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RESUMO
Aryanna Kelly Pinheiro Souza
Os fungos que sao dispersos pelo ar atmosférico sdo denominados de fungos
anemdfilos e sdo importantes por causar patologias em pacientes
imunocomprometidos. Com o objetivo de monitorar a microbiota fungica do ar,
dos filtros dos condicionadores de ar e das amostras clinicas dos recém-
nascidos internados na UTI neonatal do Hospital Universitario de Maceio6 - AL
foram realizadas coletas de amostras do ar através da técnica de exposicao de
placas de Petri contendo o meio agar Sabouraud acrescido de antibiético. O
material solido dos filtros dos condicionadores de ar foi coletado utilizando um
swab esterilizado. E das amostras clinicas dos recém-nascidos foram
realizados o exame direto e cultura. Para identificagdo dos fungos filamentos
foram comparadas as caracteristicas macro e microscopicas e as leveduras
foram identificados através da técnica de PCR. Entre as 400 exposi¢coes de
placas realizadas foram isoladas 1029 UFC, sendo 675 (55,8%) UFC obtidas
antes e 534 (44,2%) apds a limpeza. Das 40 amostras analisadas dos filtros
dos condicionadores de ar foram obtidas 303 UFC, sendo o fungo
Cladosporium cladosporioides com maior frequéncia tanto no ar com 186
(15,4%) UFC como nos filtros dos condicionadores de ar com 77 (37,7%). Nao
foram isolados fungos filamentosos das amostras clinicas dos recém-nascidos.
Entretanto as leveduras Candida albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis foram
obtidas tanto das amostras do ar como dos recém-nascidos com excegao de C.

guilliermondii que foi isolada apenas das amostras do ar.

Palavras-chave: Fungos, Infecgdo hospitalar, UTI neonatal, Limpeza.
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ABSTRACT
Aryanna Kelly Pinheiro Souza

The fungi are being opportunistic, with wide distribution in nature, including the
hospital environment, where it is frequent the presence of microorganisms that
cause hospital infection, especially in immunocompromised patients. To identify
and quantify the fungal microbiota in air, the filters of air-conditioners and
samples of newborns from the neonatal ICU at University Hospital / HUPA,
Maceid, Alagoas. Were held 20 exhibitions of collections totaling 400
disposable Petri dishes containing Sabouraud agar medium plus antibiotic. The
plates were placed randomly inside and open the two neonatal ICUs (A and B)
for 20 minutes. Also, there were 20 samples of the filters of air-conditioners of
neonatal ICUs and conducted the direct examination and culture of clinical
samples from newborns. CFU were isolated in 1209, these 675 (55.8%) were
isolated CFU before cleaning to be done in the neonatal ICU and 534 (44.2%)
CFU obtained after cleaning. Of 697 CFU of the environment of the NICU, 372
were isolated before and 325 after cleaning. Environment B, were obtained of
512 CFU and 303 CFU were obtained before cleaning and 209 after UFC.
During the study species of Cladosporium was the most representative in the air
and in the filters of air-conditioners. The clinical sample was more
representative urine with 79.5%. Among the identified yeast Candida
parapsilosis was present in 38.9% of environmental isolates of yeast and
Candida albicans was isolated in 20% of clinical samples of newborns. The
presence of pathogenic fungi in the two environments of the neonatal ICU and
clinical samples of infants, demonstrating the need for constant monitoring to
take control of microorganisms in hospital environments, especially in intensive
care units where there is the presence of immunocompromised patients prone

to develop fungal infections.

Keywords: Fungi, hospital infection, neonatal ICU, Cleaning.
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1.0 INTRODUGCAO

Os fungos s&o organismos ubiquos encontrados em vegetais,
animais, homem, detritos, agua, ar e, em abundancia no solo, sendo
participantes ativos do ciclo da natureza. Sua dispersdo é realizada por
animais, homem, insetos, agua e, principalmente pelo ar atmosférico através
do vento e sdo chamados de fungos anemofilos (BERNARDI e NASCIMENTO,
2005).

Os fungos anemodfilos podem ser causadores de micoses em
humanos, animais, bem como doencgas em plantas. A capacidade dos fungos
em causar doenca em humanos parece ser um fendmeno acidental,
diagnosticado como infecgdo oportunista e estaria associada ao estado
imunoldgico do individuo e sua exposicao ambiental (WANKE et al., 2000).

Os ambientes climatizados sdo o0s espagos fisicamente
determinados e caracterizados por dimensdes e instalacbes préprios,
submetidos ao processo de climatizagdo através de equipamentos (ANVISA,
2003). Segundo Martins-Diniz et al. (2005), nesses ambientes 0 acumulo de
umidade e material organico em bandejas de condicionadores de ar pode
torna-las poderosas fontes dispersoras de microrganismos.

As infeccbes hospitalares causadas por microrganismos
representam uma das complicacdes mais frequentes que podem acometer o
doente hospitalizado e por este motivo € grande a preocupagdao com a
qualidade do ar interno climatizados de ambientes hospitalares, como as
Unidades de Terapia Intensiva - UTIs (MORBIM e SALMITO, 2006).

Segundo a Portaria n°. 2.616/98 do Ministério da Saude a infecgao
hospitalar (IH) é conceituada como aquela adquirida apdés a admissdo do
paciente e que se manifesta durante a internacéo ou apds a alta, quando puder
ser relacionada com a internagdo ou procedimentos hospitalares (BRASIL,
1998). A incidéncia de infecgdes hospitalares (IHs) por fungos tem aumentado
substancialmente nas ultimas décadas acarretando altos indices de
mortalidade que atingem até 60% dos obitos por infecgdes hospitalares (HOTA,
2004).

Espécies do género Candida tém sido os agentes isolados com

maior frequéncia, correspondendo a cerca de 80% das infecgbes fungicas de
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origem hospitalar, sendo a quarta causa de infeccao da corrente sanguinea,
conduzindo ao 6bito em torno de 25 a 38% dos pacientes que desenvolvem
candidemia (ST-GERMAING et al., 2001).

A sepse fungica vem se tornando frequiente no periodo neonatal,
principalmente entre os recém-nascidos (RN) de peso muito baixo ao nascer. A
incidéncia é inversamente proporcional a idade gestacional e ao peso de
nascimento, variando entre 10% e 28% nos menores de 1000g (BALEY e
ELLIS, 2003)

E a ocorréncia de fungos dispersos pelo ar vem sendo destacada
em algumas pesquisas realizadas em diversos estados do Brasil. Dentre os
quais podemos destacar os estudos relacionados ao isolamento desses fungos
em unidade hospitalar do municipio de Araraquara, Sdo Paulo (DINIZ et al.,
2005), sensibilizagdo em individuos atdpicos no Rio Grande do Sul (MEZZARI
et al., 2002), exposi¢cao alergénica e sintomas respiratérios em ambientes
climatizados em Sao Paulo (GAUDENZ et al., 2004), analise de um acidente
fungico na Biblioteca Central de Manguinhos (STRAUZ, 2001), em um
aeroporto do Rio de Janeiro (SILVEIRA, 2001) e em ambiente climatizado
artificialmente antes e apds a higienizacdo no Estado de Sao Paulo (DUTRA,
2002).

A realizacdo deste estudo deve-se ao potencial patogénico
apresentado por muitos fungos considerado como oportunistas em pacientes
imunocomprometidos e ao aumento progressivo das infecgbes fungicas em
ambientes hospitalares. Além da contaminagdo ambiental por fungos presentes
no ar ser uma preocupacao por causar infeccdo sistémica em paciente
internados em areas criticas principalmente nas Unidades de Terapia Intensiva

neonatal (UTI neonatal).
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2.0- REVISAO DE LITERATURA

2.1- Biologia dos Fungos

Os fungos incluem organismos unicelulares ou filamentosos que nao
formam tecidos verdadeiros (ALEXOPQOULOQS et al., 1996; LACAZ et al., 2002).
O conjunto de filamentos que compde a frutificagdo (talo) dos fungos é
chamado de micélio, que € um sistema de filamentos geralmente muito
ramificado, constituindo as vezes, corpos morfologicamente complexos. Ao
microscopio O6ptico, as hifas sdo muito simples, notando-se seu contorno,
representado pela parede celular, e o citoplasma, cujo conteudo ndo pode ser
identificado nas preparacdes rapidas. Podem ser cenociticas ou septadas
(celulares). As septadas podem apresentar, ao microscopio eletrénico, septo
completo, com poro simples ou poro doliporo - com espessamento nas bordas
(SIDRIN e ROCHA, 2004; GUERREIRO e SILVEIRA, 2003).

O micélio pode ser classificado em dois tipos de acordo com o
arranjo das hifas: prosénquima e pseudoparénquima. O micélio do tipo
prosénquima caracteriza-se por sua aparéncia distintamente filamentosa,
enquanto no pseudoparénquima a estrutura filamentosa ndo pode ser
reconhecida, isto €, lembra um parénquima (GUERREIRO e SILVEIRA, 2003).

Os fungos possuem pigmentos responsaveis pelas cores variadas
que apresentam, mas nenhum é capaz de absorver energia para sintese de
aminoacidos a partir de CO,. Assim, sao heterotroficos, mas se nutrem por
absorgao, ao contrario dos animais que o fazem por ingestdo. No processo de
nutricdo por absorgcdo, enzimas (ligninases, celulases, pectinases, etc.) séo
liberadas no meio onde os fungos se desenvolvem que é invariavelmente
constituido por uma fonte de matéria organica, seja de natureza vegetal, animal
ou mesmo de outros fungos. Estas enzimas decompdem as moléculas maiores
em menores, que sao absorvidas. A fonte de matéria organica pode ser morta,
em decomposi¢cdo, neste caso, os fungos sdo ditos saprobios. Quando
crescem em matéria viva sdo parasitas. Existe ainda, um terceiro grupo, os
simbiontes. Os liquens sdo exemplos de associagcbes simbidticas de fungos
com algas, enquanto as micorrizas sdo exemplos de associagdes com raizes
de plantas terrestres (KENDRICK, 2008).
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Estes organismos estdo presentes nos mais variados ambientes,
tanto aquaticos (marinhos e de aguas continentais) quanto nos ambientes
terrestres. Esporos resistentes sdo muito comuns no ar, dispersando-se
facilmente através deste meio. Uma placa de Petri, contendo meio de cultura
esterilizado, torna-se contaminada por fungos com facilidade, se mantida
aberta durante alguns segundos, 0 que comprova sua ocorréncia e abundancia
no ar. Para se ter uma idéia da eficacia neste modo de dispersao, estudos
demonstram que esporos de determinadas espécies se deslocam do México
até o Canada, atravessando, desta forma, quase toda a América do Norte
(ALEXOPOULOS et al., 1996). Existem diversos outros tipos de mecanismos
de dispersao que ainda sao pouco compreendidos como, por exemplo, através
de animais (RAVEN et al., 2007).

Numa recente estimativa feita pelo renomado micologista inglés
David Hawksworth, a diversidade de fungos é de aproximadamente 1,5 milhdes
de espécies (HAWKSWORTH, 2001). O detalhe € que temos até o momento
apenas cerca de 75.000 espécies catalogadas, o que representa apenas 5% de
toda a diversidade estimada e ainda desconhecida. Hawksworth ainda chama a
atengao para as florestas tropicais, que segundo ele, € onde se encontra a

maioria das espécies ainda nao descritas pela ciéncia.

2.2- Fungos Anemdfilos

Os fungos que sdo dispersos na natureza através do ar atmosférico,
sdo denominados de fungos anemdfilos e por oportunismo, podem provocar
patologias no ser humano (JAWETS, 1998). As infecgbes de origem fungica
sdo chamadas de micoses e, geralmente, sdo de longa duracao (crénica). Sao
classificadas em: superficiais, cutaneas, subcutdneas ou sistémicas e
oportunistas (BURTON e ENGELKIRK, 2005). As micoses oportunistas séo
aquelas em que um patoégeno geralmente inofensivo no seu habitat normal
torna-se patogénico em um hospedeiro que se encontra debilitado ou
traumatizado (TORTORA et al., 2005).

Entre os fungos dispersos pelo ar atmosférico, os mais
frequentemente detectados em regides do Brasil pertencem aos géneros

Cladosporium, Penicillium, Aspergillus, Rhodotorula, Aureobasidium, Candida,
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Fusarium, Curvularia, Rhizopus, Helminthosporium e Trichoderma. Esses
fungos, de maneira geral, ttm a sua frequéncia aumentada no Brasil, nos
periodos de outono e inverno (LACAZ et al., 2002).

Diferentes investigagbes de campo sugerem que a distribuicao
fungica, em termos de concentracdo e composi¢cdes genéricas, varia entre as
areas geograficas, sendo também influenciadas por fatores ambientais
sazonais e climaticos (PEI-CHIN et al., 2000a; HUANG et al., 2002).

Alguns estudos como os realizados por Pei-Chin et al. (2000b),
mostram que a exposicdo a fungos do ar parece estar associada ao
desenvolvimento de varias doencgas respiratérias. Assim, muitas asmas ditas
“‘de clima” estdo na dependéncia ou na relagédo intima com a flora micética do
ar, existindo ainda outras patologias como aspergilose, pneumonite por
hipersensibilidade, rinite e algumas reagdes toxicas, como toxicoses sistémica
aguda, além de micoses com graus variados de dificuldades de tratamento
(REPONEN et al., 1996). Tais problemas culminam, por exemplo, com a
auséncia de estudantes a escola e profissionais ao trabalho, ou a baixa
produtividade em hospitais e ambientes ocupacionais (LI e KUO, 1992).

Alguns fungos oportunistas como Penicillium sp., Aspergillus sp.,
Cladosporium sp., Candida sp. e Fusarium sp. sao responsaveis por doengas
desde otite, micotoxicoses, infecgcdes urinarias, onicomicoses, infec¢des
oculares até fungemias. Fato este bastante preocupante a clinica médica, pois
tais microrganismos estao dispersos abundantemente no ambiente (SIDRIM e
ROCHA, 2004; GRUMACH, 2001).

2.3- O Ambiente e as Infeccdes Hospitalares

Muitos estudos reconhecem o ar do ambiente como fontes de
propagacao de microrganismos. Embora a maioria das infecgbes hospitalares
esteja relacionada aos métodos diagndsticos e terapéuticos (origem
enddégena), essas infecgdes podem ser vinculadas pelo ar e devem ser
consideradas (PEREIRA et al., 2005).

A quantidade de matéria particulada (poeira), taxa de ventilagdo e
ocupacgao, natureza e grau de atividade exercida pelas pessoas que ocupam

um espaco fisico sdo alguns determinantes do grau de contaminag¢do do ar
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interior (LUOMA e BATTERMAN, 2001). Considerando-se que a contaminagao
microbiolégica do ar de ambientes internos tenha como fontes o meio externo e
o préprio ambiente, a concentragdo de microrganismos no ar € bastante
variada (BERNARDS et al., 1998). Entretanto, se um ou mais géneros sao
encontrados em maiores concentragdes no ambiente interno que as
observadas no ambiente externo, a fonte de amplitude precisa ser identificada
e eliminada (JENSEN e SCHAFER, 2009).

Recentemente, os ambientes hospitalares receberam atencdo da
Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que promoveu a redagao
da Consulta Publica n°® 109, de 11 de dezembro de 2003 (BRASIL, 2003c), que
até o momento néo foi oficializada. Este documento classificou os ambientes
hospitalares em quatro niveis de ocorréncia e eventos adversos a saude e
estabeleceu limites maximos para contagens totais de bactérias e fungos.

