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RESUMO

Ambientes internos climatizados, mal ventilados e sem renovacdo de ar, podem acumular
poeira e umidade tornando o ambiente propicio para a proliferacdo de agentes biolégicos, tais
como fungos e bactérias. As particulas produzidas por esses agentes sdo denominadas
bioaerossois e quando inaladas podem ser responsaveis por manifestacdes respiratorias
alérgicas e infecgbes oportunistas. Além disso, esses ambientes podem abrigar fungos
produtores de toxinas, podendo acarretar danos aos individuos expostos, principalmente
aqueles que apresentam alguma condicdo clinica de imunossupressdao. Com base no exposto,
0 presente estudo teve por objetivo avaliar a qualidade microbiol6gica de ambientes
climatizados em laboratorios de pesquisa de uma instituicdo de ensino superior de Alagoas.
Para a avaliagdo microbioldgica do ar foram realizadas exposi¢des de placas de Petri contendo
0 meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose (ASD), nos laboratérios de pesquisa do Instituto
de Ciéncias Farmacéuticas’lUFAL. No que se refere a analise microbiolégica dos
condicionadores de ar, as amostras foram colhidas em uma area de 20 cm? utilizando-se
swabs estéreis embebidos em solucdo fisioldgica a 0,9%, as quais foram semeadas por
espalhamento radial na superficie do meio ASD. Apds constatacdo do crescimento fingico
nas placas foi realizada andlise quantitativa através de contagem do numero de Unidades
Formadoras de Colénias (UFC) existentes nas amostras. Para analise qualitativa foi efetuada
contagem diferencial das col6nias, entre fungos filamentosos e leveduriformes. Os fungos
filamentosos foram identificados por meio da associacdo dos aspectos macroscopicos com as
caracteristicas microscépicas do exame direto da cultura priméria, sendo 0s mesmos
confirmados pela estimulacdo da esporulacdo pela técnica de microcultivo em lamina
utilizando-se agar lactrimel. Nas amostras do ambiente foram isoladas 203 UFC; 125 de
fungos filamentosos, onde Penicillium, Aspergillus e Fusarium foram 0s géneros mais
predominantes. Na microbiota do ar-condicionado, 311 UFCs, e os géneros Penicillium,
Aspergillus e Cladosporium foram os mais isolados, entretanto Trichoderma e Chrysonilia
também tiveram um crescimento de grande extensdo. A maior quantidade de UFCs no ar
ambiente foi isolada no laboratério 5, enquanto que as amostras dos ares-condicionados
estavam mais contaminadas no laboratério 2. Visando diminuir a contaminacdo dos
laboratorios, é necessario implantar medidas como: uma maior regularidade na limpeza e

incentivo ao uso de equipamentos de protecdo individual.

Palavras-chave: Fungos anemofilos; Microbiota Ambiental; Ambientes climatizados.



ABSTRACT

Acclimatized indoor environments, poorly ventilated and without air renewal, can accumulate
dust and moisture making the environment conducive to the proliferation of biological agents,
such as fungi and bacteria. The particles produced by these agents are called bioaerosols and
when inhaled they may be responsible for allergic respiratory manifestations and
opportunistic infections. In addition, these environments can harbor toxin-producing fungi,
which can cause damage to exposed individuals, especially those who have some clinical
condition of immunosuppression. Based on the above, the present study aimed to evaluate the
microbiological quality of acclimatized environments in research laboratories of a University
in Alagoas. For the microbiological evaluation of the air, Petri dishes containing the culture
medium Agar Sabouraud Dextrose (ASD) were exhibited in the research laboratories of the
Institute of Pharmaceutical Sciences / UFAL. Regarding the microbiological analysis of the
air conditioners, the samples were collected in an area of 20 cm? using sterile swabs soaked in
0.9% saline solution, which will be sown by radial scattering on the surface of the Sabouraud
agar medium. dextrose (ASD). After verifying the fungal growth in the dishes, quantitative
analysis were performed by counting the number of Colony Forming Units (CFU) existing in
the samples. For qualitative analysis, differential colony counting were carried out, between
filamentous fungi and yeasts. The filamentous fungi were identified by associating the
macroscopic aspects with the microscopic characteristics of the direct examination of the
primary culture, the same being confirmed by the stimulation of the sporulation by the
microcultivation technique using lactrimel agar. 203 CFUs were isolated from the
environment samples; 125 of filamentous fungi, where Penicillium, Aspergillus and Fusarium
were the most prevalent genera. In the air conditioning microbiota, 311 UFCs, and the genera
Penicillium, Aspergillus and Cladosporium were the most found, however, Trichoderma and
Chrysonilia also had a large extent of growth. The greatest number of CFUs in ambient air
was isolated in laboratory 5, while the samples of air conditioners were more contaminated in
laboratory 2. In order to reduce contamination in laboratories, it is necessary to implement
measures such as: greater regularity in cleaning and incentive to use of personal protective

equipment.

Keywords: Anemophilous fungi; Environmental Microbiota; Acclimatized environments.
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1. INTRODUCAO

Em torno de metade dos habitantes do mundo, segundo estimativa da Organizacgao
Mundial da Salde, sente os efeitos da ma qualidade do ar interior, sendo os sistemas
cardiovascular e respiratorio os mais atingidos, tornando este tema um ponto importante na
satisfacdo e salde da populacdo (NUNES, 2013). Embora o ar interno derive do ar exterior,
determinadas pesquisas realizadas, tanto em ambito nacional quanto internacional, mostraram
a presenca bem maior de contaminantes no ambiente interior (até dez vezes maiores), sendo a
“baixa troca de ar” proporcionada por esses sistemas de ar-condicionado a responsavel pela
maior contaminacéo interna (BRICKUS & NETO, 1999).

A ocorréncia da Sindrome dos Edificios Doentes (SED) pode estar relacionada a
determinadas causas: distribuicdo ineficiente do ar, projeto e modificaces ndo adequadas
apos a construcéo, a escassez de ar exterior, controle inadequado de temperatura e auséncia de
revisdo e higiene nos sistemas de climatizacdo. A respeito dos impactos da polui¢do do ar
interno, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) avaliou a influéncia de uma gama de
fatores de risco a doencas e atestou que a ma qualidade do ar interno é o oitavo fator de maior

importancia, tornando-se causa de 2,7% de doengas no mundo (WHO, 2020).

Fungos, bactérias, virus, fezes de ratos e de passaros, partes de insetos e acaros podem
ser fontes de contaminacdo bioldgica (NEVALAINEN & SEURI, 2005, KHAN &
KARUPPAVIL, 2010). Os fungos séo seres universalmente difundidos e sdo considerados
um grande risco a salde publica em ambientes internos (SAMET & SPENGLER,2003;
KHAN, 2009). Aqueles que possuem como forma de disperséo o ar sdo chamados de fungos
anemdfilos, e pertencem a esse grupo diversos géneros que podem colonizar diferentes
ambientes, dispersando suas estruturas reprodutivas (SIDRIM & MOREIRA, 1999).

Quase todos os substratos naturais e sintéticos podem ser utilizados pelos fungos para
seu crescimento, principalmente se forem Umidos ou higroscopicos. Os materiais de fontes
inorganicas sdo contaminados a partir do momento que acumulam poeira e servem de meio
para fungos como Aspergillus fumigatus e Aspergillus versicolor (SAMET & SPENGLER,
2003). Ja outros materiais, como a madeira, sdo seriamente suscetiveis a colonizagdo por
fungos. Penicillium e Cladosporium sdo géneros citados como contaminantes de madeira
utilizadas em construgdes (SAILER et al.,2010).

Estudos de amostragem do ar ambiente utilizando meios de cultura identificaram

principalmente Aspergillus, Alternaria e Penicillium como os fungos mais encontrados nas
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casas (ADAMS et al., 2016). Em outra pesquisa, realizada por Dallongeville et al. (2015), em
160 lares da Franca, Cladosporium e Penicillium foram isolados em mais de 90% das
residéncias, Aspergillus em 46% e Fusarium em 6%. A relacdo entre crescimento dos fungos
e a estacdo do ano também foi avaliada neste estudo, onde os autores perceberam que
Penicillium e Aspergillus aumentavam suas concentragfes em estacdes frias, enquanto
Cladosporium, Alternaria e a concentragéo total de fungos seguiam o sentido inverso.

