de esporos (ANVISA, 2004).

As espécies fungicas que sdo propagadas por meio do ar atmosférico sao
chamadas de Fungos anemdfilos. Logo, podem contaminar diversos ambientes,
incluindo os ambientes internos, como residéncias, escritorios, escolas e hospitais
(PEREIRA et al., 2014). Alguns fatores como a umidade relativa e a temperatura
podem contribuir com a presenca de bioaerossois fungicos no ambiente interno
(HUSMAN,1996). Além disso, os materiais presentes nesses locais podem servir

como substratos para nutricdo desses organismos (ARUNDEL et al., 1986).

A maioria dos fungos s6 crescem quando a umidade relativa estq acima dos
60% e a temperatura em torno de 25° a 30°C (RAMACHANDRAN et al., 2005;
CABRAL, 2010; ABBASI; SAMAEI, 2019). A baixa circulagéao do ar inerente ao modelo
de ambientes artificialmente climatizados e a manutencgéo inadequada dos sistemas
de ventilacdo, também sdo fatores responsaveis pela permanéncia desses
contaminantes (BATTERMAN; BURGE, 1995).

Fungos em crescimento podem liberar substancias, que podem desencadear
respostas imunolégicas, como reacgdes alérgicas, incluindo dores de cabeca, irritacdo
e fadiga (GORNY et al., 2002). Além disso, esses microrganismos est&o relacionados
a infec¢cdes chamadas de micoses e efeitos toxicos que podem ser causados por seus
metabdlitos secundarios (AFONSO et al., 2004; PORTNOY et al., 2005).
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3.3 Metabdlitos e compostos organicos de fungos como contaminantes de

ambientes internos

Dentre os metabolitos fungicos estdo as micotoxinas, que sao metabdlitos
secundarios produzidos por algumas espécies de fungos, sendo os principais géneros
produtores, Aspergillus, Penicillium e Fusarium (SWEENEY; DOBSON, 1998). A
producdo desses compostos dependera de fatores ambientais, como 0s compostos
disponiveis para a nutricdo dos potenciais produtores de micotoxinas, que podem
permanecer no ar mesmo sem a presenca viavel de fungos (ARRUDA; BERETTA,
2019).

Uma das micotoxinas mais conhecida é a Aflatoxina, que pode ser produzida
por Aspergillus flavus, o que confere a ela um potencial toxigénico (PITT, 2000; ZAIN,
2011). Esses compostos podem causar efeitos toxicos na saude chamados de
micotoxicoses, e a exposicao a longo prazo pode induzir diferentes respostas como o
desenvolvimento de cancer (HENDRY; COLE, 1993; ARRUDA; BERETTA, 2019).
Diversas espécies sao produtoras de micotoxinas, algumas dessas espécies e

micotoxinas associadas podem ser vistas no Quadro 1.

Quadro 1. Algumas espécies que foram relatadas como produtoras de micotoxinas na literatura

Espécies Micotoxinas associadas

Aspergillus ochraceus Ocratoxina

Penicillium citrinum Citrina

Aspergillus versicolor Esterigmatocistina

Penicilium expansum Patulina

Fusarium oxysporum Fusarinas

Cladosporium Cladosporioides Cladosporina (SCOTT; VAN WALBEEK,
1971)

Fonte: modificado de Ciegler (1978)

As respostas do organismo a contaminac¢ao por micotoxinas vao depender da

guantidade de toxina fungica em que o individuo foi exposto e também de sua
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condicdo de saude (FUNG; HUGHSON, 2003). A maioria dos casos estudados
relacionados aos efeitos adversos das micotoxinas estao relacionados a sua ingestao
em alimentos, sendo a via de ingestdo o meio de contaminagao por micotoxinas mais
documentado e mais bem compreendido. Mas também, ha a possibilidade de
contaminacdao por inalacéo e através do contato com a pele (HENDRY; COLE, 1993;
FRANCO et al., 2021).