A determinagdo da composi¢ao e concentracdo de microrganismos
do ar de areas internas e/ou externas em areas criticas de hospitais tem sido
enfatizada como extremamente necessaria (ALBERTI et al., 2001; DINIS et al.,
2005). Os primeiros relatos sobre a importancia do meio ambiente hospitalar
como fonte de transmissdo de agentes infecciosos foram associados a
contaminagao do ar com esporos de Aspergillus sp. (PANNUTI, 1997).

Investigagbes da ocorréncia de fungos ambientais, em especial os
que compdem a microbiota anemdfila hospitalar habitualmente oportunista, sdo
importantes para prevencdo de doengas alérgicas, bem como de infeccbes
hospitalares provocadas por esses potenciais patégenos ao homem
(GRUMACH, 2001).

Dentre os ambientes hospitalares, as unidades de terapia intensiva
(UTI) merecem destaque, pois os pacientes que ocupam esses ambientes
apresentam maior risco de adquirir infeccao hospitalar devido a severidade da
doenca de base, procedimentos invasivos a que sao submetidos, antes e apos
admissdo em UTI, como cateteres venosos centrais, cateterismo vesical,
ventilagdo mecanica, tempo de internagédo prolongada, uso de antibidticos de
amplo espectro, alta densidade populacional e a alta relacdo paciente-
enfermeiro (GORBACH et al., 2003; ABRAMCZYK, 2006).

No Brasil, entre aproximadamente 5 e 15% dos pacientes

hospitalizados e 25 a 35% dos pacientes admitidos em UTls adquirem infecgéo
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hospitalar, sendo ela a quarta causa de mortalidade no pais e estima-se que
nesse setor ocorram cerca de 25% de todas as infecgdes hospitalares
(EGGIMANN e PITTER, 2001).

As infecgbes de origem hospitalar passaram a ser de grande
importancia nos ultimos anos, pelo aumento progressivo e pelas elevadas
taxas de morbidade e mortalidade (PFALLER, 1996; DE MORAES et al., 2000;
COLOMBO et al., 2003). Muitas dessas infecgbes sdo de origem endogena,
quando causadas pela prépria microbiota residente do paciente e outras de
origem exogena pelas maos dos trabalhadores da area de saude, infusos
contaminados, biomateriais e fontes inanimadas ambientais (WENZEL, 1995).

O Centro de Controle e Prevengcdo de Doengas dos EUA (CDC,
2008), estima que, somente no territério norte-americano, a infecgdo hospitalar
(HI) é responsavel por 1,7 milhdes de infeccbes e 99 mil mortes por ano,
representando 4,5 milhdes de dolares em excesso nas despesas em cuidados
em saude (MCGOWAN, 2001).

A problematica da IH no Brasil cresce a cada dia, considerando que
o custo do tratamento dos clientes com IH é trés vezes maior que o custo dos
pacientes sem infeccdo. Mesmo com a legislacdo vigente no pais, os indices
de IH permanecem altos, 15,5%, o que corresponde a 1,18 episdédios de
infeccdo por pacientes internado com IH nos hospitais brasileiros. Além disso,
considera-se mais um agravante, o fato das instituicdes de saude publica
possuirem a maior taxa de prevaléncia de IH no pais, 18,4% (LEISER et al.,
2007).

Um das principais causas apontadas para o grande numero de
pacientes acometidos por IH é a transmissao cruzada de patégenos (GARDAM
et al., 2007). No entanto, outros fatores como enfermariam mal preparadas ou
mal higienizadas, circulagédo constante de pessoas, utilizagao indiscriminada de
antibidticos, além do uso de antissépticos impréprios nas maos da equipe
médica ou de enfermagem, também contribuem amplamente para o surgimento
e a disseminacao dessas infecgdes (SIQUEIRA, 2000; RAMPLING et al., 2001;
BERQUO et al., 2004; HARAKEH et al., 2005).

Atualmente, os dados sobre infeccdo hospitalar sdo pouco
divulgados no Brasil. Além disso, esses dados nao sao consolidados por

muitos hospitais, o que dificulta o conhecimento da dimensao do problema no
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pais (TURRINI et al., 2002). Entretanto, estima-se que elas sejam responsaveis
por cerca de 45.000 Obitos e prejuizos na ordem de bilhdes de reais
anualmente (MALUF et al., 2002).

2.4- Infec¢Bes Hospitalares em Recém-Nascidos

As infecgbes no periodo neonatal tém caracteristicas que ndo sao
observadas em nenhum outro grupo de pacientes em diferentes periodos da
vida. Pode-se considerar o recém-nascido (RN), a principio, como
microbiologicamente estéril, que ira adquirir a flora microbiolégica nas primeiras
horas e nos dias iniciais de vida (HHRONAKA e CASANOVA, 2003; CALIL et
al., 2006).

Considerando esse contexto, os Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), de Atlanta, Georgia, definiram como IH neonatais aquelas
adquiridas durante o trabalho de parto ou durante a hospitalizagao, salvo
quando as evidéncias indiquem aquisicdo transplacentaria. No Brasil, de
acordo com a Portaria n° 2.616/98, do Ministério da Saude, as infec¢gdes nos
neonatos sado sempre consideradas hospitalares, com excecao das
transmitidas por via transplacentaria e aquelas associadas a rotura prematura
de membrana por periodo superior as 24h (CALIL et al., 2006).

Tradicionalmente a infecgcdo neonatal é classificada em: precoce —
que se apresenta dentro das primeiras 72h de vida, relacionada a fatores de
risco maternos e adquirida na passagem pelo canal vaginal, e tardia — que se
apresenta apos 72h de vida, adquirida no ambiente hospitalar (GOLDMANLN,
1981; HARRIS,1997).

A susceptibilidade a infecgdes € aumentada quando correlacionada
com algumas deficiéncias do sistema imunolégico e fragilidade das barreiras
cutaneas e mucosas do neonato. Estas defesas s&o, ainda, mais fragilizadas
no neonato com idade gestacional inferior a 37 semanas, baixo peso (até
2500g) e muito baixo peso (inferior a 1000g) (NAGATA et al., 2002; MACHADO
e HILL, 2003; CARVALHO e GOMES, 2003; MARTINS e VELASQUEZ-
MELENDEZ, 2004; ALMEIDA et al., 2005; FERRAR!I et al., 2006).

Durante a internacdo, o neonato € exposto a uma variedade de
patdbgenos maternos e hospitalares que se tornam invasivos pelo estado

imunologico deficiente. Estes fatores favorecem a disseminagcdo de
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microrganismos hospitalares e a colonizacdo do prematuro por uma flora
patogénica, aumentando os riscos de infec¢cdo hospitalar e 6bitos nos neonatos
(FLAHERTY e WEINSTEIN, 1996).

Ha estimativas que infecgdes neonatais causem 1,6 milhdes de
mortes anuais ou 40% de todas as mortes neonatais em paises em
desenvolvimento (ZAIDI et al., 2005).Outras pesquisas realizadas por Nagata
et al. (2002), no periodo de janeiro de 1999 a margco de 2000, descreveram a
incidéncia e as caracteristicas clinicas da IH em neonatos. Os resultados
mostram uma incidéncia de 50,6% de IH em neonatos internados em unidades
de terapia intensiva (UTI neonatal) e uma taxa de mortalidade de 24,1% para
neonatos que desenvolverao infecgéo.

Apesar dos avangos nas medidas preventivas e terapéuticas a
Organizagdo Mundial de Saude estima que a taxa de IH em Unidade de
Terapia Intensiva Neonatal (UTIN) variam entre 5,9 a 32% (BANG et al., 2005).
E no Brasil os 6bitos relacionados diretamente com infecgdes hospitalares
chegam a proporg¢ao de 40% (RAMOS, 2000)

Assim, a prevencao e controle das infecgdes hospitalares no periodo
neonatal representam um desafio para todos aqueles envolvidos nos cuidados

hospitalares aos recém-nascidos (GAY, 2007).

2.5 Infec¢cBes Hospitalares Causadas por Fungos

As infecgdes hospitalares causadas por fungos tém-se constituido
um problema crescente de saude publica em muitos paises. Por exemplo, nos
Estados Unidos, a prevaléncia de infeccbes passou de 6% em 1980 para
10,4% em 1990, segundo o Sistema Nacional de Vigilancia das Infecgbes
Hospitalares, cerca de 80% destas infec¢des foram causadas por leveduras do
género Candida, sendo a terceira causa de infecgbes mais comuns neste pais
(TRICK et al.,, 2002; MAROUFI et al., 2004; RODRIGUES et al., 2007;
MALUCHE e SANTOS, 2008).

Varios processos patogénicos, fisiolégicos ou traumaticos podem
facilitar a colonizacdo e posterior infeccdo do hospedeiro por Candida sp.
Dentre estes, os mais comuns sao imunossupressio por varias causas,
neutropenia, desnutricdo e a quimioterapia anti-neoplasica (JARVIS e MILLER,
2005; PFALLER e DIEKERNA, 2007). Outros facilitam a entrada do
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microrganismo no hospedeiro, como 0 uso prolongado de catéteres,
queimaduras e cirurgias extensas (VAZQUEZ et al.,, 1993; GODOY et al.,
2003).

Porém, fatores combinados também podem ocorrer como a utilizagao
prolongada de catéteres associados a antibioticoterapias, nos quais as
leveduras podem se multiplicar no trato gastrointestinal ou pele. A partir dai, o
fungo pode disseminar-se para corrente sanguinea, levando a um processo
grave denominado candidemia (CANTON et al, 2001; COLOMBO e
GUIMARAES, 2003).

A Candidiase invasiva é definida como uma cultura positiva de
Candida obtida a partir de um fluido corporeo normalmente estéril, mas a fonte
mais comum é o sangue, perfazendo aproximadamente 70% dos casos. Outras
fontes incluem a urina e fluido cérebro-espinhal com aproximadamente 10%
(SMITH, 2005).

A candidemia no periodo neonatal € uma condigdo muito grave,
relacionada a elevada morbidade com cegueira, meningite, abscesso cerebral,
endocardite fungica e abscessos renais, especialmente nos recém-nascidos
com muito baixo peso podendo levar a morte. A incidéncia é inversamente
relacionada a idade gestacional e ao baixo peso, variando de 10% a 28% nas
criangas que pesam menos do que 1.000g (MOREIRA, 2005).

Devido a crescente prevaléncia e ocorréncia de leveduras do género
Candida envolvidas em infecgbes hospitalares, salienta-se a necessidade de
métodos simples e rapidos para identificacdo de leveduras clinicamente
importantes no laboratério microbiolégico (HSU et al., 2003; MALUCHE e
SANTOS, 2008). Alguns testes de identificagao rapida estdo disponiveis no
mercado, por exemplo, os meios cromogénicos como o CHRO-Magar® que
permitem a identificagdo presuntiva de C. albicans, C. tropicalis e C. kruzei,
com base nas caracteristicas das cores das col6nias produzidas no meio de
cultura, assim como Albicans ID® Choromalbicans Agar®, Bacticard Candida®
(CARDENES et al., 2004).

Outros testes comerciais se baseiam na assimilagdo de agucares in
vitro, dentre esses testes destacam-se o Vitek®, ID 32C®, Api 20C AUX9®,
Auxacolor Yeast Star®, RaplD Yeast Plus System® e Api Candida® 43.
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Entretanto, estes testes comerciais podem apresentar erros na identificagcao
(CAMPBELL et al., 1999; VERWELJ et al., 1999).

Nesse sentido, a utilizacdo de métodos moleculares de analises
rapidas e de alta sensibilidade e especificidade que visam a identificacao de
sequencias espécie-especificas tém gerado informagdes que implicam na
maior eficacia na identificacdo de espécies comuns como C. albicans, C.
glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. kruzei e C. lusitaniae (MCCULLOUGH
et al., 1999; WAHYNINGSIH et al., 2000; MAHNSS et al., 2005).

2.6 Ambientes climatizados e os Aspectos Legais no Brasil

A partir da década de 70 com o aumento progressivo do uso de
sistemas de climatizagdo em ambientes internos surgiram as primeiras
reclamacgdes referentes a saude de seus ocupantes. A diminuicdo da umidade
relativa do ar desencadeia ressecamento da pele e mucosas, especialmente do
trato respiratério, bem como uma serie de outros sinais e sintomas (AFONSO
et al., 2006).

Assim, no inicio da década de 80, surgiu a expressao Sindrome do
Edificio Doente (SED) referindo-se a relacdo de causa e efeito entre as
condigbes ambientais observadas em areas internas com redugdo da
renovagdo do ar e 0s varios niveis de agressdo aos seus ocupantes
(STERLING et al., 1991)

Os fatores que podem levar a SED sao, segundo Alexandre (1998),
insuficiéncia de ar exterior, distribui¢cdo ineficiente do ar, controle imprépria de
temperatura, projeto e modificagées inadequadas apos construgédo e falta de
manutencgao e higienizagao dos sistemas de climatizagéo.

Estudos realizados por Addington (2004) revelam que a
concentragédo de poluentes em ambientes internos poderia ser de duas a cinco
vezes superior aquelas no ar externo. E a inadequada qualidade do ar em
ambientes climatizados esta também associada a perda da produtividade e
abstencado no ambiente de trabalho, (JONES, 1999; SPENGLER et al., 2004).

A OMS contabilizou a contribuicdo de uma variedade de fatores de
risco a doengas e determinou que a polui¢cao do ar interno € o 8° fator de risco
mais importante, sendo responsavel por 2,7% dos casos de doengas no
mundo (WHO, 2008).
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No Brasil, apés a morte do ministro Sergio Motta, ocorrida em 20 de
agosto de 1998, provavel vitima da SED (LOPES, 2004), surgiu a primeira
norma para ambientes climatizados, nédo aplicavel a estabelecimentos de
saude, a portaria n° 3.523/GM, de 28 de agosto de 1998, que aprova a
Regulamentagcao Técnica referente aos procedimentos de verificagdo de
limpeza, remogao de sujidades por métodos fisicos e manutengao do estado de
integridade e eficiéncias de todos os componentes dos sistemas de
climatizagado (BRASIL, 1998).

Este documento teve relevancia também por determinar a formagao
posterior de m grupo de estudos, com o objetivo de elaborar um regulamento
técnico com determinagdes sobre a avaliagdo da qualidade microbiolégica do
ar de ambientes climatizados, estabelecendo os métodos e parametros a
serem a dotados. Essa acdo culminou com a redagao da Resolugdao RE n°.
176, da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria, Ministério da Saude, de 24 de
outubro de 2000 (BRASIL, 2000d). Esta Resolugdo foi revisada em 2003,
originando a resolugéo n°. 09, de 16 de janeiro de 2003 (BRASIL, 2003c).

A qualidade microbiolégica do ar de ambientes internos € um
marcador quantitativo e qualitativo utilizado como sentinela para determinar o
grau de contaminagéo, principalmente em ambientes internos. O interesse dos
estudos sobre a contaminagao microbiolégica do ar de ambientes hospitalares
surgiu a partir da preocupagao com o0s pacientes imunocomprometidos em
adquirir infec¢des hospitalares (SIQUEIRA, 2000; KELKAR et al., 2005).

A maioria dos padrdes e recomendagdes para microrganismos no ar
de ambientes internos enfocam apenas fungos. Além disso, tais padrbes e
recomendacgdes estdo relacionados a doengas clinicamente definidas e
abordam a amostragem, medidas corretivas e manutengdo preventiva, sem
estabelecer limites para as concentra¢des de bactérias no ar (OLESEN, 2004).