Os sistemas de climatizacdo podem ser considerados uma alternativa para conter a
contaminacdo microbiana de ambientes internos. Entretanto, se forem operados ou projetados
de forma indevida, a concentracdo de particulas poluentes no interior sofrera um acréscimo,
aumentando o risco de exposicao para 0s ocupantes (MENDELL et al., 2008).

Com o crescente uso de aparelhos de ar condicionado nos ambientes de trabalho, de
estudo e nas residéncias, aumentou o nimero de pessoas expostas a desenvolver processos
alérgicos decorrentes de contaminacdes fungicas. Com isso, a investigacdo da microbiota dos
ambientes climatizados é de grande importancia, pois a proliferacdo exacerbada de patdgenos

no ar podem afetar negativamente a saude e bem-estar dos ocupantes.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aspectos gerais dos fungos

Fungos sdo organismos eucariontes, ndo fotossintetizantes, geralmente imoveis e que
possuem, envolvendo suas células uma parede celular rigida, nesta célula eucarionte também
¢ encontrado pelo menos um ndcleo, uma membrana nuclear, mitocdndrias, reticulo
endoplasmatico e aparelho excretor (BROOKS et al., 2014), em algumas espécies, além das
estruturas ja citadas, pode existir uma céapsula, Util em seus processos de patogénese (ZAITZ
et al., 2010). A parede celular tem em sua composi¢do basicamente proteinas, lipideos,
quitina, glucanas e mananas; estando as mananas e as glucanas combinadas com as proteinas,
formando as glicoproteinas, manoproteinas e glicomanoproteinas. A composi¢do da parede
celular pode sofrer alteracdes a depender da idade do fungo, da espécie, da temperatura, do
pH e da constituicdo do substrato de crescimento (ZAITZ et al., 2010).

Quanto a membrana plasmatica dos fungos, esta € composta por ergosterol, tal como o
colesterol estd na membrana de células animais, executando um papel fundamental na
regulacdo de sua fluidez e permeabilidade (MOREIRA, LOPES & CARVALHO, 2004). Em
relacdo a respiracdo, grande parte dos fungos € aerdbio, embora haja aqueles que sejam
facultativamente anaerdbios (fermentativos). Bioguimicamente, produzem tanto metabdlitos
priméarios (&cido citrico, etanol, glicerol), quanto secundarios (penicilina e micotoxinas)
(MURRAY, ROSENTHAL & PFALLER, 2010). O glicogénio é a forma de armazenamento
de glicose dos fungos, para o uso em seu metabolismo (VOET, VOET & PRATT, 2014).

Com relacdo a morfologia, os fungos se apresentam de duas formas principais: fungos
filamentosos (mofos ou bolores) e leveduras. O primeiro grupo cresce como hifas, que séo
filamentos que se ramificam, medindo de 2 a 10 um de didmetro. As hifas dos fungos
filamentosos podem ser hialinas ou demaceas; as hialinas sdo aquelas que apresentam
coloracdo clara, j& as demaceas se mostram em tonalidade escura ou negra; as hifas se
entrelacam e d&o origem aos micélios; ja as leveduras possuem forma esférica ou oval de 3 a

5 pm de didmetro; existe ainda um terceiro grupo chamado de dimérfico, que se apresentam
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tanto na forma de bolores como de leveduras, sendo fatores ambientais 0s responsaveis pela
morfologia que eles irdo apresentar (QUINN et al., 2005; OLIVEIRA, 2014).

O micélio se apresenta de duas formas diferentes: o micélio reprodutivo, que possui
funcdo de reproducéo e disseminacgdo da espécie, por meio da formacao dos esporos, também
chamados de propagulos fungicos, e o micélio vegetativo, responsavel pela funcdo de
crescimento da espécie. O micélio vegetativo pode ser septado ou nédo, quando néo septado €
denominado de cenocitico. O micélio reprodutivo por sua vez, além da ja citada perpetuacao
da espécie por meio dos esporos, € importante na identificacdo das espécies fungicas. Em
algumas espécies 0s esporos também podem ser produzidos no micélio vegetativo, recebendo

0 nome de esporos sesseis (ZAITZ et al., 2010).

Leveduras se diferenciam dos fungos filamentosos também pela sua forma de diviséo
celular, seu processo se da atraves de brotamento simples, brotamento — fissdo ou por divisao
binaria (SIDRIM & ROCHA, 2012). Os fungos filamentosos se propagam pela producéo de
esporos, tanto de forma sexuada como de forma assexuada; estes esporos podem ser
carregados por longas distancias tendo como transporte o vento e a 4gua, caso encontrem um
meio que favoreca seu crescimento, ele germinara e daré originard um novo micélio (REECE
et al.,2015).

Os esporos sdo originarios de uma célula denominada célula esporéngica, e ficam
localizados dentro de uma bolsa, o esporangio. A célula esporangica deriva de células
componentes das hifas — as estruturas de frutificacdo — que além da célula esporangica,
origina também as células conidigénicas, destas sdo derivados os conidios, onde nestes ndo ha
a presenca de um envoltorio, como nos esporos, 0 que permite que os conidios desde quando
formados, sejam livres para se soltarem das hifas e assim originar um novo fungo. As células
conidigénicas possuem aspectos morfologicos proprios para cada espécie, 0 que se torna uma

ferramenta importante na identificacdo dos fungos filamentosos (SIDRIM & ROCHA. 2012).

Segundo a taxonomia, a classificacdo dos fungos se d& por meio da morfologia, onde
0S organismos com caracteres comuns sdo reunidos no mesmo grupo. Devido a complexidade
dos fungos, a classificacdo taxondmica passa por diversas modificacdes, e atualmente, ndo ha
uma unanimidade entre os pesquisadores desta area. Técnicas de biologia molecular vém sido
empregadas na classificagdo dos fungos, o que acarreta em novas informacgdes nos estudos

taxonémicos do Reino Fungi. Quatro divisGes para este reino sdo utilizadas por uma das
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classificacGes vigentes; Chytridiomycota, Zygomycota, Basidiomycota e Ascomycota
(ZAITZ et al., 2010).

Cerca de 80.000 espécies fungicas ja foram descritas, destas, aproximadamente mais
de 400 s&o alvos de estudo médico, onde, a grande parte das infecgfes fungicas que atingem
animais e humanos sdo ocasionadas por menos de 50 espécies destes organismos. Entretanto,
os fungos também sd@o responsaveis por acOes benéficas a natureza e aos seres humanos,
contribuindo para a fabricacdo de bebidas alcodlicas, como o vinho, na producédo de alimentos
como o queijo e 0 pdo e no desenvolvimento de medicamentos, tais como a penicilina e a
ciclosporina (BROOKS et al., 2014).

2.2 Fungos Anemdfilos

Existem diversas vias de dispersdo dos fungos na natureza; o ar, a agua, 0s insetos, 0s
animais e 0 homem sao as principais. Anemofilo € o nome dado aos fungos que se dispersam
através do ar atmosférico, podendo a microbiota ser variavel ou ndo quando se avaliam
cidades ou regides diferentes (MEZZARI et al., 2003). Dificilmente existira um meio
ambiente isento de contaminacdo por fungos, pois o ar atmosférico é o principal meio desses
fungos, onde resistem a variagOes de pH, temperatura, umidade e concentracdo de oxigénio,
facilitando deste modo, que sejam encontrados em qualquer lugar que possibilitem seu
crescimento (LACAZ et al., 2002).

Os elementos fungicos mais abundantes na atmosfera sdo 0s esporos, que ao serem
inalados, podem causar problemas respiratorios, tais como: sinusite, asma e rinite; motivo
pelo qual sdo considerados aeroalérgenos (ARAUJO et al. 1999, BELMIRO, 2012). Em
individuos suscetiveis, pode ocorrer irritacdo alérgica devido a presenca de compostos
volateis organicos no ambiente, estes compostos sdo metabolitos fangicos que tem o cheiro
caracteristico de mofo, podendo sinalizar o crescimento desses microrganismos no ambiente
(GUNSCHERA et al., 2004). Uma base de dados que agrupa informacGes sobre compostos
volateis organicos e compostos volateis organicos microbiol6gicos (LEMFACK et al, 2014),
listou cerca de 300 destes compostos, 0s principais sdo: alcoois, benzenodides, aldeidos,

alcenos, acidos, ésteres, terpendides e cetonas.