Um estudo analisou a toxicidade do ar condensado de escritorios, onde
ocupantes se queixavam de sintomas relacionados a SED, eles analisaram a
toxicidade em células e a presenca de micotoxinas na urina de ocupantes, e detectou
toxicidade causada por colbnias dos géneros Penicilium, Acremonium e Aspergillus,
bem como a presenca de micotoxinas na urina dos ocupantes, demonstrando que
mais estudos devem ser realizados para se compreender os efeitos toxicos gerados
por produtos do metabolismos de bioaerossoéis fungicos em ambientes internos
(VAALI et al., 2022).

Compostos Organicos Volateis também fazem parte das reagfes metabodlicas
dos fungos (PENNERMAN et al., 2016). Uma Unica espécie fungica pode liberar varios
compostos, assim como o0 mesmo composto pode ser liberado por diferentes
espécies, a depender dos substratos e de fatores ambientais disponiveis (MORATH,;
HUNG; BENNETT, 2012). Esses compostos organicos evaporam facilmente e sao
responsaveis pelo odor de mofo de alguns ambientes (FIEDLE; SCHUTZ; GEH,
2001). Estéo relacionados aos sintomas da SED, como fadiga, mal estar e problemas
respiratorios, que também sao induzidos pelos alérgenos fungicos (INAMDAR;
MORATH; BENNETT, 2020).

Alérgenos fungicos em sua maioria sdo proteinas ou polissacarideos que
geram uma resposta imunoldgica induzida por IgE, manifestando-se clinicamente
através de espirros, coriza e tosse (KURUP, 2003). Estdo também relacionados a
manifestacOes alérgicas associadas a doencas como rinite e exacerbacédo da asma
(CAILLAUD et al., 2018). Os alérgenos fungicos estdo nos conidios e nas hifas de
diversas espécies, dentre elas estdo o Aspergillus fumigatus e Alternaria alternata que
possuem os alérgenos mais comumente identificados em ambientes internos, que sao
Asp f 1 encontrado em A. fumigatus e Alt a 1 em A. alternata (YASSIN; ALMOUQ;
ATEA, 2010; PRESTER, 2011; LOPEZ et al., 2021; KUMAR et al., 2021). Diversos
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géneros possuem espécies com potenciais alergénicos, assim como mostrado no
Quadro 2.

Quadro 2. Géneros flingicos gue sdo frequentemente associados a reacfes alérgicas

Alternaria Fusarium Trichoderma
Aspergillus Gliocladium Trichophyton
Aureobasidium Helminthosporium Trichothecium
Botrytis Paecilomyces Ulocladium
Cephalosporium Penicillium Saccharomyces
Cladosporium Phoma Candida
Curvularia Scopulariopsis Epicoccum
Drechslera Stachybotrys Stemphylium

Fonte: Kurup; Shen; Banerjee, 2000.

Os géneros de fungos citados como predominantes em ambientes internos em
diferentes estudos sédo Cladosporium, Penicillium e Aspergillus (CABRAL, 2010;
ZIAEE; ZIA; GOLI, 2018; SHAFIQUE et al., 2020; HASSAN; ZEESHAN; BHATTI,
2021; XIN et al., 2021;). Também séo encontradas espécies de outros géneros como
Fusarium, Paecilomyces, Curvularia e Alternaria (ATYA et al., 2019; GUO et al., 2020;
BELIZARIO; LOPES; PIRES, 2021; LU et al., 2021). Todos esses géneros podem
contribuir para que individuos que passam grande parte do seu dia em ambientes
fechados desenvolvam diferentes respostas do sistema imune devido a inalacao de
esporos, ou fragmentos de hifas, assim como produtos do metabolismo desses
microrganismos, sendo a contaminacao por espécies com potenciais patogénicos

mais preocupante em hospitais (MIRHOSEINI et al., 2020).