Na legislagdo em vigor € estabelecido que a contagem total maxima
de fungos filamentosos e leveduriformes devem ser de 750 UFC/m® e que a
relagdo da contagem de microrganismos no ar interior e no ar exterior do
ambiente deve ser inferior ou igual a 1,5 (Relagdo interno/externo), valores
muito elevados a relagao I/E indicam a presenca de fontes poluidoras no

interior do ambiente e devem ser pesquisadas (BRASIL, 2003c).
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Além dos parametros microbioldgicos a legislagao brasileira também

estabelece parametros fisico-quimicos e estdo resumidos no Quadro 1
(BRASIL, 1998e; BRASIL, 2000d; BRASIL, 2007a).

QUADRO 1: Parametros referenciais de qualidade do ar de interiores em

ambientes artificialmente climatizados de uso publico e coletivo (BRASIL,

2003c).

Parametros

Valores Maximos Permitidos

Fisico-Quimicos

Dioxido de Carbono <1000ppm
Aerodispersdides <80 g/m®
Temperatura relativa: Verao 23 - 26°C
Inverno 20 —22°C
Velocidade do ar 0,25 m/s
Umidade relativa: Verao 40 - 65%
Inverno 35-65%

Taxa de renovacéao

27 m°/h/pessoa

Microbiologicos

Quantitativo para fungos filamentosos e

leveduriformes

<750 UFC/m®

Relagao I/E*

1,5

* Relagéo entre a quantidade de fungos no ar do ambiente interno (I) e no ar do ambiente externo ao

prédio (E).

Fonte: NUNES, 2005
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3.0 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Monitorar a microbiota fungica do ar, dos filtros dos condicionadores
de ar e das amostras clinicas provenientes dos recém-nascidos da UTI
neonatal do Hospital Universitario Prof°. Dr. Alberto Antunes HUPAA/UFAL,
Maceio, AL.

3.2 ESPECIFICOS

v Avaliar os niveis de contaminagao fungica do ar dos ambientes A e B

antes e apos a realizacio da limpeza dos ambientes;

v Identificar os fungos isolados nos ambientes A e B antes e apds a

realizagao da limpeza;

v Indicar as espécies de fungos potencialmente patogénicas,
toxicogénicas e alergizantes no ar e nos filtros nos condicionadores de

ar dos ambientes A e B;

v Verificar possiveis variagbes temporais dos fungos isolados dos

ambientes A e B;

v' Avaliar a presenga de leveduras do género Candida antes e apds a
limpeza e dos ambientes A e B nas amostras clinicas proveniente dos

recém-nascidos internados na UTI neonatal.
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4.0- MATERIAL E METODOS

4.1- Caracterizacédo da Area de Estudo

O estudo foi realizado nos ambientes A e B da Unidade de Terapia
Intensiva Neonatal (Figura 1), do Hospital Universitario Prof°. Dr. Alberto
Antunes HUPAA-UFAL. Os dois ambientes possuem condicionadores de ar de
12 mil Btus e apresentam em média 14 leitos, sendo sete em cada ambiente da
UTI Neonatal. Recebem os pacientes recém-nascidos que estdo em estado
critico, necessitando de observagao e de cuidados intensivos.

Nesse ambiente trabalham um médico pediatra diarista e dois
residentes, uma enfermeira, duas auxiliares de enfermagem e um
fisioterapeuta. As maes tém livre acesso a unidade sem tempo determinado. A
limpeza terminal dos dois ambientes da UTI neonatal era realizada a cada
quinze dias por dois profissionais de limpeza sendo o piso, paredes/divisorias,
teto, portal/visores, luminarias, mobiliarios e demais instalagbes limpos com
hipoclorito de sodio.

O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da
Universidade Federal de Alagoas conforme o parecer n° 016604/2006-12
(Anexo 1).

FIGURA 1 - Ambientes A e B da UTI neonatal do Hospital Universitario Prof®.
Dr. Alberto Antunes-HUPAA/UFAL, as setas indicam os condicionadores de ar
do tipo ACJ.
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4.2 - COLETAS DAS AMOSTRAS
4.2.1 - Coletas das Amostras do Ar por sedimentacao passiva

Quinzenalmente, durante o periodo de Abril de 2007 a Margo de
2008, foram realizadas exposi¢cdes de placas de Petri descartaveis contendo
Agar Sabouraud Dextrose (ASD) adicionado de Cloranfenicol na concentragao
final de 50 mg/L em varios locais de acesso constante, nos dois ambientes

estudados (Figura 2), totalizando 20 coletas e 400 amostras.

FIGURA 2 - Locais de exposicdo das placas de Petri descartaveis contendo
agar Sabouraud dextrose no interior dos dois ambientes das UTI neonatal do
Hospital Universitario Prof°. Dr. Alberto Antunes-HUPAA/UFAL.

Em cada amostragem, foram utilizadas 20 placas de Petri de 90 mm
de diametro, sendo dez placas expostas antes da limpeza e dez placas apés a
limpeza, divididas em cinco placas para cada ambiente da UTIl Neonatal.
Através da amostragem passiva, foram avaliados os bioaerossois fungicos que
sedimentam sobre o meio de cultura, simulando, assim, a exposi¢do de uma
superficie a esses contaminantes (PASQUARELLA et al., 2000; SILVA FILHO
e OLIVEIRA, 2007).

As placas foram abertas dentro dos dois ambientes durante 20
minutos, em altura de 1m e 20 cm, de acordo com Gambale et al. (1993). Apds
este periodo, as placas foram vedadas com fita adesiva e transportadas ao

Laboratério de Genética e Microbiologia Aplicada - BIOGEN do Instituto de
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Ciéncias Biologicas e da Saude — ICBS e mantidas por um periodo de sete dias

a temperatura ambiente (+ 25°C).

4.2.2 - Coletas das amostras dos Filtros dos Condicionadores de Ar

As amostras dos filtros dos condicionadores de ar foram coletadas
com swabs umedecidos em 5mL de agua destilada esterilizada acrescido do
antibidtico cloranfenicol, na concentragao final de 50mg/L, contidas em tubos
de ensaio e semeadas por espalhamento radial na superficie de ASD acrescido

do mesmo antibidtico contido em placas de Petri.
4.3 - Andlise Quantitativa e Qualitativa das Col6nias
Apés constatacdo do crescimento fungico nas placas, foi realizada

uma analise quantitativa diferencial do numero de UFC (Unidades Formadoras

de Colbnias), diferenciando em colbnias de leveduras e fungos filamentosas

(Figura 3). Na analise qualitativa, foi determinada a espécie fungica.

FIGURA 3 - Crescimento fungico em placas de Petri contendo o meio agar Sabouraud

dextrose acrescido de 50mg/L de cloranfenicol apds incubagao durante sete dias.

4.4 - |solamento de Leveduras das Amostras Clinicas

Foram utilizadas as amostras clinicas: urina, ponta de cateter,
liguido encefaloraquidiano e sangue, provenientes dos recém-nascidos
internados na UTI neonatal do HUPAA/UFAL. Das amostras clinicas, foi

realizado o exame direto, clarificado com hidréxido de potassio a 10% e/ou
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contrastado com Nanquim e cultura, sendo as mesmas semeadas em cinco
pontos equidistantes, em placas de Petri contendo ASD acrescido de
antibidtico cloranfenicol, na concentragao final de 50mg/L.

As amostras clinicas procedentes dos recém-nascidos foram
coletadas pela propria equipe da UTI neonatal e encaminhas ao laboratorio de
Analises Clinicas do HUPAA/UFAL, como de rotina.

4.5- Identificacdo dos Fungos Filamentoso

A identificacdo dos fungos filamentosos foi baseada na associagao
das caracteristicas macroscopicas com os aspectos microscépicos da cultura.
As caracteristicas macroscépicas como textura, formato e coloragao no verso e
reverso da coldnia juntamente com as caracteristicas microscépicas como as
estruturas reprodutivas e outras estruturas fungicas como clamidosporos, hifas
(presenga ou auséncia de septos), coloragao da hifa e dos esporos (hialino ou
demaceo), foram comparadas aos critérios adotados por Elewski (1992), Lacaz
et al. (2002), Hoog et al. (2000) e Doctor fungi (2008). Apds a identificagcéo, os

isolados foram preservados sob 6leo mineral, segundo Sherf (1943).

4.6- Identificacdo dos Fungos Leveduriformes Através da Técnica de PCR

4.6.1- Obtenc&o da massa celular e extracao de DNA gendmico

Os isolados de leveduras foram inoculados em YPD liquido e
incubados a 30°C por 16 horas a 150rpm em mesa agitadora termostatilizada.
Apos esse periodo, foi retirado 1,0mL da amostra e transferida para microtubos
de 1,5mL esterilizados, e centrifugados a 5000rpm por trés minutos. O
sobrenadante foi descartado e adicionado 1,0mL de agua destilada esterilizada
e novamente centrifugado a 5000rpm por trés minutos. Outra vez, o
sobrenadante foi descartado e adicionado 600uL de solucao de lise (2,0mL tris-
HCI 1M pH 8,0, 0,5mL EDTA 0,5M pH 8,0, 1,0mL SDS 10%, 0,5mL NaCl 0,5M
e agua destilada esterilizada 6,0mL). Os microtubos foram mantidos a 65°C em
banho-maria por 30 minutos com agitagdo por inversdo a cada 10 minutos.

Posteriormente, foram adicionados igual volume de fenol/cloroférmio/alcool
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isolamilico (24:24:1) e apds breve agitacao as suspensodes foram centrifugadas
a 12.000G por 10 minutos. Em seguida foram transferidos 500uL da fase
superior para novos microtubos esterilizados de 1,5mL de capacidade e
adicionados 500uL de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). As amostras foram
centrifugadas novamente por igual periodo e rotagao; logo apds, 400uL da fase
superior foram transferidos para novos microtubos esterilizados de 1,5mL de
capacidade. A estes tubos foram adicionados 800uL de etanol absoluto gelado,
permanecendo por 2 horas a -20°C para precipitacdo do DNA. Apos a
precipitacdo, o DNA foi descongelado e centrifugado a 12000rpm por 10
minutos, lavado com etanol a 70% por duas vezes, secado a temperatura
ambiente (x25°C), em seguida ressuspendido em tampé&o trissfEDTA (TE) pH
8,0 (TRIS 10mM/EDTA 1mM) e mantido a -20°C. A quantificagado foi realizada
por espectrofotometria utilizando-se comprimento de onda de 260nm apods
diluicdo das amostras de 1:200. Para o calculo da concentracdo de DNA foi
utilizada a relacdo 1 DO = 50ug/mL (SILVA-FILHO,2003).

4.6.2- Amplificagcdo com os iniciadores espécie-especificos

A reacao de amplificagao por PCR utilizando os iniciadores espécie-
especificos descrita na Tabela 1 foi realizada em volume final de 20puL em
termocicladores MJ - BIOCICLE de acordo com o protocolo descrito na Tabela
2. Os ciclos de amplificagdo foram programados para um ciclo de desnaturagéo
inicial de 5 minutos a 96°C, seguido de 40 ciclos para desnaturagao a 94°C por
30 segundos, pareamento a 58°C por 30 segundos, extensao a 72°C por 30
segundos, com extensdo final a 72°C por 15 minutos. Os produtos de
amplificagdo foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1,3% e
submetido a uma tensédo de 100 volts entre os eletrodos por 50 minutos em
tampao TBE 0,5X. O gel foi corado com brometo de etideo, visualizado em
transiluminador e fotografado em sistema de fotodocumentacdo (DOC PRINT
VILBER LOUMART). Como controle positivo para os iniciadores espécie-
especificos foram utilizadas as leveduras da Colecéo de Culturas — URM/UFPE
Candida albicans URM5689; C. parapsilosis URM5583; C. guilliermondii
URMS5563; C. glabrata URM5594; C. tropicalis URM5694 e C. kruzei URM1059.
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TABELA 1 - Iniciadores espécie-especificos utilizados na identificacdo de seis

espécies de leveduras patogénicas do género Candida utilizadas como controle

positivo.
Espécies Iniciadores Sequéncia Pb Referéncias
& —> 3
C. albicans CALB1 TTT ATC AAC TTG TCA CAC CAG A ~273 LUO e MITCHELL, 2002
ATC CCG CCT TAC CAC TAC CG
CALB2
C. glabrata CGL1 TTATCA CAC GAC TCGACACT =423 LUO e MITCHELL, 2002
CCC ACA TAC TGA TAT GGC CTA CAA
CGL2
C. parapsilosis CPA1 GCC AGA GAT TAA ACT AAC CA ~300 HSU et al., 2003
CCT ATC CAT TAG TTT ATACTC CGC
CPA2
C. tropicalis CTR1 CAATCC TACCGC CAGAGGTTAT ~357 LUO e MITCHELL, 2002
TGG CCA CTAGCAAAATAAGCGT
CTR2
C. guilliermondii CGU1 GCA TCG ATG AAG AAC GCA GC ~315 HSU et al., 2003
GTTTGG TTG TTG TAA GGC CGG G
CGuU2
C. kruzei CKRU GCA TCG ATG AAG AAC GCA GC ~258 HSU et al., 2003

CKRU2 AAA AGT CTAGTTCGC TCG GGC C

TABELA 2 - Protocolo de reagao para amplificagdo com os iniciadores espécie-especificos para

seis espécies de leveduras patogénicas do género Candida.

COMPONENTES CONCENTRACAO VOLUME NA CONCENTRACAO
ESTOQUE REACAO (uL) FINAL
Agua destilada esterilizada 7.4
Tampao PCR 10X 2,50 1X
BSA (Soro Albumina Bovina) 0,25ug/uL 2,50 0,025pug/uL
Mistura de dNTPs 2,0mM 2,50 0,2mM
Iniciador 1 12,5pmoles/uL 1,25 0,5pmoles/uL
Iniciador 2 12,5pmoles/uL 1,25 0,5pmoles/uL
MgCl, 50mM 1,50 3,0mmoles/uL
Taq Polimerase 5U/uL 0,10 0,05U/uL

DNA 50,0ng/uL 1,00 2,0ng/uL
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4.6.3- Amplificacdo da Regiéo ITS do DNA ribossomal

A regido ITS do DNA ribossomal foi amplificada por PCR em 25uL
de volume final utilizando os iniciadores ITS1 5 TCC GTA GGT GAA CCT GCG
G3' e ITS4 5 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’ (WHITE et al., 1990), em
termociclador MJ BIOCCLE, de acordo com o protocolo da Tabela 3. Os ciclos
de amplificagdo foram programados para um ciclo de desnaturagéo inicial de 6
minutos a 94°C, seguido de 35 ciclos para desnaturagdo a 94°C por 20
segundos, anelamento a 55°C por 20 segundos, extensdo a 72°C por 60
segundos e extensao final a 72°C por 5 minutos. Os produtos de amplificacédo

foram separados por eletroforese e fotografados, nas mesmas condi¢gbes do

item anterior.

TABELA 3 - Protocolo de reacao para amplificagao da regido ITS do rDNA com os
iniciadores ITS1 e ITS4.