15

Os fungos anemdfilos pertencem a vérias espécies e géneros, onde quase todos sdo
contaminantes do ar, sendo facilmente encontrados em ambientes fechados, podendo
ocasionar varios danos em animais e plantas. (SIDRIM & MOREIRA, 1999; BERNARDI et
al., 2006). Entre os grupos de fungos anemofilos que liberam esporos no ar e sdo capazes de
provocar reacdes alérgicas estdo os das classes Ascomycetes, Zygomycetes, Hyphomycetes e
Basidiomycetes. Os Ascomycetes sdo representados pelos géneros Chaetomium,
Leptosphaeria e Venturia. Os Zygomycetes sdo representados pelos géneros Mucor e
Rhizopus, os Hyphomycetes tém como principais exemplos o0s géneros Aspergillus,
Alternaria, Cladosporium, Penicillium entre outros e finalmente, os Basidiomycetes, tém

como representantes fungos patdgenos de plantas (MEZZARI, 2002).

Os principais géneros de fungos que utilizam o ar como meio de dispersdo e que sao
considerados como 0s principais responsaveis por problemas respiratérios,sdo: Alternaria,
Aspergillus, Cladosporium, Mucor, Penicillium, Rhizopus entre outros (BERNARDI &
NASCIMENTO, 2005; SOUZA et al., 2008; SOUZA et al. 2010, PEREIRA et al. 2013).

Segue abaixo, uma breve descricdo das principais especies anemofilas:
Fungos Anemdfilos Filamentosos

e Alternaria spp: Possui distribui¢do universal, sendo considerado contaminante de
matéria em decomposic¢do. Causador ocasional de lesdes de pele, oesteomielite,
ceratomicose, infeccdes no septo nasal e distlrbios pulmonares, na maioria das
vezes causada por contagio acidental. Os conidios se mostram com divisoes
horizontais e verticais e base com formato de baguete com as extremidades afiladas.
(ZOPPAS, 2005).

o Aspergillus spp: As espécies desse género sdo encontradas em todos os ambientes,
como o solo, a agua e o ar, havendo crescimento em uma grande variedade de
materiais de origem organica (VANDEWOUDE et al., 2006). Os exemplares dessa
espécie possuem conideos pequenos, rugosos, ou lisos que facilmente séo inalados,
ocasionando contaminacdo em pacientes sensiveis, atingindo também pacientes
com feridas e traumas, imunodeprimidos, diabéticos, entre outros (SIDRIM,
CORDEIRO & ROCHA, 2004).
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Cladosporium spp: Este género apresenta especies que sdo comumente isoladas do
meio ambiente. As colbnias deste grupo tem um crescimento lento, levando em
média 21 dias para amadurecer; os conidios de Cladosporium spp podem se
apresentar de duas formas: os basais podem ser bicelulares e prolongados, ja 0s
conidios das cadeias podem apresentar uma ou mais células, lisos ou
proeminentes, globosos ou elipsoides, possuindo uma fissura pigmentada muito
caracteristica do género. Apesar de grande parte das espécies serem relatadas
somente como contaminantes, alguns casos de feo-hifomicoses superficiais, feo —
hifomicoses profundas e cromomicoses tém sido atribuidos a espécies de
Cladosporium (SIDRIM & ROCHA, 2012).

Curvularia spp: Os conidios deste género sdo alongados e elipsoides, possuindo de
trés a quatro septos transversais. Ademais, como o nome do género indica, 0s
conidios s&o comumente curvados, devido a uma célula central assimetricamente
distendida; a maioria das espécies deste género é patogena de plantas; entretanto,
ha relatos de infecgdes locais e disseminadas, acometendo o endocérdio, septo
nasal, seios paranasais e locais de insercdo de cateter, além de pele, tecidos
subcutaneos, 0ssos, cornea e trato respiratdrio inferior (PITT & HOCKING, 2009;
MURRAY, ROSENTHAL & PFALLER, 2005).

Fusarium spp: Estes fungos fazem parte do grupo dos Ascomycotas. Filamentosos,
sdo encontrados no solo e causam contaminacdo em vegetais, como bulbo de
plantas e tomates. Ao crescerem, formam extensas coberturas de hifas tendo seus
conidios reconhecidos pelo formato de foice. Uma das espécies deste género, o
Fusarium moliniforme é responsavel pela producdo de uma micotoxina, a
fumonisina, onde o milho é o principal produto afetado por esta toxina que pode
causar até a morte em equinos, devido a ocorréncia da leucoencefalomalacia, que
acarreta em deterioracdo na substancia branca do cérebro, acarretando em obito.
Em humanos, hd a suspeita que esta toxina esteja relacionada a neoplasia de
esdfago, mas esta ligacdo ainda ndo estd totalmente elucidada (TORTORA,
FUNKE & CASE, 2017; PITT, 2000).
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Micélio aéreo estéril: Fungos imperfeitos que formam um grupo diverso, sendo
saprofitos e parasitas, apresentando apenas o estagio de micélio, sem demonstrar
conidios. Incluem — se nesta definicdo os fungos que podem exibir corpos de
resisténcia, que séo esclerécios que ndo possuem conidios endégenos (LACAZ et
al., 1998).

Penicillium spp: Este género apresenta fungos de crescimento rapido, apresentando
maturacdo aproximadamente em trés ou quatro dias. Ao microscépio, mostra um
grande numero de hifas hialinas septadas, com conidioforos simples ou
ramificados, individualizados ou agrupados, hialinos ou parcialmente
pigmentados, a célula conidiogénica tem o formato de uma garrafa (fialides) e os
conidios se dispdem em cadeias com diferentes extensdes. Centenas de espécies
fazem parte deste género, sendo necessario, para a identificacdo correta das
espécies, pesquisadores especificos deste grupo. Penicillium tem sido relacionado
em relatos de ceratite, otites, sinusites, infecgdes pulmonares, casos de alergia e
varios quadros de hialohifomicoses (SIDRIM & ROCHA, 2012).

Rhizopus spp: Col6nias com crescimento muito rapido, onde cerca de dois a quatro
dias sdo necessarios para atingir a maturacdo. De textura algodonosa, com
crescimento consistente, as colénias apresentam tonalidade branca; entretanto, a
medida que ocorre a formacao de estruturas de frutificacdo, a coloragdo muda para
amarelo acastanhada ou cinza. No microscopio, nota-se a presenca de largas hifas,
com raros septos; tipico do grupo dos zigomicetos. Este grupo € o responsavel pelo
bolor enegrecido que aparece em paes, e pode estar ligado a casos de mucormicose
(MADIGAN et al.,2016; SIDRIM & ROCHA, 2012).

Fungos Anemdfilos Leveduriformes

Candida spp: Fungo leveduriforme que se diferencia de outras leveduras por
apresentar pseudo — hifas ou micélio gemulante. Este género é composto de mais
de 150 espécies. A vista do microscopio, se apresenta como uma levedura gram —
positiva, com formato de ovo e paredes estreitas. As col6nias apresentam

coloragdo creme, de aspecto macio e liso. Os meios de cultura normalmente
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utilizados (Agar sangue, Agar Mueller — Hinton e Agar Sabouraud) sdo bem
aceitos por este género, entretanto o crescimento leva alguns dias. Candida é o
género flngico que mais constantemente causa infeccdes oportunistas em
humanos; habita a microbiota natural da pele, trato digestivo, boca e vagina.
(MOREIRA, LOPES & CARVALHO, 2004).

e Rhodotorula spp: Leveduras que séo isoladas do ar, do solo, da &gua e de
laticinios; possuem baixa habilidade de fermentacdo e ndo produzem esporos.
Possuem pigmentos de diversas tonalidades (amarela, rosa, laranja e vermelha) que
modificam a cor dos alimentos quando contaminados. Encontradas constantemente
em infeccdes de pele, pulmao, fezes e urina (ZAITZ, 2012; EVANGELISTA,
2008).