3.4 Bioaerossois Fungicos em ambiente hospitalar

Em ambientes hospitalares a presenca de bioaerossois fungicos
potencialmente patogénicos e toxigénicos € preocupante (SHAM et al., 2021). Isto é
devido a maior presenca de pessoas imunocomprometidas, e tal condicdo aumenta a
suscetibilidade desses individuos de adquirirem infec¢cdes nosocomiais (TONG et al.,

2017). Infecbes nosocomiais sdo infeccdes que o paciente adquire apos ser internado
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em um ambiente de saude, agravando seu quadro clinico e aumentando seu tempo
de permanéncia no interior do hospital (ZHANG et al., 2018). As infec¢cdes aumentam
o estado de morbidade do paciente, podendo levar a 6bito. Elas podem ser adquiridas
de diferentes formas, como por meio de bioaerossois fungicos no ar ou depositados
em dispositivos médicos invasivos (KHAN; BAIG; MEHBOOB, 2017).

Espécies dos géneros Alternaria, Cladosporium, Penicillium, Aspergillus,
Fusarium, Paecilomyces e Acremonium, sdo citadas na literatura em diversos estudos
relacionados a qualidade do ar de hospitais (PAKSHIR et al., 2007; OKTEN; ASAN,
2012; GONCALVES et al., 2017; MIRHOSEINI et al., 2020; JALILI et al., 2021; XIN et
al., 2021). Muitas espécies desses géneros sdo responsaveis por infeccdes
nosocomiais, como as espécies do género Aspergillus, como Aspergillus flavus,
Aspergillus fumigatus e Aspergillus niger, que podem provocar infec¢des invasivas
como a Aspergilose, que acomete principalmente pessoas com a imunidade reduzida,
como portadores de AIDS, de doengas autoimunes e que fazem tratamentos contra
cancer, ocorrendo a infeccéo principalmente por inalacdo dos esporos, acometendo
inicialmente os pulm&es, como exemplificado pela Figura 3 (BRAKHAGE, 2005;
FALVEY; STREIFEL, 2007).

Figura 3. Inalacdo de esporos de Aspergillus

spores

Aspergillus
fumigatus

Fonte: Steenwyk et al., 2021.

Atualmente com a pandemia do novo coronavirus um estudo constatou que

pessoas internadas com COVID 19, e que tiveram acometimento dos pulmdes,
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também estavam infectadas por Aspergillus fumigatus, e esse risco de infeccoes,
segundo o estudo, pode aumentar a taxa de mortalidade entre os pacientes mais
graves com COVID 19 (VAN ARKEL et al., 2020). Essa coinfec¢cdo pode ocorrer
devido a esses microrganismos se ligarem a um mesmo receptor, este receptor é o
Toll- like 4, que sinaliza respostas inflamatérias, entdo quando o virus infecta primeiro
o hospedeiro acaba permitindo que os aerossois fungicos desenvolvam uma infecgao
secundaria, sem que ocorra uma sinalizacdo eficiente, pois os virus se ligaram
primeiro ao receptor (RETZINGER; RETZINGER, 2021).

Varios fatores presentes no proprio ambiente podem contribuir com a infeccéo
hospitalar por essas particulas (VERDE et al., 2015). Como a limpeza do local,
manutencao de ar condicionado, parametros como temperatura e umidade relativa do
ambiente, além dos cuidados higiénicos com os equipamentos médicos invasivos, e
da prépria equipe de médicos, enfermeiros, e visitantes desses pacientes (SYDNOR,;
PERL, 2011).

3.5 Legislacdo e ambientes climatizados

Diante do aumento da preocupacdo com doencas relacionadas a ambientes
climatizados, alguns paises, inclusive o Brasil, passou a incluir em sua legislacéo
normas que contribuam para a prevencdo de doencas relacionadas a ambientes
climatizados (CINCINELLI; MARTELLINI, 2017).