COMPONENTES CONCENTRACAO VOLUME NA CONCENTRACAO
ESTOQUE REACAO (uL) FINAL
Agua destilada esterilizada 12,6
Tampéao PCR 10X 2,5 1X
BSA (Soro Albumina Bovina) 0,25ug/uL 2,5 0,025ug/uL
Mistura de dNTPs 2,0mM 25 0,2mM
Iniciador ITS1 12,5pmoles/uL 1,0 0,5pmoles/uL
Iniciador ITS4 12,5pmoles/uL 1,0 0,5pmoles/uL
MgCl, 50mM 0,75 3,0mmoles/pL
Taqg Polimerase 5U/uL 0,40 0,05U/uL
DNA 50,0ng/uL 1,00 2,0ng/uL

4.7- Andlise Estatistica
A analise estatistica foi realizada com o software Biostat 5.0°

utilizando-se os testes Anova-Manova pareada, teste-t e teste-z aplicado para

avaliar as variaveis antes e apos a realizagdo da higienizagao da UTI neonatal.

5.0 - RESULTADOS
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5.1 - Quantificacdo de UFC do Ar

A analise quantitativa das col6nias permitiu observar a presenca de
1305 unidades formadoras de colénias (UFC), destas, 718 (55,0%) UFC foram
isoladas antes de ser realizada a limpeza da UTI neonatal e 587 (45,0%) UFC
obtidas depois da limpeza (Figura 5). O valor médio de colbénias encontradas
em cada coleta, antes e apds a limpeza foi 8,23 £ 11,19 e 7,39 £ 10,34 UFC,

respectivamente.

Distribuicao
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600 587

400+

200

Unidades Formadoras de
Coldnias

Antes da limpeza Apos a limpeza

FIGURA 5 - Distribui¢ao total de UFC (Unidades Formadoras de Colbnias) de
fungos isolados antes e apds a limpeza da Unidade de Terapia Intensiva
Neonatal (UTI) do Hospital Universitario Prof°. Dr. Alberto Antune-
HUPAA/UFAL, Maceio, AL.

Foram isoladas 697 UFC no ambiente A da UTI neonatal, com valor
meédio de 9,87 £ 12,04 UFC antes e 7,93 £ 12,95 UFC depois da limpeza. Do
ambiente B, foram obtidas 512 UFC com média de 7,39 £ 10,34 UFC antes da
limpeza e 5,10 + 7,96 depois (Figura 6).
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FIGURA 6 - Distribuicdo de UFC (média £ desvio padréao) de colbnias isoladas
dos dois ambientes A e B, antes e apds a limpeza da Unidade de Terapia
Intensiva Neonatal (UTI) do Hospital Universitario Prof°. Dr. Alberto Antunes-
HUPAA/UFAL, Macei6, AL.

5.2 - Microbiota Fangica do Ar

Durante a realizag&o deste estudo foram identificados 24 géneros de
fungos anemdfilos e 42 espécies de fungos segundo o sistema de classificagao
de Alexopoulos et al. (1996) onde esta representada a classe dos
Deuteromycetes, subclasse Hyphomycetidae, incluindo duas familias
(Moniliaceae e Dematiaceae) como podemos observar na Tabela 4.

Entre os géneros isolados, Cladosporium foi o mais frequente com
324 (26,8%) UFC, seguido pelos géneros Penicillium com 300 UFC (24,8%),
Aspergillus com 257 (21,3%) entre outros géneros com frequéncias inferiores a
4,7% do total de colbnias isoladas. A espécie C. cladosporioide obteve 186
(15,4%) UFC, seguido por P. aurantiogriseum com 132 (10,9%) UFC e A.
oryzae com 113 (9,3%) UFC. De acordo com Hoog et al. 2000, podemos inferir
que 27 (65,8%) séo considerados patogénicos, 9 (21,9%) ndo patogénicos, 4

(9,8%) alergizante e 1 (2,5%) toxicogéncios (Tabela 4).
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TABELA 4 - Fungos anemofilos isolados dos dois ambientes (A e B), antes e apds a limpeza

da Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTI) do Hospital Universitario Prof°. Dr. Alberto
Antunes-HUPAA/UFAL, Maceid, AL.

UTI NEONATAL

UTI NEONATAL

AMBIENTE A AMBIENTE B
Espécies Antes Apos Antes Apos TOTAL
Limpeza Limpeza Limpeza Limpeza
UFC % UFC % UFC % UFC %

Aspergillus fumigatus " * 8 19,5 15 36,6 8 19,5 10 24,4 41
A. nidulans P 7 29,2 10 41,7 4 16,6 3 12,5 24
A. niger ° 11 18,3 19 31,6 12 20,1 18 30,0 60
A. ustus ” 5 26,3 7 36,8 5 26,4 2 10,5 19
A. oryzae " * 26 230 38 336 16 142 33 292 113
Acremonium kiliense " 5 100,0 - - - - - - 5
Alternaria alternata ° 8 80 2 20 - - 10
Aureobasidium pullulans P 11 22,0 9 18,0 22 440 8 16,0 50
Bipolaris spicifera” 2 1000 - - - - - - 2
B. hawaiiensis " 2 66,7 1 33,3 - - - - 3
Candida albicans © 4 57,1 1 14,3 2 28,6 - - 7
C. guilliermondii © 5 45,4 2 18,2 3 27,3 1 9,1 11
C. parapsilosis P 12 34,3 8 22,8 10 28,6 5 14,3 35
C. tropicalis " 3 1000 - - - - 3
Chaetomium globosum 7 * 4 57,1 - - 3 42,9 - - 7
Cladosporium cladosporioides " 64 344 52 279 48 258 22 11,8 186
C. herbarum ° 18 56,2 5 15,6 9 28,1 - - 32
C. oxysporum © 2 16,7 - - 6 50 4 33,3 12
C. sphaerospermum P 24 25,5 11 11,7 36 38,3 23 244 94
Curvularia giniculata " - - - - 5 62,5 3 37,5 8
C. lunata” 4 66,7 2 33,3 - - - - 6
C. clavata” 5 41,7 3 25,0 4 33,3 - 12
Fusarium incarnatum ° 3 75,0 - - 1 25,0 - - 4
F. subglutinans * 2 66,7 1 33,3 - - - - 3
Geotrichum candidum ™ 7 19 575 9 272 4 12,2 1 3,1 33
Gliocladium roseum ¥ 6 66,7 2 22,3 1 11,0 - - 9
Hortaea werneckii © 1 1000 - - - - - 1
Monilia sitophila NP 16 30,2 12 22,6 17 32,1 8 15,1 53
Mycelia sterilia " 23 40,3 15 263 14 245 5 8,9 57
Nigrospora sphaerica "* - - - - 1 1000 - - 1
Penicillium aurantiogriseum “* 38 288 56 424 17 12,9 21 15,9 132
P. chysogenum © 7 19,5 12 33,3 7 19,4 10 27,8 36
P. citrinum © 1 8,3 5 41,7 2 16,6 4 334 12
P. decubens " - - - - 5 625 3 37,5 8
P. expansum P 10 14,7 16 23,5 28 41,2 14 20,6 68
P. purpurogenum " A 4 25 6 37,5 4 25 6 37,5 16
P. verruculosum ¥ 5 17,8 9 32,1 5 17,8 9 32,1 28
Rhinocladiella aquaspersa " 3 37,5 1 12,5 4 50,0 - - 8
Rhizopus ozygosporus © 5 41,7 4 33,4 2 16,6 1 8,3 12
Rhodotorula minuta ” 3 75,0 - - 1 25,0 - - 4
R. mucilaginosa " 4 66,7 - - 2 33,3 - - 6
Stachybotrys chartarum ° 4 80,0 - 1 20,0 - - 5
Syctalidium lignicola ° 2 1000 - - - - - - 2
Syncephalastrum racemosum " 3 37,5 1 12,5 4 50,0 - - 8
Verticillium chlamydosporium NP 7 46,7 2 13,2 5 33,4 1 6,7 15
TOTAL 400 30,6 372 28,5 318 24,4 215 16,5 1305

P: Patogénico; T: Toxicogénico; A: Alergizante; NP: Nao Patogénica
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Na Figura 7, pode-se verificar a distribuigdo dos trés principais
géneros isolados tanto antes quanto apds a limpeza dos dois ambientes da
UTl-neonatal, Cladosporium obteve 108 (33,4%) UFC e 68 (20,9%) UFC,
Penicillium 65 (21,7%) UFC e 104 (34,6%) UFC, Aspergillus 57 (22,2%) UFC e
89 (34,6%) UFC, respectivamente, antes e apos a limpeza do ambiente A.

No ambiente B foram isoladas 99 (30,6%) UFC do género
Cladosporium antes e 49 (15,1%) UFC apéds a limpeza. Pencillium obteve 68
(22,6%) UFC antes e 67 (22,4%) UFC apds a limpeza. Do género Aspergillus
foi verificado o isolamento de 45 (17,5%) UFC antes e 66 (25,7%) UFC apds a

limpeza.
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FIGURA 7 - Distribuicdo de UFC (média * desvio-padrdo) dos géneros
Cladosporium, Penicillium e Aspergillus antes e apds a limpeza dos dois
ambientes (A e B) da UTI neonatal do Hospital Universitario Prof®. Dr. Alberto
Antunes-HUPAA/UFAL, Maceio, AL.



40

A Figura 8 mostra a distribuicdo de UFC durante as 20 coletas
realizadas no periodo de Abril de 2007 a Margo de 2008. Dentre os fungos
observados com maior frequéncia, Cladosporium spp. esteve presente em
todas as coletas e sua distribuicao foi maior entre o periodo de julho a margo.

As espécies de Cladosporium e Penicillium foram verificadas com
distribuicdo superior a 30 UFC nos meses de agosto/2007 e abril/2008.
Aspergillus spp. obtiveram o aumento da sua distribuicdo nos meses de julho e
agosto de 2007. No entanto, espécies de Aspergillus ndo foram isoladas na
coleta n° 12 em outubro de 2007 e na coleta n° 20 em abril de 2008, e
Penicillium spp. esteve presente em todas as coletas exceto na coleta n° 14 em
janeiro de 2008.
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FIGURA 8 - Distribuicdo UFC (média + desvio-padrdo) das espécies de
Cladosporium spp. Penicillium spp. e Aspergillus spp. durante as 20 coletas
realizadas na UTI neonatal do Hospital Universitario Prof°. Dr. Alberto Antunes-
HUPAA/UFAL, Maceié, AL, no periodo de Abril de 2007 a Margo de 2008.
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5.3 — Microbiota fungica dos Filtros dos Condicionadores de Ar

Das 40 amostras analisadas foram obtidas 303 UFC, sendo 194
(64,1%) UFC obtidas no filtro do condicionador de ar do ambiente A e 109
(35,9%) do filtro do condicionador de ar do ambiente B. A Figura 9 apresenta a
distribuicdo de UFC de fungos isolados dos dois filtros dos condicionadores de
aar durante as 20 coletas realizadas nos ambientes A e B da UTI neonatal.

Nesta figura pode-se observar que o percentual de colbnias de
fungos manteve-se sempre elevado no filtro do condicionador de ar do
ambiente A, exceto na 11° coleta no qual o filtro do ar condicionado do
ambiente B obteve 30 UFC valor este, 15 vezes maior do que os encontrados
no filtro do ambiente A.

A contagem de UFC permaneceu abaixo de 13 UFC em quase todas
as coletas. Apenas algumas coletas apresentaram valores elevados em relagao
aos demais, como na 1° e 5° coletas do filtro A, e na 11° coleta do filtro B, ndo

foi verificado isolamento de fungos na 14° e 16° coletas desse mesmo filtro.
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FIGURA 9 - Distribuigdo de UFC de fungos isolados dos filtros (A e B) dos
condicionadores de ar dos dois ambientes da UTI| neonatal do Hospital
Universitario Prof°. Dr. Alberto Antunes-HUPAA/UFAL, Maceid, AL durante as
20 coletas realizadas no periodo de Abril de 2007 a Margo de 2008.
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Na Figura 10, podemos observar as principais espécies encontradas nos
filtros dos condicionadores de ar dos ambientes da UTI neonatal. Dos filtros
dos condicionadores de ar foram isoladas 77 (37,7%) UFC Cladosporium
cladosporioides, seguido 30 (14,7%) UFC C. herbarum, 18 (8,8%) UFC C.
sphaerospermum, 17 (8.4%) UFC Penicillium aurantiogriseum, 14 (6,9%) UFC
P. expansum, 14 (6,9%) UFC Aspergillus oryzae, 11 (5,4%) UFC A. fumigatus,
10 (4,9%) UFC P. citrinum, oito (3,9%) UFC A. niger e cinco (2,4%) UFC P.

purpurogenum.
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FIGURA 10 - FreqUéncia das principais espécies isolados dos filtros dos
condicionadores de ar dos ambientes da UTI neonatal do Hospital Universitario
Prof°. Dr. Alberto Antunes-HUPAA/UFAL, Maceio, AL.

5.4 - Isolamento de Leveduras nas Amostras Clinicas

Foram encaminhadas ao laboratério de analises clinicas do Hospital
Universitario Prof°. Dr. Alberto Antune-HUPAA/UFAL, 73 amostras clinicas
provenientes dos recém-nascidos internados na UTI neonatal, sendo a urina a
mais frequente com 58 (79,5%) amostras, seguido LCR (Liquido Encéfalo
Raquidiano) com nove (12,3%), pontas de cateteres com quatro (5,5%) e

sangue com duas (2,7%) amostras (Tabela 5).
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Das 58 (79,5%) amostras de urina obtidas 29 (39,8%) foram positivas
em cultura, seguido por ponta de cateter que apresentou dois (2,7%) casos
positivos para levedura, sendo observado o isolamento de 31 (42,5%) de

leveduras nas amostras clinicas analisadas, como mostra a Tabela 5.

TABELA 5 - Ocorréncia de leveduras nas amostras clinicas de urina, LCR, ponta
de cateter e sangue provenientes dos neonatos internados na UTI neonatal do
Hospital Universitario Prof°. Dr. Alberto Antunes-HUPAA/UFAL, Maceid, AL.

AMOSTRAS CASOS CASOS TOTAL (%)
CLINICAS POSITIVOS (%) NEGATIVOS (%)
URINA 29 (39,8%) 29 (39,7%) 58 (79,5%)
LCR - 9 (12,3%) 9 (12,3%)
PONTA DE 2 (2,7 %) 2 (2,8%) 4 (5,5%)
CATETER
SANGUE - 2 (2,7%) 2 (2,7%)
TOTAL 31 (42,5%) 42 (57,5%) 73 (100%)

5.5 - Identificacdo de Espécies de Leveduras do Género Candida no

Ambiente e nas Amostras Clinicas dos Recém-nascidos

Das 90 leveduras obtidas 59 (65,6%) foram isoladas das amostras do
ar e 31 (34,4%) foram provenientes das amostras clinicas dos recém-nascidos.
Destas 39 (43,3%) foram identificadas como C. parapsilosis sendo, 35 (38,9%)
provenientes do ar do ambiente da UTI neonatal e quatro (4,4%) das amostras
clinicas dos recém-nascidos.

Entre as 25 (27,8%) leveduras determinadas como C. albicans, sete
(7,8%) foram isoladas do ambiente e 18 (20,0%) das amostras clinicas dos
recém-nascidos. Onze (12,2%) isolados de C. guilliermondii foram obtidos
apenas dos ambientes.