Haja vista que a descricdo de certas doengas que afetam o trato respiratorio se torna
parcialmente dificil, por causa do desconhecimento a respeito dos fungos aos quais a
populacdo se expbe e que a frequéncia desses fungos serve de indicador microbiolégico do
nivel de qualidade do ar do ambiente, estudos sobre a microbiota anemofila tornam — se de
grande importancia (PANTOJA, COUTO & PAIXAO, 2007, MELO, OLIVEIRA &
ARAUJO, 2004).

2.3 Ambientes climatizados e seus impactos

Acompanhando o avango da tecnologia, 0 homem passou a moldar o ambiente a sua
volta, controlando fatores como a temperatura do ambiente em que reside, assim como o
ambiente onde trabalha. E certo que hoje, passam-se muitas horas em locais fechados, o que
levou ao desenvolvimento de equipamentos que tornaram mais confortaveis os locais onde o
homem realiza suas tarefas. O principal equipamento que trouxe o conforto citado foi o ar —
condicionado, desenvolvido em 1902, por Willis Haviland Carrier (SPRINGER CARRIER,
2002), tornando possivel controlar fatores como umidade e temperatura, possibilitando que a
permanéncia em ambientes fechados seja mais agradavel (CARTAXO et al.,2007;
SPRINGER CARRIER, 2002; AFONSO et al., 2006).

E funcdo dos sistemas de climatizacdo fornecer uma Qualidade do Ar Interior em

niveis adequados, mantendo as taxas de renovacdo com o ar exterior. Esta taxa € de grande
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importancia, visto que nos ambientes climatizados € comum que as pessoas se locomovam
para realizarem suas atividades e com isso a quantidade de particulas que sdo langadas no ar é
de grande extensdo, sendo papel dos filtros presentes nos climatizadores a retirada dessas
particulas, o que leva a concluir que a manutencdo da limpeza dos sistemas de filtragem dos
ar — condicionados deve ser realizada de modo a manter o ambiente livre das particulas. O
surgimento de doencas infecciosas, respiratorias e alérgicas nos individuos que estdo em
contato direto com os ambientes climatizados é de constante ocorréncia, sendo justificada, na
maioria das vezes, pela limpeza incorreta dos filtros de ar, que facilitam o aparecimento de
micro-organismos como fungos e bactérias (BRASIL, 2003; CARTAXO et al. 2007).

Os fungos e bactérias supracitados sdo denominados bioaressois e juntamente com
aerodispersoides (poeira) e contaminantes quimicos sdo os principais fatores responsaveis
pelo que a OMS (Organizacdo Mundial de Saide) denominou de Sindrome dos edificios
doentes (SED). Esta sindrome ¢ descrita por esta organizagdo como: “‘uma situa¢do na qual os
ocupantes ou usuarios de um prédio especifico apresentam sintomas sem origem determinada
e sem a possibilidade de constatacdo de uma determinada etiologia, sendo, portanto,
desconhecida” (SCHIRMER et al. 2011; WHO, 1989).

Sintomas como espirros, olhos lacrimejantes, tosse e deficiéncia respiratéria, além de
doengas como pneumonia, rinite e asma tem sua ocorréncia relacionada aos microrganismos
encontrados em climatizadores de ar. De modo mais especifico, pode-se dizer que as doencas
relacionadas aos microrganismos mais encontrados em ambientes climatizados sdo a
legionelose, causada pela bactéria gram-negativa do género Legionella, a febre do
umidificador (causada por toxinas produzidas pelos microrganismos encontrados nos sistemas
de ventilacdo), asma brénquica e pneumonia associada a bactérias (Streptococcus
pneumoniae, Staphylococcus aureus e Mycoplasma pneumoniae, entre outras), virus e fungos
(STRAUZ, 2001, BASTO, 2005; LENZI, MOREIRA & TAVARES, 2007).

As razbes que podem levar a Sindrome dos Edificios Doentes sdo: distribuicéo
ineficiente do ar, projeto e modificagdes ndo adequadas apds a construcdo, a escassez de ar
exterior, controle inadequado de temperatura e auséncia de revisdo e higiene nos sistemas de
climatizacdo. A respeito dos impactos da poluicdo do ar interno, a OMS avaliou a influéncia
de uma gama de fatores de risco a doencas e atestou que a ma qualidade do ar interno é o
oitavo fator de maior importancia, tornando-se causa de 2,7% de doencas no mundo (WHO,
2020).
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2.4 Aspectos legais dos ambientes climatizados

No Brasil, a conscientiza¢do dos riscos ocasionados pela SED veio a partir de 1998,
quando o entdo Ministro das Comunicacdes, Sergio Motta veio a falecer, onde uma das causas
apontadas para o ébito foi a contaminacdo por bactérias situadas no ar — condicionado; este
ocorrido incentivou a criacdo da Portaria N° 3.523, em 28 de agosto de 1998, pela Agéncia de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA, que autoriza um Regulamento Técnico com medidas basicas
no que se tratava a procedimentos de verificacdo visual da situacdo de higiene, remogéo de
impurezas por métodos fisicos e manutencdo do estado de integridade e eficiéncia de todos os
componentes dos sistemas de climatizacdo, para assegurar a Qualidade do ar de interiores e
prevencao de riscos a salde dos ocupantes de ambientes climatizados (INMETRO ; BRASIL,
2003).

Em 2000, a ANVISA juntamente com outros Orgdos tornou publico a Resolucédo
176/00 que define normas referenciais de qualidade do ar de ambientes climatizados de uso
coletivo e publico e a metodologia a ser aplicada pelas vigilancias sanitarias no que diz
respeito a inspecdo da qualidade do ar; a avaliacdo consiste em coletar amostras do ar do
ambiente climatizado com o auxilio de aparelhagem com filtros que contenham meio de
cultura, possibilitando a identificagdo dos microrganismos ali presentes. Os filtros sdo entédo
incubados e se o parecer final determinar uma quantidade de microrganismos acima do que é
preconizado pela OMS — 750 Unidades formadoras de colénia (UFC) por metro cubico de ar,

o ambiente é classificado como improprio para a satide (AGENCIA SENADO)

A ANVISA lancou em 2003, a revisdo da 176/00 com a nomenclatura de Resolugédo
9/03, a partir desta foi determinado que donos, locatarios e administradores de imoveis que
contenham ambientes climatizados por sistemas acima de 60.000 Unidades Térmicas
Britanicas por hora (BTU/h) tem responsabilidade sobre a qualidade do ar inalado pelos
ocupantes; caso a fiscalizacdo realizada pela vigilancia atestar que 0s niveis de contaminacéo
dos ambientes climatizados foram ultrapassados, uma multa sera aplicada aos responsaveis
com valores que variam de R$ 2 mil a R$ 200 mil (AGENCIA SENADO)

Outro aspecto que a Resolucdo 9/03 determina € aquele que estipula prazos para 0s
procedimentos de limpeza e manutencdo dos componentes dos sistemas de climatizacao,

como descritos no quadro a seguir:
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Quadro 1 - Periodicidade dos procedimentos de limpeza e manutencdo dos

componentes do sistema de climatizacéo.

COMPONENTE

PERIODICIDADE

Tomada de ar externo

Limpeza mensal ou quando descartavel até

sua obliteracdo (m&ximo 3 meses)

Unidades filtrantes

Limpeza mensal ou quando descartavel até

sua obliteracdo (mé&ximo 3 meses)

Bandeja de condensado Mensal*

Serpentina de aquecimento Desencrustacdo  semestral e  limpeza
trimestral

Serpentina de resfriamento Desencrustagdo  semestral e  limpeza
trimestral

Umidificador Desencrustagdo  semestral e limpeza
trimestral

Ventilador Semestral

Plenum de misturas / Casa de maquinas Mensal

Legenda: *Excetuando na vigéncia de tratamento quimico continuo que passa a respeitar a

periodicidade indicada pelo fabricante do produto utilizado.