Segundo a associacdo brasileira de refrigeracdo, ar-condicionado e
aguecimento (ABRAVA) a primeira legislacdo foi a portaria n° 3523 em 1988, que
visava inserir normas técnicas de manutencao e controle de ambientes climatizados
de uso publico e coletivo, esta portaria teve um documento final em 2000 com a
resolucéo 176, que foi revisada e substituida em 16 de janeiro de 2003 pela resolucéo

N° 09 da agéncia nacional de vigilancia sanitaria.

A resolugéo numero 09 da ANVISA determinou 4 normas técnicas que visam
manter um padrdo de qualidade do ar em ambientes publicos e coletivos, 0s quais
devem fazer a manutencdo da qualidade do ar semestralmente, para manter 0s

parametros referenciais presentes nestas normas. (PANTOJA et al., 2016).

A norma 001 da ANVISA, é a norma que trata do controle biolégico nesses

ambientes, destaca apenas a presenca de fungos, a qual deve ser de no maximo 750
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Unidades Formadoras de Col6nias por metro cubico (UFC/m3). Além disso, a horma
pontua que € inaceitavel que se encontre no ambiente fechado fungos toxigénicos e
patogénicos (BRASIL, 2003).

As outras normas tratam de parametros fisicos e quimicos para uma boa
qualidade do ar interno que em conjunto contribuem para um ambiente mais saudavel
para os ocupantes desses locais, evitando que o edificio se torne doente, e afete o
bem estar de quem convive neles, a norma 002 trata da taxa de renovacéo do ar
realizando-se para isso a medicdo das taxas de Didxido de carbono (Co2) no
ambiente, A norma 003 trata do estabelecimento de valores padréo para Temperatura,
Umidade e Velocidade do Ar , sendo os valores para temperatura no verédo de 23°C
a 26°C e no inverno deverd variar de 20°C a 22°C, ja a umidade devera variar entre
40% a 65% no verdo e no inverno e 35% a 65% e a norma 004 Pesquisa as
concentracbes totais de aerodispersdides em ambientes interiores climatizados,
sendo o maximo de 80 ug/m3 de aerodispersoéides, essa norma existe para medir 0

grau de pureza do ar e limpeza do ambiente (Brasil,2003).

Recentemente, no ano de 2018, em 4 de janeiro, foi sancionada a lei 13.589,
obrigando a todos os estabelecimentos de uso publico e coletivo que usam sistemas
de climatizacéo artificial a terem um plano de manutenc¢éo, operacéo e controle dos
sistemas de climatizac&o, para diminuir os riscos a salude dos ocupantes de locais
(BRASIL,2018).
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4 METODOLOGIA
4.1 Caracterizacado do Local

As coletas de ar foram realizadas para a deteccdo e identificacdo de
bioaerossois fungicos em 19 hospitais do estado de Alagoas, durante o ano de 2021,
em 236 pontos diferentes, como consultorios, enfermarias, sala de recepcéo, incluindo

UTlIs e Centro Cirargicos dos hospitais analisados.

4.2 Coleta de bioaerossois fungicos no ar

Para a coleta de bioaerossois fungicos foi utilizado a técnica de coleta por
sedimentacao ativa utilizando o coletor de ar portatii SAS Super 1SO 100 (VWR
Collection). Para simular a exposicdo aos bioaerossois o coletor foi colocado a 1,5
metros do chdo. Todas as amostragens de bioaerossois foram realizadas, seguindo
as normas técnicas da resolucdo N° 9 da ANVISA (BRASIL, 2003).

O ar coletado foi impactado em placas de Petri descartaveis contendo o meio
Agar Dicloran Rosa Bengala Cloranfenicol (DRBC) que é especifico para fungos. Em
seguida, ap0s as coletas, o material foi levado para o laboratério de ambientes
climatizados (LAC) da Universidade Federal de Alagoas, e as placas utilizadas foram
colocadas em estufas a 28° C entre o periodo de 5 a 7 dias para o crescimento das

colénias fungicas.