Das 10 (11,1%) identificadas como C. tropicalis sete (7,8%) foram
procedentes dos recém-nascidos, trés (3,3%) do ambiente. E dentre as cinco
leveduras nao identificas duas (2,3%) foram procedentes dos recém- nascidos

e trés (3,3%) isoladas do ambiente (Tabela 6).
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TABELA 6 - Frequéncia das espécies de leveduras isoladas das amostras
clinicas dos recém-nascidos e do ambiente da UTI neonatal do Hospital
Universitario Prof°. Dr. Alberto Antunes HUPAA/UFAL, Maceio, AL.

ESPECIES RECEM-NASCIDO (%) AMBIENTE (%) TOTAL
Candida parapsilosis 4 (4,4%) 35 (38,9%) 39 (43,3%)
C. albicans 18 (20,0%) 7 (7,8%) 25 (27,8%)
C. guilliermondii - 11 (12,2%) 11 (12,2%)
C. tropicalis 7 (7,8%) 3 (3,3%) 10 (11,1%)
Nao Identificadas 2 (2,3%) 3 (3,3%) 5 (5,6%)
TOTAL 31 (34,5%) 59 (65,5%) 90 (100%)

Com relagédo as 59 leveduras isoladas do ar 34 (57,6%) foram
obtidas antes e 25 (42,4%) apos a limpeza do ambiente da UTI neonatal. Entre
as 26 (44,1%) leveduras isoladas do ambiente A, 17 (28,8%) foram verificadas
antes e 9 (15,3%) apds a limpeza. E das 33 (55,9%) leveduras obtidas do
ambiente B, 17 (28,8%) foram isoladas antes e 16 (27,1%) ap6s a limpeza

(Tabela 7).

TABELA 7 - Frequéncia de leveduras isoladas antes e apds a limpeza nos dois
ambientes (A e B) da UTI neonatal do Hospital Universitario Prof°. Dr. Alberto
Antunes HUPAA/UFAL de Maceid, AL.

LEVEDURAS AMBIENTE A (%) AMBIENTEB (%)  TOTAL
ANTES DA LIMPEZA 17 (28,8%) 17 (28,8%) 34 (57,6%)
APOS A LIMPEZA 9 (15,3%) 16 (27,1%) 25 (42,4%)

TOTAL 26 (44,1%) 33 (55,9%) 59 (100%)
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A Tabela 8 mostra as espécies de Candida isoladas das amostras
clinicas dos recém-nascidos e do ambiente da UTI neonatal. Os isolados RN 8
e 12; AM 8 e 32, apds a purificagdo revelaram a presenca de duas colbnias
morfologicamente diferentes (subdivididas em A e B), mas a identificacao

molecular revelou estas como sendo da mesma espécie.

TABELA 8 - Espécies de Candida isoladas das amostras clinicas dos recém
nascidos (RN) e dos ambientes (AM) A e B da UTI neonatal do Hospital
Universitario Prof°. Dr. Alberto Antunes HUPAA/UFAL de Maceio, AL.

ISOLADO PROCEDENCIA ESPECIES ISOLADO  PROCEDENCIA ESPECIES
RN1 Urina C. tropicalis AM14 Ambiente A C.parapsilosis
RN2 Urina C. albicans AM15 Ambiente A C.parapsilosis
RN3 Urina C.parapsilosis AM16 Ambiente B C.parapsilosis
RN4 Urina C.parapsilosis AM17 Ambiente A C.parapsilosis
RN5 Urina C. albicans AM18 Ambiente B C.parapsilosis
RN6 Urina C. albicans AM19 Ambiente B C.parapsilosis
RN7 Urina C. tropicalis AM20 Ambiente A C. albicans

RN8 A Urina C. albicans AM21 Ambiente A C.parapsilosis
RN8 B Urina C. albicans AM22 Ambiente A C.parapsilosis
RN9 Urina C. albicans AM23 Ambiente B Nao identificada
RN10 Urina C. tropicalis AM24 Ambiente A C.parapsilosis
RN11 Urina C. albicans AM25 Ambiente A C.parapsilosis
RN12 A Urina C. tropicalis AM26 Ambiente A C. gulliermondii
RN12 B Urina C. tropicalis AM27 Ambiente A C.parapsilosis
RN13 Urina C. tropicalis AM28 Ambiente B C. gulliermondii
RN14 Urina C. albicans AM29 Ambiente A C.parapsilosis
RN15 Urina N&o identificada AM30 Ambiente A C. albicans
RN16 Urina C. tropicalis AM31 Ambiente B C.parapsilosis
RN17 Urina C.parapsilosis AM32 A Ambiente A C.parapsilosis
RN18 Urina C.parapsilosis AM32 B Ambiente A C.parapsilosis
RN19 Urina C. albicans AM33 Ambiente B C.parapsilosis
RN20 Urina C. albicans AM34 Ambiente B C.parapsilosis
RN21 Cateter C. albicans AM35 Ambiente A C.parapsilosis
RN22 Urina C. albicans AM36 Ambiente A C.parapsilosis
RN23 Urina C. albicans AM37 Ambiente B C. albicans
RN24 Urina C. albicans AM38 Ambiente A C.parapsilosis
RN25 Urina C. albicans AM39 Ambiente B C. tropicalis
RN26 Urina Nao identificada AM40 Ambiente B Nao identificada
RN27 Urina C. albicans AM41 Ambiente A C. guilliermondii
RN28 Urina C. albicans AM42 Ambiente B C. guilliermondii
RN29 Cateter C. albicans AM43 Ambiente B C. guilliermondii
AM1 Ambiente B C. tropicalis AM44 Ambiente B C.parapsilosis
AM2 Ambiente A C.parapsilosis AM45 Ambiente A C.parapsilosis
AM3 Ambiente A C.parapsilosis AM46 Ambiente A C.parapsilosis
AM4 Ambiente B C. albicans AM47 Ambiente B C.parapsilosis
AM5 Ambiente B C.parapsilosis AM48 Ambiente A C.parapsilosis
AM6 Ambiente B C. albicans AM49 Ambiente B C. guilliermondii
AM7 Ambiente B C. tropicalis AMS50 Ambiente B C.parapsilosis
AMS8 A Ambiente B C.parapsilosis AM51 Ambiente A C.guilhermondii
AM8 B Ambiente B C.parapsilosis AM52 Ambiente A C.parapsilosis
AM9 Ambiente B C. albicans AMS53 Ambiente B C. guilliermondii
AM10 Ambiente B C.guilhermondii AM54 Ambiente B C. guilliermondii
AM11 Ambiente B C.parapsilosis AMS55 Ambiente B C. guilliermondii
AM12 Ambiente A C. albicans AM56 Ambiente B C.parapsilosis

AM13 Ambiente A Nao identificada AM 57 Ambiente B C.parapsilosis
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5.6 - Amplificacdo com os iniciadores espécie-especificos utilizados na

identificacéo de leveduras do género Candida

A amplificagdo com os iniciadores espécie-especificos para Candida
albicans, C. tropicalis, C. kruzei e C. parapsilosis estao ilustrados na Figura 11.
Pode-se verificar que houve amplificagdo de todas as espécies de Candida
utilizadas como controles positivos provenientes da Colecdo de Culturas da
Micoteca URM do Departamento de Micologia da Universidade Federal de
Pernambuco, Brasil, e das amostras coletadas do ambiente e dos recém-
nascidos com os iniciadores espécie-especificos, exceto com relagcédo a espécie
C. kruzei que amplificou apenas a amostra controle (C. kruzei URM1059), n&o
sendo verificada amplificadas tanto as amostras do ambiente quanto nas dos

recém-nascidos para esta espécie.

FIGURA 11 - Eletroforese em gel de agarose apés PCR com os iniciadores
espéecie-especificos ilustrando os produtos da amplificagdo. Linhas de 1 a 12;
M - Marcador de 100 pares de base (pb); Linha 1- C. tropicalis URM5694 (357
pb); 2 - AM1; 3 - RN 1; 4 - C. parapsilosis URM5583 (300 pb); 5 - AM 48; 6 -
RN 3; 7 - C. kruzei URM1059 (258 pb); 8 - AM 15; 9 - RN 1; 10 - C. albicans
URM5984 (273 pb); 11 - AM 9; 12 - RN 20.
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E importante salientar que os iniciadores utilizados para identificar as
espécies C. glabrata e C. guilliermondii ndo amplificaram as amostras controle
C. glabrata URM5594 e C. guilliermondii URM5563 por isso, ndo foram
utilizados para identificacdo das leveduras isoladas neste trabalho. Outro
impasse ocorrido foi que, o iniciador espécie - especifico para C. albicans
amplificava também C. glabrata e o iniciador utilizado para identificar C.
parapsilosis igualmente amplificava C. guilliermondii.

Para diferenciar essas duas espécies foi realizada a amplificacao da
regidao ITS 1 e ITS 4 do DNA ribossomal de todas as culturas de C. glabrata e
C. parapsilosis inicialmente identificadas pelos iniciadores espécie -
especificos. Na figura 12 observa-se os resultados das amplificagbes das
leveduras provenientes da Micoteca URM de Recife e do ambiente da UTI
neonatal. As leveduras que amplificavam um fragmento de 800 pb foram
identificadas como C. glabrata e aquelas que amplificaram um fragmento com
600 pb como C. guilliermondii.

Ainda na Figura 12, pode ser verificado antes do marcador de peso
molecular, que todas as amostras controle proveniente da Micoteca URM de
Recife geraram fragmentos entre 500 e 550 pb. Assim, nao foi possivel utilizar
as amostras de C. glabrata e C. guilliermondii da micoteca como referéncia

para amplificacdo dos iniciadores ITS1 e ITS4.
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FIGURA 12 - Eletroforese em gel de agarose apés PCR com os iniciadores ITS
1 e ITS 4 das amostras controles da micoteca URM e das amostras isoladas do
ambiente da UTI neonatal. Linhas de 1 a 10; 1- C. albicans URM5984 (550 pb);
2 - C. glabrata URM5594 (550 pb); 3 - C. kruzei URM1059 (500 pb); 4 - C.
tropicalis URM5694 (550 pb); 5 e 7 - C. guilliermondii URM5563 (550 pb); 6 - C.
parapsilosis URM5583 (550 pb); M - Marcador de 100 pb; 8 - AM 26 (600 pb); 9
- AM 51(600 pb); 10 - AM 53 (600 pb).
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6.0 DISCUSSAO

6.1 - Quantificacdo das UFC do Ar

A partir das 400 exposi¢cdes de placas realizadas foi observado o
crescimento de colbnias fungicas tanto antes quanto apds a limpeza dos dois
ambientes da UTI neonatal, como ilustra a Figura 5. Carmo et al. (2007), em
seus estudos sobre a microbiota fungica presente em setores de um hospital
publico em Campina Grande na Paraiba, ao expor 30 placas detectaram 218
colénias de fungos anemdfilos.

Menezes et al. (2005) avaliaram a sala de periodicos da biblioteca
de ciéncias da saude da Universidade Federal do Ceara e isolaram 220
colonias em 50 exposi¢cdes. Aydogdu et al. (2004) ao realizar 90 exposigdes de
placas em escolas primarias da cidade de Edirne na Turquia, obtiveram 941
colénias fungicas. Segundo Mc Donald et al. (1998), as placas contendo meio
de cultura destinadas ao crescimento microbiano e colocadas em ambientes,
servem apenas como alerta microbiolégica.

Entretanto, a utilizacdo de equipamentos como os impactadores de
ar com aceleragdo linear como é preconizado pela Agencia Nacional de
Vigilancia Sanitaria para pesquisa de fungos e bactérias vidveis no ar de
ambientes climatizados, geram resultados quantitativos fieis a realidade do
ambiente diretamente pela contagem de UFC resultantes correlacionadas com
a quantidade do volume de ar insuflado pelo equipamento.

O ambiente A foi o mais representativo com relacdo ao numero de
UFC isoladas. Nao foi verificada uma redugéo significativa de UFC no ambiente
A apods a realizagao da limpeza. Entretanto, no ambiente B houve diferenga
estatisticamente significativa (p<0,05), sendo assim, pode-se afirmar que
ocorreu a diminuigdo da contagem de fungos anemdfilos apds a realizagdo da
limpeza (Figura 6), o desejavel para uma limpeza eficaz, seria que nao
houvesse crescimento fungico ou apresentasse crescimento minimo dentro dos
padrdes adotados atualmente pela vigilancia sanitaria.

Um dos fatores que podem estar relacionados com a ndo diminuigéo
de UFC no ambiente A, foi a limpeza ocorrer primeiro no ambiente B permitindo

a passagem dos esporos fungicos através da reutilizagdo dos panos e do uso
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de solugdes pouco concentradas que nao permitiram a eliminacdo dos
microrganismos. Dessa forma, seria necessario o monitoramento constante
para avaliar a resisténcia dos fungos a algumas solugbes e adequar a
concentracdo inibitéria minima frente aos desinfetantes mais utilizados na
rotina.

Estudos realizados por Andrade et al. (2000), sugerem que a
limpeza de forma inadequada desloca a carga microbiana para outros pontos
ao invés de diminui-la, assim ocorre a manutencdo da quantidade de
microrganismos, na qual ja era encontrado antes mesmo da limpeza. Fato este
confirmado neste estudo, pois a limpeza nao reduziu a contagem de UFC no
ambiente A.

Segundo a Comissédo de Controle de Infecgbes (CCl) de Ribeirdo
Preto (2006) todos os utensilios (panos de mobilia e pisos, escovas e baldes)
utilizados em areas critica como UTls devem ser lavados ou trocados depois
de serem utilizados no ambiente.

Estudos realizados com a finalidade de avaliar a efetividade da
limpeza em geral evidenciaram que a higienizagdo mecanica proporciona
diminuicdo de 80% na quantidade de microrganismos e com a utilizagao de
desinfetante houve a eliminagdo de 90% a 95% (ZANCONATO et al., 2007).

No processo de limpeza de unidades de terapia intensiva é
recomendado a utilizagdo de produtos quimicos com ag¢ao antimicrobiana,
eficaz para eliminagdo de microrganismos existentes em superficies
(PANNUTI, 1997; BRASIL, 1998).

6.2 - Microbiota Fangica do Ar

No presente estudo foram descritos 23 géneros e 41 espécies de
fungos, como pode ser observado na Tabela 4. Estudos semelhantes a este
foram realizados por Lugauskas e Krikstaponis (2004) que ao avaliar fungos do
ar em alguns hospitais e instituicobes médicas da Lituania identificaram 20
espécies atribuidas a oito géneros. Martins-Diniz et al. (2005), ao monitorar
fungos em uma unidade hospitalar do Estado de S&o Paulo, Brasil, isolaram 30
diferentes géneros nao identificando em nivel de espécie. Na literatura

brasileira pesquisada os estudos sobre microbiota fungica do ar nao identificam
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em nivel de espécie os fungos filamentosos devido as dificuldades como tempo
de crescimento, auséncia de estruturas reprodutivas e ornamentacdes
fungicas, caréncia de literatura especializada, sobretudo na area de taxénomia.

Estudos aerobiolégicos realizados em paises temperados apontam
os fungos demaceos, em especial o género Cladosporium, como
predominantes no ar e na poeira dos ambientes (SALOMON et al., 2006). A
principal espécie que causa doenga em humanos deste género é representada
pela espécie Cladosporium bantianum, n&o isolada neste estudo, que em
casos raros podem causar abscessos cerebrais (DEB et al., 2005).

Entretanto a espécie C. herbarum isolada no ar da UTI neonatal é
relatada por causar cromomicose e as outras espécies deste género tém a
capacidade de desencadear reagdes alérgicas em pessoas sensiveis
(PETERNEL et al., 2004).