(BRASIL, 2003)
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Isolar e identificar a microbiota flngica anemdfila do ambiente e de aparelhos de ar —
condicionado presentes em sete laboratdrios de pesquisa do Instituto de Ciéncias

Farmacéuticas da Universidade Federal de Alagoas.
3.2 Objetivos Especificos

e Quantificar os fungos filamentosos e leveduriformes;
e Identificar os fungos filamentosos;
e Tracar perfil epidemiolégico dos locais e microrganismos encontrados nos ambientes

amostrados.



23

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Caracterizacao do ambiente de estudo

O estudo foi executado nos laboratorios de pesquisa do Instituto de Ciéncias
Farmacéuticas (ICF) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL). A primeira coleta contou
com apenas seis laboratérios, e a segunda com todos 0s sete, onde diariamente transitam
professores e alunos a fim de realizar suas atividades de estudo; todos os ambientes possuem

climatizagdo por meio de ar-condicionado.

4.2 Coleta do material microbioldgico
4.2.1 Amostras do ar-ambiente

Foram realizadas duas coletas, a primeira no més de Junho de 2019 e a segunda no
més de Setembro de 2019, utilizando placas de Petri descartaveis contendo o meio Agar
Sabouraud Dextrose (ASD) que foram posicionadas em bancadas de apoio que sdo comuns
em todos os sete laboratorios (Figura 1), sendo este o local escolhido por estar livre da
corrente de ar direta que vinha do ar-condicionado e por estar presente em todos o0s
laboratorios. As placas foram abertas e expostas durante 30 minutos, utilizando — se da
técnica de sedimentacdo de esporos. Apds este tempo, foram vedadas com plastico filme ou
fita zebrada adesiva e levadas ao Laboratério de Pesquisa em Tratamento de Feridas (LPTF)
situado na Universidade Federal de Alagoas, sendo reservadas a temperatura ambiente (+
25°C) por cerca de sete dias, até o surgimento de col6nias isoladas. Ao todo, obteve-se 14

amostras do ambiente.
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Figura 1 - Bancada onde foram posicionadas as placas para coleta do ar ambiente

(AUTOR, 2020)
4.2.2 Amostras do ar-condicionado

As amostras foram colhidas em uma &rea de 20 cm? utilizando-se swabs estéreis
embebidos em solugéo fisioldgica a 0,9%, as quais foram semeadas por espalhamento radial
na superficie do meio ASD para o isolamento de fungos, em seguida, as placas foram
incubadas a temperatura ambiente (+ 25°C) durante sete dias ou até o surgimento de col6nias

isoladas.

4.3 ldentificagdo das amostras

A identificagdo das amostras se deu numerando cada laboratério de acordo com a
ordem de alocagdo dos laboratorios no hall do Instituto de Ciéncias Farmacéuticas. O quadro

com o laboratorio e o respectivo nimero de identificagdo segue abaixo:



Quadro 2 - Identificacdo dos laboratorios

IDENTIFICACAO NOME DO LABORATORIO

LAB 1 Laboratorio de Farmacologia
Cardiovascular

LAB 2 Laboratorio de Bioquimica e
Fisiologia de Insetos

LAB 3 Laboratério de  Controle de
Qualidade

LAB 4 Laboratério de Farmacognosia

LAB 5 Laboratério de  Controle de
Tecnologia de Medicamentos

LAB 6 Laboratério de Farmacotécnica e
Quimica Farmacéutica

LAB 7 Laboratério de Tecnologia de
Nanosistemas Carreadores de
Substancias Ativas

(AUTOR, 2020)
4.4 dentificagdo dos fungos

4.4.1 Identificagdo macroscépica dos fungos

25

Passados sete dias de incubacéo, iniciou — se a classificagdo dos fungos levando-se em

consideracdo os aspectos macroscopicos das coldnias, classificando — as de acordo com o

aspecto que se apresentavam na Placa de Petri, como por exemplo: algodonoso, pulvurulento,

cerebriforme, rugoso, mucoide. A fim de tornar a identificacdo mais precisa, efetuou-se a

cultura central (Figura 2) de algumas espécies, esta técnica consiste em inocular um

fragmento de um fungo em uma placa de Petri pequena contendo Agar Sabouraud Dextrose,

como apenas uma espécie foi posta no meio, ela cresce livremente, o que torna as

caracteristicas morfologicas dos fungos mais evidentes (textura, formato, coloracao).
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Figura 2 - Cultura central que proporcionou isolamento dos fungos, facilitando

identificacdo do género.

(AUTOR, 2020)

4.4.2 ldentificacdo microscopica dos fungos

Realizou — se a técnica do microcultivo utilizando agar lactrimel (NEUFELD, 1999;
LACAZ et al., 2002), que proporcionou a esporulacdo dos fungos e a identificacdo dos
géneros por meio das estruturas de reproducgdo, além da observacdo das hifas, com presenca
ou ndo de septos e se sdo deméceas ou hialinas, comparando com a metodologia utilizada por
Otcenasek & Dvorak (1973), Rebell & Taplin (1974), Elewski (1992), Hoog et al. (2000),
Lacaz et al. (2002), Sidrim & Rocha (2010), Zaitz et al. (2010) e Mycobank (2018). Apés a

preparacdo das laminas, as mesmas foram coradas com o corante azul lactofenol de algodao.

5. RESULTADOS
Ao total, 203 UFCs do meio ambiente foram isoladas, enquanto nas amostras dos

aparelhos de ar condicionado, 311 UFCs. Tanto no ar ambiente como no ar-condicionado
houve um predominio dos fungos filamentosos perante os leveduriformes, como podemos
observar na Figura 3.



27

Figura 3 - Quantitativo de Unidades Formadoras de Coldnias contaveis de fungos
filamentosos e leveduriformes isolados nos laboratdrios de pesquisa do Instituto de

Ciéncias Farmacéuticas da UFAL.
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Legenda - *: valor correspondente somente as placas com UFC contaveis
(AUTOR, 2020)

Ao todo, foram identificados nas coletas do ar ambiente, 13 géneros flngicos. Vale
ressaltar que das 125 UFCs de fungos filamentosos isoladas, apenas 96 destas foram passiveis
de identificacéo, pois, algumas ndo tiveram crescimento ideal no meio &gar Sabouraud, o que

impossibilitou a identificag&o.

Do total isolado do ar-condicionado, 67 coldnias filamentosas contaveis ndo foram
identificadas pelo género (32,21%), fato que também ocorreu com as amostras do ambiente.
Do grupamento Incontavel, 2 das 12 (16,66%) ndo foram passiveis de identificacdo, quanto as
181col6nias leveduriformes, estas ndo foram identificadas quanto ao género, pois o trabalho
teve enfoque quanto ao género somente nos fungos filamentosos, visto que esses estdo
fortemente associados a contaminacdo de ambientes, ocasionando processos alérgicos.

Foram identificados nos aparelhos de climatizagdo, 15 géneros fungicos dentre as UFCs
contaveis e incontaveis. No primeiro grupo, 13 géneros, em ordem decrescente de UFCs
isoladas: Penicillium, Cladosporium, Aspergillus, Curvularia, Scytalidium, Acremonium,
Chaetomium, Fusarium, Paecilomyces, Rhizopus e Scopulariopsis. A Figura 4 mostra uma
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representacdo gréafica dos géneros fungicos das UFCs contéveis isoladas do ar ambiente e dos
aparelhos de ar-condicionado dos laboratoérios de pesquisa do ICF/UFAL.
Figura 4 — Fungos filamentosos isolados do ar ambiente e dos ares-condicionados

nos laboratérios de pesquisa do ICF-UFAL.
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Legenda - *: valor correspondente somente as placas com UFC contaveis.
(AUTOR, 2020)

A Figura 5 representa imagens das microscopias realizadas atraves do microcultivo em
agar lactrimel; atraves da analise dessas imagens pode-se identificar com precisdo 0s géneros

fangicos isolados nas coletas.
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Figura 5 - Aspectos microscopicos obtidos através do microcultivo em &gar

lactrimel. Conidios de Aspergillus (A), Curvularia (B), Fusarium (C) e Penicillium

(D).