4.3 Contagem de Unidades Formadoras de Colbnias e selegdo das coldnias

Passado o periodo de crescimento fangico, foi observado a presenca de
diversas colbnias que foram quantificadas seguindo a resolugdo n° 9 da ANVISA
norma técnica 001, com a ajuda de um contador de colonias.

Apés essa etapa as colbnias foram selecionadas de acordo com suas
distingdes macromorfoldgicas, e isoladas em Agar Sabouraud, utilizando a técnica de
cultura central. Essa técnica consiste em inocular o fungo no centro da placa de Petri
e esperar crescer durante o periodo de (5 a 7 dias) para observar suas caracteristicas
macroscopicas, do verso e do reverso da placa, observando a cor, formato das
bordas, relevo, textura, entre outras caracteristicas. Um exemplo de cultura central

pode ser visto na figura 4.
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Figura 4. Cultura central de Aspergillus oryzae em Agar Sabouraud verso e reverso.

Fonte: Jodo, 2020

4.4 Técnica de Microcultivo e identificacdo das espécies

A identificacdo das espécies foi feita seguindo a chave de identificacdo De
Hoog et al., (2000). Observando caracteristicas macroscépicas e microscopicas.
Entdo para a identificacdo de estruturas microscopicas, foi realizada a técnica de
microcultivo de acordo com Riddell (1950). Que consiste em colocar em uma placa
de Petri um papel filtro umedecido e uma lamina com dois cubos de lactrimel em cima
e inocular ao redor dos cubos as culturas que foram isoladas por cultura central, e em
seguida, cobrir com uma laminula.

Apoés o crescimento (5 a 7 dias), usou-se o corante azul de lactofenol para
visualizacdo das estruturas flingicas ao microscépio. Um exemplo de Microcultivo
pode ser visualizado na figura 5. E na figura 6 é possivel visualizar um esquema que

resume toda a etapa de identificagéo.

4.5 Célculo da frequéncia das espécies

O calculo realizado para obtencdo da frequéncia que as espécies identificadas
apareciam nos 19 hospitais foi o seguinte: 100 x A/B, onde 100 é a porcentagem total
(100%), A o numero de ambientes em que os fungos foram encontrados e B o
ndmero total de ambientes analisados.



28

Figura 5. Desenho esquematico de Microcultivo

Papel filtro umedecido
4 indculos de fungo nas laterais do cubo

Placa de Petri de Vidro

Lamina

Laminuls Cubo de Agar Lactrimel

Fonte: Autor, 2022

Figura 6. Esquema das etapas da metodologia para identificacdo dos aerossois fungicos coletados.

Incubagdo a
Agar DRBC 27°C

por 7 dias.

/.

elegdo das
colonias de
interesse
Analises de estruturas Analises de
microscoépicas estruturas
macroscopicas

Fonte: Autor, 2022
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho foi detectada a presenca de aerossoéis fungicos
potencialmente patogénicos nos 19 hospitais analisados em 155 pontos entre os 236
diferentes pontos coletados. Ao todo foram identificadas um total de 25 espécies
fungicas conforme descrito na Tabela 1. Todos os fungos detectados neste trabalho
sdo considerados potencialmente patogénicos, sendo 99% de nivel de risco 2 de

acordo com a NR32 do Ministério do Trabalho e Emprego (2005).

Os géneros mais frequentes foram Aspergillus (28%) e Penicillium (24%),
sendo as espécies mais frequentes nos hospitais Cladosporium cladosporioides
presente nos 19 hospitais analisados (100%), seguido de Acremonium potronii 11
(57,8 %), Penicillium spinulosum 10 (52,6%), Rhodotorula rubra 10 (52,6%) e
Aspergillus carneus 8 (42,1%).

Tabela 1. Espécies fungicas identificadas e sua frequéncia nos hospitais.