Estudos realizados por Beaumont et al. (1985) no Nordeste da
Holanda, Halwagy (1989) em trés cidades do Kuwait, Savino e Caretta (1992)
em Yokohama no Japdo, Dixit et al. (2000) em estudos no Texas,
demonstraram que espécies de Cladosporium estdo entre as de maior
ocorréncia em pesquisas de monitoramento de fungos no ar de interiores.

As espécies de Penicillum e Aspergillus sao importantes por
causarem infecgdes em seres humanos como peniciliose e aspergilose, por
produzirem micotoxinas, metabdlicos secundarios que podem lesionar o
organismo e causar efeitos adversos a saude (JARVIS e MILLER, 2005;
MURTONIEMI et al., 2005; BUSH et al., 2006; JOHANNESSEN et al., 2007).
Segundo a resolugéo n° 9, de 16 de janeiro de 2003 (Anexo 2) “é inaceitavel a
presenca de fungos patogénicos e toxicogénicos em ambientes climatizados de
uso publico e coletivo” (BRASIL, 2003c).

Aspergillus fumigatus € apontado como o principal patégeno
causador de aspergilose pulmonar invasiva em imunocomprometidos
(HOFFMAN et al., 1999; PERFECT et al.,, 2001). Estes autores mencionam
que o diagnéstico insatisfatério e o tratamento tardio, sao fatores agravantes
desta circunstancia, resultando em 50% de mortalidade. Entretanto, Oren et al.
(2001) relataram uma taxa de 95% de mortalidade em pacientes submetidos a

transplante de medula éssea.
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Outro fungo que merece destaque no presente estudo é o
Stachybotrys chartarum que foi relatada em alguns estudos como causando
hemossiderose pulmonar em criangas ocorrendo através da inalagcdo dos
esporos desse fungo (DEARBORN et al.,, 1999; ELIDEMIR et al., 1999;
FLAPPAN et al.,, 1999). A Hemossiderose pulmonar é caracterizada por uma
hemorragia crénica que leva a observagao de macrofagos carregados de uma
enzima (hemossiderina) nos pulmdes de lactentes e pode ser fatal
(DEARBORN et al., 1999).

Alguns autores como Humphreys (1998) e Eickhoff (1994)
questionam a dificuldade de quantificar o risco de infecgcao hospitalar causada
por patdbgenos suspensos no ar que sao inalados pelo paciente. Entretanto,
Gambele et al. (1993) e Mezzari et al. (2002) relataram que a exposi¢do aos
propagulos fungicos oportunistas podem desencadear manifestagbes como
rinite alérgica, conjuntivite ou ataques de asma brénquica em individuos
suscetiveis a fungos alérgenos.

A avaliacdo de fungos anemdfilos antes e apds a limpeza dos
ambientes A e B evidenciou a redu¢do do numero de UFC de Cladosporium
spp.. Entretanto, houve o aumento significativo (p< 0,05) da contagem de UFC
de Penicillium spp. e Aspergillus spp. obtidas apos a limpeza (Figura 7). Este
dado pode esta relacionado a alta disseminagao e esporulagado produzida por
esses fungos bem como aos procedimento inadequado de higienizagdo de
resuspender 0s esporos no ambiente.

Segundo Leenders et al. (1999) algumas precaugdes como a
utilizacdo de sistemas eficientes no suprimento de ar, com uma quantidade
minima de bioaerossois, além do isolamento do ambiente interno em relacao
ao meio exterior do prédio sao sugeridas para limitar a exposicdo a fungos
anemdfilos patogénicos contribuindo para reducdo de infecgdes fungicas nos
ambientes hospitalares.

No que se refere a sazonalidade dos fungos durante o periodo de
Abril de 2007 a Marco de 2008 ilustrada na Figura 8, Cladosporium spp.
apresentaram maior frequéncia nos meses de outono e inverno, Penicillium
spp. € Aspergillus spp. nos meses da primavera. Para Medrela-kuder (2003), o
numero maximo de propagulos destes fungos ocorreram nos meses do verao,

comprovando desta maneira a influéncia de fatores abidticos como temperatura
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e umidade na distribuicdo dos fungos anemdfilos, bem como da localizagéo
geografica.

Segundo Gambale et al., (1993), Lacaz et al. (2002) e Mezzari et al.
(2002), os fungos apresentam variagbées muito amplas em sua incidéncia, de
acordo com a estagao do ano, temperatura, umidade relativa do ar, hora do dia,
velocidade e direcdo do vento, presenca de atividade humana e tipo de
climatizagcdo do ambiente.

De maneira geral, os resultados da analise qualitativa dos fungos do
ar da UTI-neonatal foram bastante expressivos e inquietantes. A detecgao de
diferentes espécies de fungos sabidamente patogénicos, toxicogénicos ou
alergizantes nos ambientes estudados reflete a situagdo que, provavelmente,
pode estar ocorrendo em outros setores do Hospital Universitario Prof.° Dr.
Alberto Antunes-HUPAA, mas sobre as quais nao temos informacdes
consistentes por nao existirem procedimentos rotina para avaliar as condigdes

do ambiente.

6.3 - Microbiota Fungica dos filtros dos condicionadores de ar

A analise quantitativa das UFC dos dois filtros dos condicionadores
de ar dos ambientes A e B da UTIl neonatal, ilustrada na Figura 9,
evidenciaram a frequéncia de UFC significativamente maior (p<0,05) no filtro
do condicionador de ar do ambiente A, devido a manutenc¢ao inadequada nos
neste filtro. Vele salientar que até a quinta coleta o aparelho de condicionador
de ar apresentava condi¢cbes inadequadas para uso sendo posteriormente
trocado.

Com relagao aos resultados das analises qualitativas dos fungos dos
filtros dos condicionadores de ar, foram observadas a presenga das mesmas
espécies isoladas nos ambientes da UTI neonatal (Figura 10), comprovando a
eficacia dos sistemas de climatizacdo no que referente a capacidade de filtrar
particulas.

Espécies de Cladosporium foram também encontrados com maior
frequéncia nos filtros dos condicionadores de ar. Morbim e Salmito (2006), ao
avaliar microbiota fungica dos condicionadores de ar em UTI de Teresina-PlI,

observaram que o Aspergillus niger, foi a espécie mais encontrada, presente
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em 60% dos condicionadores de ar das UTIs, seguida por Aspergillus
fumigatus e Trichoderma koningii 50%. Espécies estas, encontradas neste
estudo em menor frequéncia, com excec¢éo de Trichoderma koningii.

Segundo a portaria n° 3523 do ANVISA (BRASIL, 2003) é
recomendado a higienizagdo mensal dos componentes do sistema de
climatizagdo, porém no componente usados para umedecer o ar, recomenda-
se limpeza quinzenal o que geralmente ndo era realizada nos dois ambientes
da UTI neonatal estudada, proporcionando o crescimento de microrganismos e
inalagao de particulas dos mesmos.

Afonso et al. (2008), participaram de uma investigacao
epidemioldgica de surtos de infecgdo hospitalar em areas criticas, onde os
sistemas de ar condicionado foram indicados como fonte de microrganismos
causadores de infecgdo. Segundo Moscato (2000), as infecgdes exdgenas
oriundas do ambiente hospitalar sdo as que merecem maior atencdo dos
sanitaristas, pois sdo provocadas por agentes cuja fonte € o ser humano,
funcionarios, pacientes e visitantes, e também por equipamentos e
instrumentos.

Neste sentido, foram verificadas algumas falhas que poderiam
contribuir para o aumento da microbiota fungica no ambiente estudado como a
utilizacdo de protecdo individual por apenas algumas pessoas, as maes dos
neonatos reutilizarem as mesmas batas, a limpeza dos filtros dos
condicionadores nao serem constantes e a principal e mais agravante é o
método de lavagem das méos, ser realizado de maneira inadequada pelas
pessoas que manuseiam 0s recém-nascidos.

Para a prevengao e controle da microbiota fungica presente tanto no
ambiente como nos condicionadores de ar sdo sugeridas as medidas: os
profissionais devem estar munidos de Equipamento de Proteg¢ao Individual
(EPIs), ao adentrar nas UTIs dos hospitais; reforcar as medidas de controle de
infeccdo hospitalar nas UTls; sensibilizar os profissionais de UTIs para a
existéncia de infec¢des fungicas; estudar formas de maior ventilagao de ar que
possibilitem o arejamento do ambiente para evitar o acumulo dos esporos
fungicos nestes ambientes; efetuar a limpeza dos condicionadores de ar

quinzenalmente e comunicar e alertar as autoridades de saude que os fungos
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sdo os principais contaminantes do meio ambiente (MORBIM e SALMITI,
2006).

6.4 - Isolamento de Leveduras nas Amostras Clinicas

A amostra clinica urina foi a mais representativa com 58 (79,5%)
amostras, destas 29 (39,8%) foram casos positivas para leveduras, como pode-
se verificar na Tabela 5. Em nenhuma outra amostra clinica foram observadas
estruturas de leveduras ao microscépio ou obteve-se o isolamento em cultura,
exceto ponta de cateter, que foi verificado duas (2,7%) amostras positivas.

Apesar da candiduria, definida como a presenca de levedura na
urina, ser na maioria dos casos assintomatica resultante da colonizacdo do
trato urinario, pode-se sugerir um indicio de processos infecciosos mais graves
nos rins, que quando decorrente de disseminagao hematogénica das leveduras
para esse 0rgdo, podem causar lesbes graves com alta mortalidade e
morbidade (KAUFFAMAN et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2001; ZAOUTIS et al.,
2005).

A infeccao do trato urinario é a infecgao hospitalar mais comum nos
EUA, representando de 30 a 40% de todas as infecgbes adquiridas em
hospitais (FOXMAN, 2002). Na Europa, Candida spp. esta entre os trés
microrganismos mais encontrados em pacientes internados com infecgao
urinaria (BOUZA et al., 2001).

Um estudo realizado por Oliveira et al. (2007) demonstraram que
entre os fatores predisponentes associados a candiduria, o uso prévio de
cateter urinario foi responsavel por 83% dos casos, superado apenas pela
terapia antibiética (93%). Lucchetti et al. (2005) identificaram Candida sp.
como o terceiro agente causador de infec¢do urinaria em pacientes com
cateterizagao vesical crénica .

Em nosso estudo nado foi observada a presenga de fungos
filamentosos em nenhuma das amostras clinicas analisadas. Entretanto,
Rodrigues et al. (2007) relatam infecgbes hospitalares fatais causadas por
fungos filamentosos, especialmente aqueles pertencentes as espécies
Aspergillus fumigatus e Fusarium solani. Sendo as leveduras responsaveis por
90% das infecgbes fungicas (PFALLER, DIEKERNA, 2007).
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A relagao entre os obitos dos recém-nascidos por infecgao fungica
ndo foi mencionada devido a falta de dados nos atestados meédico das
declaragbes de o6bitos que nédo relatava que tipo de infecgdo (fungica e/ou
bacteriana) teria levado ao o6bito. E esta limitagao dificultou a compreensao

sobre os dados com relagao a mortalidade por possiveis infec¢des fungicas.

6.5 - Espécies de Leveduras do Género Candida no Ambiente e nas

Amostras Clinicas dos Recém-nascidos

Na Tabela 6, pode-se verificar que das 90 leveduras identificadas, 59
(65,6%) foram obtidas dos ambientes estudados e 31 (34,4%) foram isoladas
das amostras clinicas provenientes dos recém-nascidos. O fato das espécies
C. parapsilosis, C. albicans e C. tropicalis serem isoladas tanto no ambiente
como nas amostras clinicas dos recém-nascidos sugere que estas leveduras
foram carreadas do ambiente para os neonatos. E o fato ser encontrado C.
albicans no local estudado define como um ambiente contaminado. Alguns
autores relatam que as espécies C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C.
glabrata juntas sdo responsaveis por infecgdes neonatais superior a 90%
(WENZEL, 1995; LIZIOLI et al., 2003; PASSOS et al., 2005).

De maneira geral, as leveduras do ar dos ambientes da UTI neonatal
foram isoladas na mesma proporgao antes e apds a limpeza (Tabela 7). O
ambiente A apresentou o maior numero de isolados de leveduras, sendo C.
parapsilosis a mais frequente, essa espécie é considerado um agente de
infeccbes exdgenas por colonizar a pele, principalmente as méos de
profissionais da saude, assim como solug¢des glicosadas de uso hospitalar e
cateter venoso central (FRANCA et al., 2008). E sua ocorréncia é alta em
criangas e recém-nascidos prematuros internados em unidades de terapia
intensiva (MATSUMOTO et al., 2002; CANO et al., 2005).

Segundo Cartdn et al. (2001), Cardens et al. (2004) e Sam Miguel et
al. (2005) os fatores de risco associados a transmissao de C. parapsilosis séo
as maos colonizadas dos profissionais que prestam atendimento ao paciente,
nutricdo parenteral, e o uso prolongado de cateteres.

Com relagao as infecgdes causada por cateter Marconi et al. (2009)

ao avaliarem culturas de ponta de cateteres no diagnostico de infecgéo
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neonatal, encontraram C. parapsilosis entre os microrganismos envolvidos
nesse tipo de infecgdo. Entretanto no presente estudo as duas culturas
positivas obtidas de ponta de cateteres foram identificadas como C. albicans.

Nossos achados quanto as espécies de leveduras sdo compativeis
com a literatura que aponta C. albicans como a levedura mais comumente
isolada em infecgbes urinarias. Entretanto, estudo realizado por Oliveira et al.
(2001) sobre infecgdo urinaria por leveduras encontraram frequéncia de C.
tropicalis superior (53%), a de C. albicans (36%).

Individuos normais raramente apresentam candiduria, no entanto,
entre os pacientes hospitalizados varios fatores tém sido relacionados a um
maior risco para o desenvolvimento de candiduria como a idade avangada,
sexo feminino, antibioticoterapia de amplo espectro, o uso de corticosterdides e
imunossupressores, presenga de anormalidades do trato urinario, diabetes,
sondagem vesical de demora, pds-operatorio de cirurgias de grande porte e
doengas malignas (FANELLO et al.,, 2001; LUDSTROM, SOBEL, 2001;
WEINBERGGER et al., 2003; KAUFFMAN, 2005).

As leveduras do género Candida constituem o principal fungo
envolvido no acometimento de infecgdes hospitalares (COLOMBO et al, 2006).
C. albicans é a principal espécie do género associada as infecgdes urinarias,
mas outras também sao relatadas, como: C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C.
parapsilosis, C. kefir e C. guilliermondii (MARTINEZ et al., 2001).

As casuisticas do Brasil confirmam que as trés espécies mais
prevalentes isoladas de urina em pacientes hospitalizados séo: C. albicans, C.
tropicalis e C. glabrata. Estes estudos demonstram prevaléncias de 35,5 a 70%
para C. albicans; 4,6 a 52,5% para C. tropicalis e 7 a 8,8% para C. glabrata
(OLIVEIRA et al.,, 2001; KOBAYASHI et al., 2004; PASSOS et al.,, 2005;
BENELLI et al., 2006).

Em pacientes expostos a fatores de risco para infecgao urinaria por
Candida, o achado de candiduria pode significar colonizagdo ou infecgéao.
Nestes pacientes, a contagem de colbnias € muito variavel e diretamente
dependente da metodologia utilizada para a coleta de material. Sendo assim, o
isolamento de Candida na urina pode ocorrer mesmo na auséncia de doenca,
sendo que existe grande controvérsia sobre a valorizagdo da contagem de

coloénias obtida em cultura, procedimento este com baixa especificidade e
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sensibilidade na diferenciacdo entre pacientes colonizados e infectados por
este agente (NAVARRO et al., 1997; SOBEL, 2002).