(AUTOR, 2020)

Outro aspecto relevante dos resultados é a comparagdo que pode ser realizada entre a
quantidade de coldnias de determinado género encontrada em cada laboratério. Como cada
laboratorio executa uma determinada atividade, com insumos, materiais, métodos proprios, é
comum que a microbiota ndo seja a mesma para todos os ambientes, variando nos géneros
isolados e na quantidade encontrada. E certo que alguns géneros por serem ubigquos no
ambiente, como Aspergillus, Cladosporium, Fusarium e Penicillium sdo mais facilmente
isolados em todos os ambientes, entretanto outros como Trichoderma e Verticillium surgem
das condicGes que 0 meio proporciona a seu crescimento e reproducao.

A Tabela 1 representa a distribuicdo dos géneros fungicos isolados do ar ambiente e

dos ares-condicionados de acordo com o laboratdrio de coleta.
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Tabela 1 - Distribuicdo dos géneros fungicos isolados do ar ambiente e dos ares-

condicionados de acordo com o laboratério de coleta.

GENEROS LAB1 LAB2 LAB3 LAB4 LAB5 LAB6 LAB7 TOTAL

AA AC AA AC AA AC AA AC AA AC AA AC AA AC

Acremonium 4 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 5 0 1 13
Alternaria o 0o o O O O 1 0 7 0O 0 O 1 O 9
Aspergillus 1 9 2 6 0 0 0 2 6 0 1 11 6 0 44*

Bipolaris 1 0 2 0 0 O 0O O O 0O 1 0 0 O 4

Chaetomium o 0 1 0 0O O O 0O 1 0 0 2 0 o© 4
Chrysonilia o 0 0O O O O O O 0O O 0 0 0 = -

Cladosporium ©0 1* 2 * 0 * 1 3 0 26 4 4 0 0 41*

Cuninghamella ¢ o o o o o0 o0 0 O0 0 0 1 0 0 1
Curvularia 1 4 1 2 0 0O 0O O O O 1 4 0 O 13
Fusarium 3 0 0 O O O 4 0O O O 6 1 0 O 14
Geotrichum o 0 o O O O 1 0 2 0 0 0 0 o© 3
Mycelia 1 0 0o O O O 4 O 0O O 1 0 1 o0 7

Paecilomyces 0 & 0 0 0o 0 0 0 0O 0 0 0 0 0 1

Penicillium O = 6 3 1 0 2 1 7 0 1 0 1 4 54
Rhizopus o 0 o0 1 0 O 0O 0O 0O O o0 0 0 o© 1
Scopulariopsis 3 0 o o0 o 1 2 0 0 0 0 0 0 0 6
Scytalidium i1 1 0 0 O O 1 O 0O 0O 1 0 0 9 13

Trichoderma © ® 0o 0 ©0 0 0O O 0 O O 0 0 O o
Verticillium o 0 o O O O O 9 0O O 0 o0 0 oO 9

TOTAL 15 16* 14 41* 2 1* 17 15* 23 26* 16 28 9 14* 237

Legenda - AA: Ar ambiente; AC: Ar-condicionado; * valor correspondente
somente as placas com UFC contaveis; ** UFC incontaveis.
(AUTOR, 2020)
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A Figura 6 representa um comparativo entre os laboratdrios levando em consideracéo

a quantidade contavel de UFCs. E interessante perceber a disparidade entre a quantidade de

UFCs encontradas entre os laboratérios, principalmente nas amostras dos aparelhos de ar-

condicionado.

Figura 6 - Distribuicdo das unidades formadoras de coldnias isoladas do ar ambiente e

dos ares condicionados por laboratério de pesquisa do ICF — UFAL.

45
40
35
30

Legenda - *: valor correspondente somente as placas com UFC contaveis.
(AUTOR, 2020)

Laboratorios

Ar ambiente
m Ar-condicionado

Quanto as colbnias incontaveis, a Figura 7 representa uma placa com colénias

incontaveis e a Figura 8 mostra a distribui¢do das placas que continham coldnias incontaveis.
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Figura 7 - Placa contendo col6nias incontaveis do género Trichoderma.

(AUTOR, 2020)

Figura 8 - Distribuigdo das placas com incontaveis colonias identificando o género
predominante das coletas dos ares-condicionados situados nos Laboratorios de
Pesquisa do ICF — UFAL.

= Aspergillus
Chrysonilia

= Cladosporium
Penicillium

= Trichoderma

(AUTOR, 2020)
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6. DISCUSSAO

Os resultados encontrados estdo de acordo com o que foi descrito por Cabral (2010)
que identificou Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Cladosporium, Curvularia, Neurospora e

Alternaria como géneros fungicos comumente isolados no ar.

Souza (2009) realizou um estudo envolvendo a microbiota da UTI Neonatal e dos
recém — nascidos no Hospital Universitario Alberto Antunes (HUPAA — UFAL) encontrando
similaridades com o que foi isolado nos laboratorios de pesquisa. Géneros como Aspergillus,
Penicillium, Bipolaris, Chaetomium, Cladosporium, Mycelia sterilia, Scopulariopsis e

Scytalidium foram isolados tanto no ambiente hospitalar quanto no laboratorial.

Stryjakowska-Sekulska et al (2007) ao investigar a Qualidade do Ambiente Interno
(QAI) da cidade polonesa Poznén, identificou frequentemente Aspergillus spp., Penicillium
spp., Rhizopus spp., Cladosporium spp. e Alternaria spp. O estudo realizado por Martins
(2016) identificou Aspergillus como o maior contaminante de superficies como bancadas e
capela de fluxo de laboratorios de microbiologia de uma instituicdo de ensino superior, neste
mesmo estudo, o género Fusarium foi isolado majoritariamente de ambientes como sala e
cozinha. Penicillium, Aspergillus assim como Curvularia segundo Agarwal & Chakrabarti

(2010) sdo os primeiros a contaminar superficies e interiores.

O estudo realizado por Venceslau et al. (2012) também encontrou Aspergillus,
Penicillium e Fusarium como principais contaminantes do ar em um hospital; entretanto, ao
contrario do nosso estudo, Aspergillus foi o género mais isolado, seguido de Penicillium. Em
comum, Fusarium foi, em ambas as pesquisas, o terceiro género mais identificado. Teixeira et
al. (2020) ao analisar a microbiota da Central de Material e Esterilizacdo de um hospital da
regido noroeste paulista, utilizando a mesma técnica que foi empregada na UFAL, encontrou
resultados em conformidade com o que foi encontrado neste trabalho; Penicillium,
Aspergillus e Fusarium em ambos os estudos, foram, em ordem decrescente, 0s géneros mais

isolados.

Bibliotecas e areas publicas no Brasil, e fora dele, foram alvos de investigacdo cujos

resultados estdo em conformidade com o que foi encontrado nos laboratérios de pesquisa;
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Cladosporium, Aspergillus, Penicillium, Scopulariopsis e Trichoderma foram géneros
identificados em ambos o0s espacos, indicando-0s como provaveis patdogenos de doencas
oportunistas e agravos de saude publica (TOLOZA-MORENO; LIZARAZO-FORERO;
BLANCO-VALBUENA, 2012; ALMEIDA et al., 2019).

A propagacéo de fungos é um tema importante em razdo da produgdo de micotoxinas.
Certas espécies de fungos filamentosos, quando situadas em condicdes ideais de temperatura,
umidade e oxigénio crescem metabolizando compostos secundarios que podem causar uma
série de efeitos toxicos (micotoxinas), que podem atingir animais e humanos — fungos dos
géneros Aspergillus (principalmente A.flavus e A. parasiticus) e Penicillium (principalmente
P. citrinum e P. chrysogenum) séo exemplos de produtores dessas toxinas (PELUQUE, 2014;
FRISVAD et al., 2004).

Fusarium, género isolado em nosso estudo, é um fungo ubiquo, e patégeno de plantas,
entretanto, tem grande importancia clinica, pois, ocasionam diversas manifestacfes clinicas
que acometem tanto tecidos superficiais como profundos — como exemplo podemos citar:
ceratites, onicomicoses e micetomas; pacientes imunodeprimidos, sdo afetados por infec¢des
invasivas (SIDRIM, CORDEIRO & ROCHA, 2004).