Espécies NR Frequéncia (N) nos Hospitais

Acremonium potronii PE2 57,8%
Acremonium recifei PE2 15,7%
Aspergillus carneus PE2 42,1%
Aspergillus flavus P2 15,7%
Aspergillus fumigatus P2 26,3%
Aspergillus glaucus PE2 5,2%
Aspergillus ochraceus PE2 36,8%
Aspergillus oryzae PE2 26,3%
Aspergillus terreus PE2 36,8%

NR: Nivel de risco. PE2: Patégeno Emergente, nivel de risco 2. P2: Patégeno, nivel de risco 2. P:
Patdgeno. A: possiveis efeitos alérgicos. N (total)= Para Hospitais é 19. Fonte: Autor, 2022.
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Tabela 1. Espécies fungicas identificadas e sua frequéncia nos hospitais.

(continuacao)

Espécies NR Frequéncia (N) nos Hospitais
Cladosporium cladosporioides PE2 100%
Curvularia pallescen, PE2 21%
Curvularia senegalensis PE2 21%
Fonsecaea compacta. P2 10,5%
Fusarium moniliforme P2 10,5%
Fusarium oxysporum P2 10,5%
Monilia sytophila P 36,8%
Paecilomyces variotti PE2 31,5%
Paecilomyces viridis PE2 21%
Penicillium chrysogenum PE2 26,3%
Penicillium citrinum PE2 31,5%
Penicillium commune PE2 10,5%
Penicillium expansum PE2 10,5%
Penicillium marneffei P2A 15,7%
Penicillium spinulosum PE2 52,6%
Rhodotorula rubra PE2 52,6%

NR: Nivel de risco. PE2: Patégeno Emergente, nivel de risco 2. P2: Patégeno, nivel de risco 2. P:
Patdgeno. A: possiveis efeitos alérgicos. N (total)= Para Hospitais é 19. Fonte: Autor, 2022.
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A concentracdo de UFC/m3 de 97% dos pontos de coletas (228) estava em
conformidade com o valor estabelecido pela resolucdo n° 9 da ANVISA de até 750
UFC/m3. Esses achados podem estar relacionados aos cuidados com a manutencéo
do ambiente e dos sistemas de climatizacdo, taxas de renovacao do ar, bem como
higienizacdo do local, higienizacdo dos funcionarios, e temperatura e umidade nos
parametros ideais, pois ha evidéncias de que parametros ambientais possuem
correlacao direta na concentracao de esporos fungicos no ar (BOFF et al., 2013). Além
de estar diretamente relacionada ao conforto e bem estar dos ocupantes de ambientes
artificialmente climatizados (DE CARVALHO, 2017). Segundo a resolu¢cdo numero 9
da ANVISA, as temperaturas meédias aceitaveis em ambientes fechados devem estar
em torno de 20 °C a 27 °C e a umidade relativa (UR) dentro de 40% a 65%.

As espécies mais prevalentes nas UTls analisadas foram Cladosporium
cladosporioides aparecendo em 9 (50%) das UTls, seguido de Rhodotorula rubra 4
(22,2 %) e Aspergillus terreus 3 (16%). Ja as espécies mais prevalentes nos Centro
cirargicos foram Cladosporium cladosporioides 10 (55%) seguido por Penicillium
spinulosum 4 (22,2%). A distribuicdo numeérica das espécies fungicas presentes nas

UTlIs e centros cirdrgicos esta descrita na figura 7.