Alguns autores sugerem que exista maior relagcado entre candiduria e
infeccdo urinaria quando a contagem de colénias na cultura de urina atinge
valores da ordem de 1.000 a 10.000UFC/mL. Entretanto, contagens inferiores
podem ser encontradas em pacientes com infec¢gao do trato urinario (ITU) por
Candida, particularmente nos casos de pielonefrite adquirida por via
hematogénica decorrente de candidiase sistémica, onde os rins funcionam
como filtro e podem refletir contagens baixas na urina. Neste sentido, ndo ha
consenso entre os autores sobre o valor de corte especifico para interpretacéao
de culturas quantitativas de urina, no sentido de reconhecimento de pacientes
com infecgdo urinaria alta ou baixa (ANG et al., 1993; GUBBINS et al., 1993;
FISHER, 2000; NCCLS, 2002; ALVAREZ-LERME et al., 2003).

No entanto, ndo se pode afirmar que as leveduras isoladas tanto da
urina como dos cateteres estavam causando infecgdes nos recém- nascidos,
pois, o isolamento em cultura realizado pelo hospital ndo utilizava métodos
quantitativos para pesquisa de leveduras na urina. Entretanto, levando-se em
consideragao que o cateter urinario € um fator de risco para infeccao e em
duas amostras de urina com os respectivos cateteres foram isolados a mesma
espécie, C. albicans, nesses dois recém-nascidos sugeri-se que a levedura

estaria causando infecgao.

6.6 - Amplificacdo com os iniciadores espécie-especificos utilizados na

identificacado de leveduras do género Candida

Através dos iniciadores espécie-especificos foi possivel identificar as
espécies de C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. kruzei (Figura 11).
Os iniciadores CALB1 e CALB2 (C. albicans); CPA1 e CPA2 (C. parapsilosis)
foram considerados sensiveis, mas nao especificos, pois o iniciador utilizado
para C. albicans também amplificava C. glabrata (CGL1 e CGL2). Assim como
o iniciador para C. parapsilosis amplificava C. guiliermondii (CGU1 e CGU2).
Os iniciadores CGL1 e CGL2; CGU1 e CGU2 por nao terem amplificado as
amostras controles da Micoteca URM n&o foram utilizados neste trabalho.
Sendo os iniciadores CTR1 e CTR2 (C. tropicalis); CKRU1 e CKRU2 (C.
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kruzei), os unicos considerados sensiveis e especificos para as amostras de
leveduras isoladas neste estudo.

Entretanto, quando os seis iniciadores utilizados neste estudo foram
alinhados no programa Blast com as sequencias da base de dados, todas os
iniciadores foram espécie-especificos com excegao do iniciador CGU 1 e CGU
2 que néo foi verificada a similaridade com as sequencias de C. guilliermondii
do banco de dados do Blast.

Hsu et al. (2003) identificaram fungos de interesse médico através de
iniciadores para sequéncias especificas de C. albicans (CALB1 e CALB2), C.
glabrata (CGL1 e CGL2), C. guilliermondii (CGU1 e CGU2), C. parapsilosis
(CPA1 e CPA2), C. tropicalis (CTR 1 e CTR2) C. kruzei (CKRU1 e CKRU2) e
Cryptococcus neoformans (CN5 e CN 4), obtiveram apenas produtos de PCR
amplificados de suas respectivas espécies.

Nesta pesquisa, utilizando os mesmos iniciadores para as espécies
de Candida utilizados por Hsu et al. (2003), ndo foi possivel identificar algumas
espécies. Luo e Mitchell (2002) e Nazzal et al. (2005) utilizaram iniciadores
especificos para identificacdo de diferentes espécies de Candida e obtiveram
produtos de PCR para as respectivas espécies.

A Figura 12 ilustra a amplificagdo do locus ITS1 e ITS4 do DNA
ribossomal de todas as amostras controle provenientes da Micoteca URM de
Recife e das amostras AM 26, AM 51 e AM 53 isoladas do ambiente da UTI
neonatal. Para as leveduras identificadas pelo iniciador espécie-especifico
como C. glabrata, foram obtidos produtos de PCR do DNA ribossomal para
todas as amostras isoladas incluindo a amostra controle positiva URM5594 de
C. glabrata um fragmento de 550pb.

Sendo o tamanho do fragmento encontrado neste estudo diferente
dos observados por Cirak et al. (2003), ao identificar Candida glabrata por
métodos moleculares encontraram um fragmento de 800pb. Portanto, ndo foi
possivel diferenciar através da regido ITS do rDNA as leveduras C. glabrata de
C. albicans pois as duas espécies apresentaram um fragmento de 550pb.
Sendo consideradas, neste estudo, todas como C. albicans.

De todas as amostras que amplificaram com o iniciador espécie-
especifico CPA1 e CPA2 para C. parapsilosis ao ser realizado o ITS rDNA, 11

isolados de leveduras do ambiente amplificaram um fragmento de 600pb sendo
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identificada como C. guilliermondii. Estudos realizados por Williams et al.
(1995) encontraram um fragmento de 600 pb ao identificar C. guilliermondii
através da amplificagédo da regido ITS do DNA ribossomal.

As amostra de referéncia provenientes da Micoteca de URM
amplificaram fragmentos entre 500 e 550 pb. A amostra URM5563 de C.
guilliermondii gerou um fragmento de aproximadamente 550pb, ndo sendo
considerada como essa espécie.

Outros resultados semelhantes a estes foram os obtidos por
Guillamoén et al. (1998) e Chen et al. (2001) que ao identificar leveduras de
interesse médico baseada na regido ITS do DNA ribossomal amplificaram um
fragmento de aproximadamente 550 pb para as espécies C. albicans, C.

tropicalis e C. parapsilosis e um fragmento de 600 pb para C. guilliermondii.



61

7.0 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitiram concluir que:

v' O ambiente A apresentou maior contaminagido fungica tanto antes
quanto apds a limpeza da UTI neonatal e no ambiente B a contaminagao
fungica foi reduzida apds a limpeza;

v" O filtro do condicionador de ar do ambiente A apresentou contaminagao
fungica maior que nos observados no filtro do condicionador de ar do

ambiente B;

v' Espécies de Aspergillus e Penicilium foram isoladas com maior
freqUéncia apds a realizagao da limpeza, sendo evidenciada a redugao

da contaminagao fungica com relagao as espécies de Cladosporium;

v' Espécies de Cladosporium, Penicillium e Aspergillus sdo consideradas
pela literatura especializada como patogénicas, toxicogénicas ou

alergizantes ao homem;

v" O estudo temporal permitiu verificar que as espécies de Cladosporium
ocorreram com maior freqliiéncia nos meses de outono e inverno e as

espéecies de Penicillium e Aspergillus nos meses da primavera;

v" As leveduras foram isoladas tanto antes quanto apds a realizagdo da
limpeza nos dois ambientes avaliados, sendo as espécies Candida
albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis encontradas nas amostras do ar

e nas dos recém-nascido;

v" A espécie C. kruzei ndo esteve presente em nenhuma amostra do ar do
ambiente ou do recém-nascido e a espécie C. guilliermondii esteve

presente apenas nas amostras de leveduras provenientes do ambiente.
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8.0 CONSIDERACOES FINAIS

A realizagao deste trabalho permitiu conhecer a microbiota existente
na UTI neonatal do Hospital Universitario Prof°. Dr. Alberto Antunes/HUPAA,
trabalho este, ainda pioneiro em areas criticas de ambientes hospitalares no
Estado de Alagoas. Sendo indispensavel dar continuidade a este tipo de
pesquisa em outras areas hospitalares ndo apenas com o objetivo de identificar
fungos como também bactérias causadoras infecgdes hospitalares.

Além da necessidade de se avaliar outros parametros como
temperatura, CO; (diéxido de carbono) e umidade, assim como, a implantagao
das metodologias preconizadas pela ANVISA referentes a qualidade do ar de
interiores em ambientes climatizados.

A presenca de fungos considerados como patogénicos em paciente
imunocomprometidos e as mesmas espécies de Candida serem encontradas
no ambiente da UTI neonatal e nas amostras clinicas dos recém-nascidos
confirmam a necessidade da padronizagcao de normas técnicas para orientar os
auxiliares de servico referentes a limpeza do ambiente e de superficies visando
reduzir ou eliminar esses microrganismos.

Assim como o uso de protecdo individual por parte de toda equipe
da UTI neonatal que matem contato direto com os recém-nascidos, além da
necessidade de lavar as maos tanto antes quanto apds os procedimentos
realizados nos neonatos e o0 controle da circulagdo de pessoas sao
procedimentos capazes de evitar o acumulo de esporos fungicos no interior do
ambiente e controlar as infecgdes hospitalares.

Sendo a avaliagdo da qualidade do ar de ambiente internos um
parametro essencial para o monitoramento de possiveis infecgdes provenientes
do ambiente hospitalar, principalmente em areas criticas, cujo os pacientes
estdo sujeitos a exposicdo de patdégenos do ar, de instrumentos, de
equipamentos ou das maos dos profissionais da saude.

Contudo, as pesquisas que visem o isolamento e identificacdo de
microrganismos de fontes ambientais além dos estudos sobre a resisténcia
desses microrganismos a antibiéticos ou antifungicos pode responder aos

questionamentos sobre os surtos de infeccdes hospitalares.
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10 ANEXOS
10.1 Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

2.8

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Maceid — AL, 17/04/2007

Senhor (a) Pesquisador (a), Aryanna Kelly Pinheiro Souza

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP), reunido em 16/04/2007 e com base no
parecer emitido pelo (a) relator (a) do processo n° 016604/2006-12 sob o titulo
| Caracterizacdio de fungos aneméfilos isolados da UTI neonatal climatizada e dos
| recém-nascidos atendidos no HU/UFAL, de sua autoria, vem por meio deste
instrumento comunicar sua aprova¢do com base no item VIILI3, b, da Resolugdo n’
196/96.

Outrossim, recomendamos a observancia do que consta na folha de rosto com

respeito ao cumprimento dos prazos para entrega de relatorios, bem como o atendimento
da referida Resolugdo da CONEP/CNS, quando for o caso (¥).

Na eventualidade de esclarecimentos adicionais, este Comuté coloca-se a
disposi¢do dos interessados para o acompanhamento da pesquisa em seus dilemas éticos
e exigéncias contidas nas Resolugdes supra referidas.

(*) Areas tematicas especiais

| a4l "

¥ Lr:_"d { {iz. - ':-
rof, Dr. Walter Matias Lima
Scordenador do.CEPIUFAL
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10.2 Resolugéo - REn®9, de 16 de janeiro de 2003.

O Diretor da Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria, no uso da atribuicdo que lhe confere a Portaria n°® 570, do Diretor
Presidente, de 3 de outubro de 2002;

Considerando o § 3°, do art. 111 do Regimento Interno aprovado pela Portaria
n.° 593, de 25 de agosto de 2000, republicada no DOU de 22 de dezembro de
2000,

Considerando a necessidade de revisar e atualizar a RE/ANVISA n°® 176, de 24
de outubro de 2000, sobre Padroes Referenciais de Qualidade do Ar Interior
em Ambientes Climatizados Artificialmente de Uso Publico e Coletivo, frente ao
conhecimento e a experiéncia adquirida no pais nos dois primeiros anos de sua
vigéncia; considerando o interesse sanitario na divulga¢ao do assunto;

Considerando a preocupacdo com a saude, a seguranga, o bem-estar e o
conforto dos ocupantes dos ambientes climatizados;

Considerando o atual estagio de conhecimento da comunidade cientifica
internacional, na area de qualidade do ar ambiental interior, que estabelece
padrdes referenciais e/ou orientagdes para esse controle;

Considerando o disposto no art. 2° da Portaria GM/MS n. ° 3.523, de 28 de
agosto de 1998;

Considerando que a matéria foi submetida a apreciagao da Diretoria Colegiada
gue a aprovou em reunido realizada em 15 de janeiro de 2003, resolve:

Art. 1° Determinar a publicagcao de Orientacdo Técnica elaborada por Grupo
Técnico Assessor, sobre Padrées Referenciais de Qualidade do Ar Interior, em
ambientes climatizados artificialmente de uso publico e coletivo, em anexo.

Art. 2° Esta Resolugao entra em vigor na data de sua publicagao.
CLAUDIO MAIEROVITCH PESSANHA HENRIQUES
ANEXO

ORIENTAGAO TECNICA ELABORADA POR GRUPO TECNICA ASSESSOR
SOBRE PADROES REFERENCIAIS DE QUALIDADE DO AR INTERIO R EM
AMBIENTES CLIMATIZADOS ARTIFICIALMENTE DE USO PUBLICO E
COLETIVO

| - HISTORICO

O Grupo Técnico Assessor de estudos sobre Padrdes Referenciais de
Qualidade do Ar Interior em ambientes climatizados artificialmente de uso
publico e coletivo, foi constituido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
— ANVISA, no ambito da Geréncia Geral de Servicos da Diretoria de Servigos e
Correlatos e instituido por membros das seguintes instituicoes:
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Sociedade Brasileira de Meio Ambiente e de Qualidade do Ar de
Interiores/BRASINDOOR, Laboratério Noel Nutels Instituto de Quimica da
UFRJ, Ministério do Meio Ambiente, Faculdade de Medicina da USP,
Organizagdo Panamericana de  Saude/OPAS, Fundacdo Oswaldo
Cruz/FIOCRUZ, Fundacao Jorge Duprat Figueiredo de Seguranga e Medicina
do Trabalho — FUNDACENTRO/MTb, Instituto Nacional de Metrologia
Normalizagédo e Qualidade Industrial/INMETRO, Associagdo Paulista de
Estudos e Controle de Infecgdo Hospitalar/APECIH e, Servigo de Vigilancia
Sanitaria do Ministério da Saude/RJ, Instituto de Ciéncias Biomédicas —
ICB/USP e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

Reuniu-se na cidade de Brasilia/DF, durante o ano de 1999 e primeiro
semestre de 2000, tendo como metas:

1. estabelecer critérios que informem a populacdo sobre a qualidade do ar
interior em ambientes climatizados artificialmente de uso publico e coletivo,
cujo desequilibrio podera causar agravos a saude dos seus ocupantes;

2. instrumentalizar as equipes profissionais envolvidas no controle de qualidade
do ar interior, no planejamento, elaboragdo, andlise e execugao de projetos
fisicos e nas agdes de inspecdo de ambientes climatizados artificialmente de
uso publico e coletivo.

Reuniu-se na cidade de Brasilia/DF, durante o ano de 2002, tendo como
metas:

1. Promover processo de revisdo na Resolu¢gdo ANVISA -RE 176/00
2. Atualiza -la frente a realidade do conhecimento no pais.

3. Disponibilizar informacdes sobre o conhecimento e a experiéncia adquirida
nos dois primeiros anos de vigéncia da RE 176.

Il - ABRANGENCIA

O Grupo Técnico Assessor elaborou a seguinte Orientagdo Técnica sobre
Padrées Referenciais de Qualidade do Ar Interior em ambientes climatizados
artificialmente de uso publico e coletivo, no que diz respeito a definicdo de
valores maximos recomendaveis para contaminagdo biolégica, quimica e
parametros fisicos do ar interior, a identificacdo das fontes poluentes de
natureza bioldgica, quimica e fisica, métodos analiticos ( Normas Técnicas 001,
002, 003 e 004 ) e as recomendacgdes para controle (Quadros | e Il ).