Esporos de Alternaria e Cladosporium, oriundos de exposicdo externa, foram
associados a casos de sensibilizacdo atopica e asma. Uma série de estudos com criangas e
adultos mostrou que o aumento na concentragdo de fungos na atmosfera foi associado a um
maior nimero de internagdes e atendimentos de emergéncia em decorréncia de crises
asmaticas (DALES et al.,2000; AGGARWAL & CHAKRABARTI, 2013).

Bipolaris € um género fungico geralmente isolado em restos de plantas e no solo;
podendo ser causador de feohifomicoses. As principais espécies isoladas sdo: Bipolaris
spicifera, B.australiensis e B.hawaiiensis. Relatos de infec¢Oes ocasionadas por este género
envolvem ceratite, peritonite, sinusite e endoftalmite (REVANKAR & SUTTON, 2010). Em
uma revisdo de 101 casos de feohifomicoses que envolviam o sistema nervoso central, 6
foram causados por Bipolaris; destes, 3 foram meningites, 2 abscessos cerebrais e 1
encefalite; em relacdo ao estado dos pacientes, 2 eram imunocomprometidos, 1 passava por
intervencdo neurocirdrgica, 1 teve trauma de cabeca e 2 eram imunocompetentes
(REVANKAR, SUTTON & RINALDI, 2004).

Menezes et al. (2004) analisou a influéncia de diversos géneros de fungos aneméfilos

na ocorréncia de alergias respiratdrias na cidade de Fortaleza. Como resultado, percebeu que
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dos pacientes que possuiam condigdes alérgicas (asma e rinite) 60% deles tiveram resposta
positiva a Mycelia sterilia e Cladosporium e 18% tiveram reacao positiva a Rhizopus.

Acremonium, antigamente denominado como Cephalosporium, abrange cerca de 150
espécies, onde a maioria delas causam infeccBes oportunistas em animais e humanos, tais
como onicomicoses e eumicetomas. Infeccdes cutineas e ceratites sdo 0s principais casos
descritos, apesar de infeccBes sistémicas e pneumonia serem raramente relatadas, e quando
sdo, estdo envolvidas com pacientes em condi¢cdo de imunodeficiéncia; tais como neutropenia,
transplante ou neoplasias malignas (FINCHER, et al.,1991; RODRIGUEZ & RAMOS, 2014).

Fungos do género Geotrichum, isolado nesta pesquisa, se encontram usualmente em
meios nutricionalmente ricos e substratos liquidos, como por exemplo, efluentes industriais,
matéria vegetal em processo de decomposicdo, polpas e uma variedade de alimentos. A
espécie Geotrichum candidum apresenta diversas cepas que sao capazes de sintetizar enzimas
que agem em proteinas, lipideos e celulose. Tal como descrito para outras espécies fungicas
citadas neste trabalho, Geotrichum pode ocasionar certos problemas de saude em pacientes
imunodeprimidos. G.candidum foi relacionado com infeccdes de cdrnea, ileo, lingua, unha,
corrente sanguinea, pele e nos bronquios (BOTHA & BOTES, 2014).

Em relacdo a Scytalidium, Xavier et.al, (2010) ao analisar os aspectos epidemiol0gicos
de onicomicoses e micoses situadas em outras localizagdes, avaliou 81 amostras positivas
para Scytalidium de pacientes do Rio de Janeiro durante os anos de 1997 a 2006 e constatou
que a faixa mais afetada eram individuos de 41 a 60 anos, ao microscopio, as estruturas que
mais eram evidentes eram as hifas septadas e hialinas, quanto ao local da infeccao, os pés
foram os mais afetados. A espécie que teve mais prevaléncia foi a S.dimidiatum. Por fim, as
mulheres apresentavam mais casos de onicomicoses enquanto os homens, lesdes cutaneas.

Segundo Boff (2011) o acumulo de fungos nos ambientes tem influéncia de fatores
ambientais como: umidade, substratos organicos disponiveis, variaveis de temperatura,
corrente de ar, variacdo e condi¢Oes climaticas e de fatores fisicos que englobam o tamanho,
forma e densidade das particulas, (além de outras caracteristicas que contribuem para a
evolucdo de conidios no ambiente).

Estudos sobre a contaminacdo de aparelhos de ar — condicionado por fungos e
bactérias vem sendo realizado por diversos pesquisadores. Cartaxo et al. (2007) investigaram
filtros de condicionadores de ar contaminados biologicamente que estavam localizados em
residéncias de Manaus — Amazonas. Estudo apresentado no XX Encontro Internacional sobre
gestdo empresarial e meio - ambiente (2018) analisou filtros de ar — condicionado de

automoveis na cidade de Sao Paulo que serviriam como referéncia da qualidade do ar interior.
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Hospitais vém sendo um grande alvo de estudos nesta area devido ao risco de contaminagéo
anemdfila dos pacientes. Santana & Fortuna (2012), Sales et al. (2011), Calumby (2018) e
Pereira et al. (2014) foram alguns dos pesquisadores que se dedicaram a estudar a
contaminacdo em area hospitalar.

Quanto a pesquisas envolvendo contaminacdo de aparelhos de ar condicionado
situados em laboratdrios de pesquisa ndo foram encontrados registros na literatura. Ha sim
alguns trabalhos, alguns desses ja citados aqui, entretanto, se restringem a coletas no ar
ambiente dos espacos e ndo nos aparelhos de climatizagéo.

Os sistemas de climatizagdo situados em ambientes internos podem ser contaminados
por meio de diversas fontes, por exemplo, animais de estimacao, tapetes, pessoas espirrando
ou falando e descargas sanitarias. Os micro-organismos podem permanecer viaveis em
diferentes partes dos condicionadores de ar, podendo haver seu crescimento ou metabolismo.
Filtros, trocadores de calor, bobinas de ventilagcdo e dutos de ar sdo exemplos dessas partes.
Deste modo, é importante conter a contaminacdo desses sistemas para manutengdo da salde e
do bem — estar nos ambientes internos (LIU et al., 2018).

Os filtros de ar -condicionado geralmente séo produzidos com material filtrante poroso
com a finalidade de reter poeira ou particulas bioldgicas; ademais, os componentes dos filtros
podem dificultar o crescimento fungico — a fibra de vidro com maior teor de agua favorece o
crescimento microbiano. E importante salientar que a capacidade higroscopica de reter os
contaminantes diminuira com o tempo, dependendo essa variagdo da espécie do
microrganismo e do material que compde o filtro (LIU et al., 2018).

Medidas primérias para controlar a contaminagdo microbiana em condicionadores de
ar envolvem manutencdo e limpeza regular dos aparelhos; durante o procedimento de
limpeza, acBes como, assegurar a pressdo negativa dentro do duto de ar, sdo indicadas.
Enquanto isso, de forma apropriada, os contaminantes devem ser recolhidos, de forma que

ndo se disseminem em &reas ndo higienizadas (WS/T, 2012).

Outras acbes que podem ser tomadas envolvem a utilizacdo de Equipamentos de
Protegdo Individual (EPI’s) por parte dos profissionais que tem acesso a areas de UTI de
hospitais; permitir a circulacdo de ar no ambiente, evitando a aglomeracéo de esporos; reiterar
no ambiente hospitalar os planos de controle de infeccdo hospitalar, sensibilizando quanto a
existéncia desses agravos e efetuar a assepsia dos condicionadores de ar quinzenalmente
(BRASIL, 2003; MOBIN & SALMITO, 2006).
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Os resultados encontrados corroboram com o que foi encontrado por Cartaxo (2007)
que também identificou Penicillium como o maior contaminante de aparelhos de ar —
condicionados instalados em residéncias, ainda na mesma pesquisa, houve o isolamento de
Cladosporium e Rhizopus — géneros também encontrados na UFAL.