Figura 7. Gréfico com a distribuicdo das espécies identificadas nos Centro cirdrgicos e nas UTls.
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Resultados semelhantes foram encontrados em um estudo realizado em uma
UTI localizada no estado de Alagoas, sendo a espécie prevalente desse estudo C.
cladosporioides (CALUMBY et al., 2019). Outros estudos nacionais e internacionais
também detectaram a prevaléncia da espécie C. cladosporioides em ambiente
hospitalar (LUGAUSKAS; KRIKSTAPONIS, 2004; COLAKOGLU; KARALTI, 2011;
KARALTI; COLAKOGLU, 2012; RiOS et al., 2012; OKTEN et al., 2015; SOUZA et al.,
2019). A prevaléncia dessa espécie pode se justificar por sua rapida esporulacdo e
por ser amplamente distribuida no ar, pois tem alta adaptacéo a diversos ambientes
e condicbes (MENEZES; DE LIMA; OLIVEIRA, 2017). Este fungo esta associado a
infeccbes cutaneas, subcutaneas, pneumonias, reacfes alérgicas e infeccdo no
sistema nervoso central (VIEIRA; PACHECO, 2001; KANTARCIOGLU; YUCEL; DE
HOOG, 2002; HASNAIN et al., 2004; NATH et al., 2015; GRAVA et al., 2016).

Os géneros prevalentes no presente estudo, Penicillium e Aspergillus, também
foram relatados em ambientes hospitalares em diversas publicacdes (SAUTOUR et
al., 2007; PERDELLI et al., 2006; QUDIESAT et al., 2009; VERDE et al., 2015).
Resultados que corroboram com nossos achados também foram descritos por
Belizario; Lopes; Pires (2022) em uma revisao de literatura que selecionou 29 estudos
em portugués, inglés e espanhol, sobre a presenca de fungos em areas criticas de
ambiente hospitalar. Nesta revisédo foi identificada a prevaléncia das espécies dos
géneros Aspergillus, Penicillium e Cladosporium em areas criticas de hospitais. O
estudo constatou que temperaturas semelhantes entre 25 °C a 30°C parecem
favorecer o crescimento de Aspergillus spp. (BELIZARIO; LOPES; PIRES, 2021).

Aspergillus é o género mais comumente detectado em infec¢des hospitalares,
causando infec¢cbes em pacientes imunocomprometidos, provocando doencas como
Aspergilose pulmonar, cerebral e disseminada, sendo os esporos de A. fumigatus, A.
flavus e A. terreus os mais associados a doencas humanas, pois Sdo pequenos e
faceis de serem inalados (WARRIS; VERWEIJ, 2005). Essas espécies foram
detectadas no presente estudo, inclusive em areas onde os pacientes se encontram
mais debilitados, como nas UTIs e centros cirdrgicos, fato preocupante devido a
possibilidade de um paciente debilitado, como os pacientes transplantados em centro
cirurgicos, e internados em UTIs, estar mais suscetivel a adquirir uma infeccéo
nosocomial (WARRIS; VERWEIJ, 2005; KHASAWNEH et al., 2006).
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Ao analisar a presenca de A.fumigatus no ar de Unidades de Terapia Intensiva
um estudo correlacionou seus achados com um surto de casos de Aspegilose no local,
isso demonstra, a importancia das analises que averiguam a presenca de
microrganismo aerotransportados no ar interior e da importancia da via aérea nas
infeccdes hospitalares (PELAEZ et al., 2012). O que também foi constatado por uma
revisdo que analisou 53 estudos sobre casos de surtos de Aspergilose em ambiente
hospitalar, que concluiu que a maioria dos surtos foram causados por fontes areas,
como sistema de ar condicionado contaminados (VONBERG; GASTMEIER, 2006).
Assim, como também foi relatado por Lutz et al., (2003) um surto de infeccdo de
Aspergilose em uma sala de cirurgia que infectou diferentes pacientes que fizeram
uso da mesma sala em dias diferentes, concluindo em seu estudo que apés

manutenc¢ao dos sistemas de climatizacao artificial os casos pararam de ser relatados.

O segundo género mais frequente nos hospitais analisados neste trabalho foi
Penicillium. Este género é relatado em algumas infeccdes, tendo a espécie Penicillium
marneffei capacidade invasiva semelhante a Aspergillus, e que tem grande relevancia
em casos de infecc¢des tardias por HIV (SUPPARATPINYO et al.,, 1994; WONG,;
WONG, 2011; YONDER et al., 2021). Essa espécie foi encontrada em 3 hospitais do
nosso estudo, além de outras espécies do género que também foram detectadas,
como P. chrysogenum e P. expansum. Esses fungos também foram detectados em
outros estudos similares ( REBOUX et al., 2019; ODEBODE; NIWAMANYA, 2020).

Outras espécies como Paecilomyces variotti, Rhodotorula rubra, Fusarium
monilifome e Fusarium oxysporum, causam infeccdes em ambiente hospitalar, como
infeccbes da corrente sanguinea relacionadas a cateter, onicomicose, ceratite,
micetomas e infecc¢des sistémicas em pacientes imunocomprometidos (HOUBRAKEN
et al., 2010; KITAZAWA et al, 2018; THOMAS et al., 2020). Estudos que avaliaram a
contaminagdo do ar de ambientes hospitalares apresentaram resultados que também
detectaram essas espécies em suas analises (GNIADEK; MACURA, 2007; SANN et
al., 2021).

Um artigo de revisdo analisou estudos que relataram espécies fungicas e
producdo de micotoxina em ambiente hospitalar, entre os anos de 2000 a 2019, os
autores selecionaram 62 artigos identificando a prevaléncia dos géneros Aspergillus,

Penicillium e Cladosporium, corroborando com nossos achados, e identificaram a
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producdo de micotoxinas em ambiente hospitalar relatadas em 3 artigos, sendo as
espécies relacionadas a producdo de micotoxinas nos ambientes analisados, A.
fumigatus e A. flavus (SHAM et al., 2021).

InfecgBes fungicas em ambientes hospitalares estdo sendo cada vez mais
notificadas, porém ainda ha muita subnotificacdo, sendo de grande importancia o
monitoramento da qualidade do ar do ambiente, como uma das medidas preventivas
para evitar surtos que possam prejudicar a vida dos pacientes (DIXON et al., 1996;
MOHAMED; ROGERS; TALENTO, 2020). Métodos tradicionais como sedimentacao
em placas de Petri de bioaerossoéis podem néo abarcar a real diversidade fungica em
ambientes internos, sendo importante a utilizacdo de métodos como sequenciamento
gendmico que podem fornecer melhores dados para vigilancia de espécies que séo
potencialmente patogénicas em ambientes de cuidados com a saude (TONG et al.,
2017).

Por fim, ambientes como hospitais devem se atentar para cuidados com a
higiene e regulamentacdo de parametros ambientes estabelecidos para minimizar
riscos aos pacientes, evitando a proliferacdo de altas concentra¢des de propagulos
fangicos a fim de reduzir possiveis infeccGes com espécies oportunistas

aerossolizadas nesses locais (ONMEK et al., 2020).
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4 CONCLUSAO

e Neste estudo foi detectada a presenca de bioaerossois fungicos
potencialmente patogénicos. Sendo as espécies detectadas consideradas
oportunistas, estas podem representar riscos a sadde individual dos ocupantes
desses locais, principalmente de individuos imunocomprometidos.

e Ressalta-se a necessidade de continuas analises da qualidade do ar nesses
ambientes, pois permite conhecer a diversidade microbiolégica do ar desses
locais, e assim fazer uso de medidas preventivas contra a presenca de altas
concentracdes de potenciais patbgenos no ambiente.

e E necessario seguir as normas ja existentes para procedimentos de
higienizacdo de ambientes hospitalares, bem como se siga as normas que
estabelecem padrdes para qualidade do ar interior.

e Sendo importante compreender ainda que os cuidados higiénicos de
funcionarios e visitantes, como uso de mascaras e higienizacdo das maos, sao
imprescindiveis para evitar maiores danos aos frequentadores de locais de

saude, principalmente em tempos de pandemia.
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