Santos et al. (2007) focou sua pesquisa em sujidades dos condicionadores de ar
presentes em veiculos de pequeno e médio porte. Seu estudo abordou bactérias e fungos;
dentre as espécies fungicas Aspergillus, Penicillium e Cladosporium foram isoladas nas
amostras; confirmando os resultados de nosso trabalho que também encontraram estes
contaminantes presentes em nossas amostras. Simmons et al. (1997) estudou também ar —
condicionados veiculares na cidade de Atlanta, Estados Unidos, utilizando swabs estéreis
(assim como em nossa pesquisa). Encontrou em suas coletas os géneros Cladosporium,
Acremonium, Aspergillus, Aureobasidium, Alternaria e Penicillium; conclusdes semelhantes
as nossas, exceto por Aureobasidium e Alternaria.

O setor hospitalar, como ja foi mencionado, é o maior alvo de estudos quando se fala
em contaminacdo de ambientes climatizados, ndo s6 no Brasil, como em outras partes do
globo. Em Maharashtra, um estado indiano, Kelkar et al. (2005) investigou as 52 saidas de ar
— condicionado de um hospital e constatou que todas elas estavam contaminadas pelos
seguintes géneros: Rhizopus, Fusarium, Aspergillus e Penicillium; todos eles também
presentes nas amostras dos laboratorios de pesquisa do ICF — UFAL. Os autores discutiram
que a auséncia de manutencdo dos aparelhos unida a concentracdo de umidade, residuos e
poeira, favorecem a colonizacdo fungica e por consequéncia, a contaminacao do ambiente.

Em uma pesquisa que analisou 29 aparelhos de ar — condicionado de diversos setores
de um hospital na cidade de Maracaju — MS entre agosto de 2008 e agosto de 2009, Melo &
Amarilio (2020) constataram que todos os climatizadores possuiam crescimento de coldnias
fangicas; dentre os géneros mais isolados estavam Aspergillus, Fusarium, Rhizopus,
Cladosporium e Emmonsia; excetuando este ultimo, todos também presentes nos laboratorios
da UFAL.

Mobin & Salmito (2006), analisaram dez ares — condicionados das UTIs de um
hospital situado em Teresina — Pl encontrando como géneros mais frequentes Acremonium,
Aspergillus, Paecillomyces, Penicillium, Trichoderma, Cladosporium, Curvularia e
Nigrospora, corroborando com nosso estudo.

A importancia e eficicia dos filtros presentes nos ares — condicionados foram
pesquisadas por Holy et al. (2015). 480 amostras foram coletadas de uma Unidade de

Transplante do Hospital Universitario de Olomouc, Republica Checa e cultivadas no Agar
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Sabouraud acrescido de cloranfenicol. Em 11 casos, cerca de 2,29% do total, houve o
isolamento de fungos filamentosos. O género mais isolado foi Aspergillus, seguido por
Trichoderma, Penicillium, Paecilomyces, Eurotium e Chrysonilia. Ademais, coletas com 726
swabs tambem foram realizadas, e somente 2 positivaram para contaminac¢éo; comprovando
assim o éxito dos filtros.

Rhizopus e Cunninghamella — identificados neste estudo podem ocasionar
mucormicose, infeccdes causadas por fungos da ordem Mucorales — também representada por
Mucor e Rhizomucor. Lesdes necréticas nas regides do palato e do nariz, juntamente de dor,
febre, secrecdo nasal purulenta, proptose, celulite orbitaria sdo os principais sintomas;
podendo também ocorrer alteragdes no sistema nervoso central e no sistema pulmonar — estas,
comumente graves: dispneia, tosse produtiva e febre alta; ja em pacientes
imunocomprometidos pode ocorrer infeccao disseminada (REVANKAR, 2019).

Os fungos do género Verticillium sdo fitopatdgenos que colonizam diversos grupos de
plantas; as espécies de maior importancia sdo Verticillium dahliae e Verticillium albo-atrum.
(NAIK et al., 2008; SILVA, 2017). Os vasos condutores séo as principais estruturas afetadas
pelo parasitismo, provocando o0 escurecimento dos vasos, a murcha, amarelecimento,
subdesenvolvimento e até morte abrupta da planta (PAVAN et. al., 2016). Em ambiente
campestre, estes fungos podem se manter no solo por tempo indeterminado, devido ao grande
numero de hospedeiros disponiveis, como as plantas solanaceas e as daninhas (KUROZAWA
et al., 2005).

De acordo com Liu et al. (2017), fatores como o comportamento dos ocupantes,
concentracdo de fungos no ar exterior e perfil do prédio influenciam no acimulo de fungos na
microbiota de ambientes internos. 1sso explica porque alguns géneros foram isolados apenas
em alguns laboratorios. Verticillium, por exemplo, € um fitopatdgeno (NAIK et al., 2008;
SILVA, 2017) que foi isolado somente no Laboratério de Farmacognosia, que desenvolve
justamente pesquisas com plantas, o que tornaria mais compreensivel que fossem encontrados

esporos desse género contaminando o ambiente.

Trichoderma é um organismo saproéfito, encontrado geralmente em associacdo a
materia organica morta e a raizes (LUCON, CHAVES & BACILIERI, 2014). Este género foi
encontrado em grande quantidade (UFC incontavel), e somente, no Laboratério de
Farmacologia Cardiovascular, que realiza experimentos com animais (ratos), que ficam
alojados em caixas que contém em sua superficie a maravalha, ou serragem de madeira. As

trocas dessas serragens sdo realizadas dentro do proprio laboratério, o que indica que
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particulas desse material ficam suspensas no ar, e por consequéncia, microorganismos que sao
facilmente encontrados neste tipo de material, como os do género Trichoderma.

O predominio de Penicillium, Aspergillus, Alternaria e Cladosporium nas coletas do
ar pode ser explicado pelo fato desses géneros crescerem em todos os substratos, climas,
condigdes e regides (HAMEED, 2005; HAMEED et al., 2009). Ademais, esporos fangicos
sd0 mais resistentes ao processo de dessecacdo (AI-SUBAI, 2002), degradacdo pela luz
(NICOT, 1960) e influéncia da radiacdo ultravioleta (DURRELL & SHIELDS, 1960).

ConcentracOes elevadas de Alternaria e Aspergillus no outono estdo associadas com a
deterioracdo de matéria vegetal (CHAKRABORTY, SEN & BHATTACHARYA, 2000), ja
Penicillium e Cladosporium tem um acréscimo no inverno, devido a alta umidade e o clima
mais frio (MEHROTRA, 1983; SAEED, 2009). Cladosporium é ainda sensivel a chuva,
temperatura e altas umidades relativas; estes fatores favorecem o crescimento e a esporulacdo
em meses frios (CHAKRABORTY, SEN & BHATTACHARYA, 2000; PYRRI &
KAPSANAKI-GOTSI, 2007).
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7. CONCLUSAO

Nas coletas realizadas em sete laboratérios de pesquisa do Instituto de Ciéncias
Farmacéuticas da UFAL, foi comprovado que os aparelhos de ar-condicionado alojavam a
maior parte dos fungos filamentosos em comparacdo aos leveduriformes, dado que este
ambiente possui uma temperatura e umidade adequadas para o crescimento e disseminagdo
dos esporos.

Os géneros isolados na microbiota do ar ambiente e dos aparelhos de ar-condicionado
apresentaram conformidade com aqueles isolados outros estudos que também avaliaram a
contaminacdo de ambientes internos. Aspergillus, Fusarium e Trichoderma, que foram
isolados neste estudo, ja estdo sendo relacionados a agravos de saude, ou seja, colocam em
risco o bem estar dos ocupantes.

Em relagdo a quantificacdo dos géneros nos laboratorios, foi constatado que
Aspergillus, Penicillium, Cladosporium e Fusarium foram predominantes entre 0s géneros
identificados enquanto outros como Verticillium e Rhizopus, ficaram restritos a um unico
laboratorio.

Deste modo, é necessario preconizar atitudes que contribuam para a reducdo da
contaminacéo fangica dos ambientes. A¢bes como o uso correto dos EPIs, restricdo do acesso
de pessoas estranhas a esses locais, reduzindo assim o transporte de micrébios, aumento na
frequéncia da limpeza dos ambientes e por fim, aumentar a vistoria nos aparelhos de ar —

condicionado, tornando mais regulares sua manutencéo e higienizagéo.
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