Recomendou que os padrdes referenciais adotadas por esta Orientacao
Técnica sejam aplicados aos ambientes climatizados de uso publico e coletivo
ja existentes e aqueles a serem instalados. Para os ambientes climatizados de
uso restrito, com exigéncias de filtros absolutos ou instalagbes especiais, tais
como os que atendem a processos produtivos, instalacdes hospitalares e
outros, sejam aplicados as normas e regulamentos especificos.

lIl - DEFINICOES
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Para fins desta Orientacdo Técnica sao adotadas as seguintes definicoes,
complementares as adotadas na Portaria GM/MS n.° 3.523/98:

a) Aerodispersodides: sistema dispersa, em um meio gasoso, composto de
particulas sélidas e/ou liquidas. O mesmo que aerosol ou aerossol.

b) ambiente aceitavel: ambientes livres de contaminantes em concentragdes
potencialmente perigosas a saude dos ocupantes ou que apresentem um
minimo de 80% dos ocupantes destes ambientes sem queixas ou
sintomatologia de desconforto,2

c) ambientes climatizados: sdo os espacos fisicamente determinados e
caracterizados por dimensdes e instalagbes proprias, submetidos ao processo
de climatizacao, através de equipamentos.

d) ambiente de uso publico e coletivo: espago fisicamente determinado e
aberto a utilizagdo de muitas pessoas.

e) ar condicionado: é o processo de tratamento do ar, destinado a manter os
requerimentos de Qualidade do Ar Interior do espago condicionado,
controlando variaveis como a temperatura, umidade, velocidade, material
particulado, particulas biolégicas e teor de didéxido de carbono (CO2).

f) Padrdo Referencial de Qualidade do Ar Interior: marcador qualitativo e
quantitativo de qualidade do ar ambiental interior, utilizado como sentinela para
determinar a necessidade da busca das fontes poluentes ou das intervencgdes
ambientais.

g) Qualidade do Ar Ambiental Interior: Condicdo do ar ambiental de interior,
resultante do processo de ocupagao de um ambiente fechado com ou sem
climatizacao artificial.

h) Valor Maximo Recomendavel: Valor limite recomendavel que separa as
condigdes de auséncia e de presencga do risco de agressédo a saude humana.

IV — PADROES REFERENCIAIS

Recomenda os seguintes Padrdes Referenciais de Qualidade do Ar Interior em
ambientes climatizados de uso publico e coletivo.

1 - O Valor Maximo Recomendavel - VMR, para contaminagao microbioldgica
deve ser £ 750 ufc/m 3 de fungos, para a relagédo I/E £ 1,5, onde | é a
quantidade de fungos no ambiente interior e E é a quantidade de fungos no
ambiente exterior.

NOTA: A relacéo I/E é exigida como forma de avaliagao frente ao conceito de
normalidade, representado pelo meio ambiente exterior e a tendéncia
epidemioldgica de amplificagdo dos poluentes nos ambientes fechados.

1.1 - Quando o VMR for ultrapassado ou a relacao I/E for > 1,5, é necessario
fazer um diagnéstico de fontes poluentes para uma intervengao corretiva.
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1.2 - E inaceitavel a presencga de fungos patogénicos e toxigénicos.
2 — Os Valores Maximos Recomendaveis para contaminag¢ao quimica sao:

21 - £ 1000 ppm de dioxido de carbono — ( CO2 ) , como indicador de
renovacgao de ar externo, recomendado para conforto e bem-estar2.

2.2 - £ 80 mg/m 3 de aerodispersoides totais no ar, como indicador do grau de
pureza do ar e limpeza do ambiente climatizado4.

NOTA: Pela falta de dados epidemiolégicos brasileiros é mantida a
recomendagao como indicador de renovagao do ar o valor = 1000 ppm de
Dioxido de carbono — CO2

3 — Os valores recomendaveis para os parametros fisicos de temperatura,
umidade, velocidade e taxa de renovagao do ar e de grau de pureza do ar,
deverdo estar de acordo com a NBR 6401 - Instalagbes Centrais de Ar
Condicionado para Conforto — Parametros Basicos de Projeto da ABNT -
Associagao Brasileira de Normas Técnicasb.

3.1 - a faixa recomendavel de operacdo das Temperaturas de Bulbo Seco, nas
condicdes internas para verao, devera variar de 23°C a 26°C, com excecao de
ambientes de arte que deverao operar entre 21°C e 23°C. A faixa maxima de
operacao devera variar de 26,5°C a 27°C, com excecdo das areas de acesso
que poderao operar até 28°C. A selecao da faixa depende da finalidade e do
local da instalagdo. Para condi¢des internas para inverno, a faixa recomendavel
de operacao devera variar de 20°C a 22°C.

3.2 - a faixa recomendavel de operacdao da Umidade Relativa, nas condicdes
internas para verdo, devera variar de 40% a 65%, com exceg¢ao de ambientes
de arte que deverao operar entre 40% e 55% durante todo o ano. O valor
maximo de operagao devera ser de 65%, com excecao das areas de acesso
que poderao operar até 70%. A selecao da faixa depende da finalidade e do
local da instalagdo. Para condi¢des internas para inverno, a faixa recomendavel
de operacgao devera variar de 35% a 65%.

3.3 — 0 Valor Maximo Recomendavel - VMR de operacao da Velocidade do Ar,
no nivel de 1,5m do piso, na regiao de influéncia da distribuicdo do ar é de
menos 0,25 m/s.

3.4 - a Taxa de Renovacgao do Ar adequada de ambientes climatizados sera, no
minimo, de 27 m3/hora/pessoa, exceto no caso especifico de ambientes com
alta rotatividade de pessoas. Nestes casos a Taxa de Renovagao do Ar minima
sera de 17 m3 /hora/pessoa, ndo sendo admitido em qualquer situacdo que os
ambientes possuam uma concentragdo de CO2, maior ou igual a estabelecida
em IV-2.1, desta Orientagdo Técnica.

3.5 - a utilizacdo de filtros de classe G1 é obrigatoria na captagdo de ar
exterior. O Grau de Pureza do Ar nos ambientes climatizados sera obtido
utilizando-se, no minimo, filtros de classe G-3 nos condicionadores de sistemas
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centrais, minimizando o acumulo de sujidade nos dutos, assim como reduzindo
os niveis de material particulado no ar insuflado2.

Os padroes referenciais adotados complementam as medidas basicas
definidas na Portaria GM/MS n.° 3.523/98, de 28 de agosto de 1998, para efeito
de reconhecimento, avaliagdo e controle da Qualidade do Ar Interior nos
ambientes climatizados. Deste modo poderdo subsidiar as decisées do
responsavel técnico pelo gerenciamento do sistema de climatizagdo, quanto a
definicdo de periodicidade dos procedimentos de limpeza e manutencao dos
componentes do sistema, desde que asseguradas as frequéncias minimas
para 0s seguintes componentes, considerados como reservatérios,
amplificadores e disseminadores de poluentes.

Componente Periodicidade

Tomada de ar externo

obliteragdo (maximo 3 meses)

Unidades filtrantes

obliteragdo (maximo 3 meses)

Limpeza mensal ou quando descartavel até sua

Limpeza mensal ou quando descartavel até sua

Bandeja de condensado Mensal*

Serpentina de aquecimento

Desencrustagcédo semestral e limpeza trimestral

Serpentina de resfriamento

Desencrustacao semestral e limpeza trimestral

Umidificador Desencrustacao semestral e limpeza trimestral
Ventilador Semestral

Plenum de mistura/casa deMensal

maquinas

*

- Excetuando na vigéncia de tratamento quimico continuo que passa a
respeitar a periodicidade indicada pelo fabricante do produto utilizado.

V — FONTES POLUENTES

Recomenda que sejam adotadas para fins de pesquisa e com o propdsito de
levantar dados sobre a realidade brasileira, assim como para avaliacdo e
corregcdo das situacbes encontradas, as possiveis fontes de poluentes
informadas nos Quadros | e Il.

QUADRO |

Possiveis fontes de poluentes bioldgicos 6

Agentes |Principais fontes em ambientes Principais Medidas de
bioldgicos |interiores correcdo em ambientes
interiores

Bactérias |Reservatorios com agua Estagnada, |Realizar a limpeza e a
torres de resfriamento, bandejas de  conservagao das torres de
Condensado, desumificadores, resfriamento; higienizar os
umidificadores, serpentinas de reservatorios e bandejas de
condicionadores de ar e superficies |Condensado ou manter
umidas e quentes. tratamento continuo para
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eliminar as fontes; eliminar
as infiltracdes; higienizar as
superficies.

Fungos

Fungos Ambientes umidos e demais
fontes de multiplicagao fungica, como
materiais porosos organicos umidos,
forros, paredes e isolamentos
umidos; ar externo, interior de
condicionadores e dutos sem
manutencao, vasos de terra com
plantas.

Corrigir a umidade
ambiental; manter sob
controle rigido vazamentos,
infiltracdes e condensacgao
de agua; higienizar os
ambientes e componentes
do sistema de climatizagao
ou manter tratamento
continuo para eliminar as
fontes; eliminar materiais
porosos contaminados;
eliminar ou restringir vasos
de plantas com cultivo em
terra, ou substituir pelo
cultivo em agua
(hidroponia); utilizar filtros G-
1 na renovacao do ar
externo.

Protozoarios

Reservatorios de agua contaminada,
bandejas e umidificadores de
condicionadores sem manutengao.

Higienizar o reservatorio ou
manter tratamento continuo
para eliminar as fontes.

Virus

Hospedeiro humano.

Adequar o numero de
ocupantes por m2 de area
com aumento da renovacgao
de ar; evitar a presenca de
pessoas infectadas nos
ambientes climatizados.

Algas

Torres de resfriamento e bandejas de
condensado.

Higienizar os reservatorios e
bandejas de condensado ou
manter tratamento continuo

para eliminar as fontes.

Poélen

Ar externo.

Manter filtragem de acordo
com NBR-6401 da ABNT.

Artrépodes

Poeira caseira.

Higienizar as superficies
fixas e mobiliario,
especialmente os revestidos
com tecidos e tapetes;
restringir ou eliminar o uso
desses revestimentos.

Animais

Roedores, morcegos e aves.

Restringir o acesso,
controlar os roedores, os
morcegos, ninhos de aves e

respectivos excrementos.

QUADRO I
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Possiveis fontes de poluentes quimicos 7

Agentes
quimicos

Principais fontes em
ambientes interiores

Principais medidas de correcao
em ambientes interiores

CO

Combustao (cigarros,
queimadores de fogdes
e veiculos automotores).

Manter a captagao de ar exterior
com baixa concentracao de
poluentes; restringir as fontes de
combust&do; manter a exaustao em
areas em que ocorre combustao;
eliminar a infiltracdo de CO
proveniente de fontes externas;
restringir o tabagismo em areas
fechadas.

CO2

Produtos de
metabolismo humano e
combustao.

Aumentar a renovagao de ar
externo; restringir as fontes de
combusta o tabagismo em areas
fechadas; eliminar infiltracdo de
fontes externas.

NO2

Combustao

Restringir as fontes de combustéo;
manter a exaustido em areas em que
ocorre combustao; impedir a
infiltracao de NO2 proveniente de
fontes externas; restringir o
tabagismo em areas fechadas.

03

Maquinas copiadoras e
impressoras a laser.

Adotar medidas especificas para
reduzir a contaminagao dos
ambientes interiores, com exaust&o
do ambiente ou enclausuramento
em locais exclusivos para os equipa-
mentos que apresentem grande
capacidade de producio de O3.

Formaldeido

Materiais de
acabamento, mobiliario,
cola, produtos de
limpeza domissanitarios

Selecionar os materiais de
construcao, acabamento e mobiliario
que possuam ou emitam menos
formaldeido; usar produtos
domissanitarios que ndo contenham
formaldeido.

Material
particulado

Poeira e fibras.

Manter filtragem de acordo com
NBR-6402 da ABNT; evitar isola-
mento termo-acustico que possa
emitir fibras minerais, organicas e
sintéticas para o ambiente
climatizado;reduzir fontes internas e
Ex-ternas; higienizar as superficies
fixas e mobiliarios sem uso de vas-
souras, escovas ou espanadores;
selecionar os materiais de
construcao e acaba-mento com
menor porosidade; adotar medidas

especificas para reduzir a
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contaminagao dos ambientes
interiores (vide biolégicos);restringir
o tabagismo em areas fechadas.

Fumo de tabaco

Queima de cigarro,
charuto, cachimbo, etc.

Aumentar a quantidade de ar
externo admitido para renovacéao
e/ou exaustao dos poluentes;
restringir o tabagismo em areas
fechadas.

Ccov Cera, mobiliario, Selecionar os materiais de
produtos usados em constru¢cado, acabamento, mobiliario;
limpeza e usar produtos de limpeza e
domissanitarios, domissanitarios que néo contenham
solventes, materiais de |COV ou que nao apresentem alta
revestimento, taxa de volatilizagao e toxicidade.
tintas, colas, etc.

COS-V Queima de combustiveis [Eliminar a contaminacao por fontes

e utilizacao de
pesticidas.

pesticidas, inseticidas e a queima de
combustiveis; manter a captacao de

ar exterior afastada de poluentes.

COV - Compostos Organicos Volateis.
COS-V - Compostos Organicos Semi- Volateis.

Observacdes - Os poluentes indicados sdo aqueles de maior ocorréncia nos
ambientes de interior, de efeitos conhecidos na saude humana e de mais facil
deteccgao pela estrutura laboratorial existente no pais.

Outros poluentes que venham a ser considerados importantes serao
incorporados aos indicados, desde que atendam ao disposto no paragrafo
anterior.

VI — AVALIACAO E CONTROLE

Recomenda que sejam adotadas para fins de avaliacdo e controle do ar
ambiental interior dos ambientes climatizados de uso coletivo, as seguintes
Normas Técnicas 001, 002, 003 e 004.

Na elaboragdo de relatoérios técnicos sobre qualidade do ar interior, é
recomendada a NBR-10.719 da ABNT - Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas.

1 World Health Organization. Indoor air quality: biological contaminants;
Copenhagen , Denmark , 1983 ( European Series n° 31).

2 American Society of Hearting, Refreigerating and Air Conditioning Engineers,
Inc. ASHARAE Standard 62 - Ventilation for Acceptable Indoor Air Quality, 2001
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3 Kulcsar Neto, F & Siqueira, LFG. Padrdes Referenciais para Analise de
Resultados de Qualidade Microbiolégica do Ar em Interiores Visando a Saude
Pudblica no Brasil — Revista da Brasindoor . 2 (10): 4-21,1999.

4 Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA , Resolucédo n.° 03 de
28/06 / 1990.

5 ABNT — Associacao Brasileira de Normas Técnicas, NBR 6401 — Instalacdes
Centrais de Ar Condicionado para Conforto — Parametros Basicos de
Projeto, 1980.

6 Siqueira, LFG & Dantas, EHM. Organizacdo e Métodos no Processo de
Avaliacao da Qualidade do Ar de Interiores - Revista da Brasindoor , 3 (1):
19-26, 1999.

7 Aquino Neto, F.R; Brickus, L.S.R. Padrdes Referenciais para Analise de
Resultados da Qualidade Fisico-quimica do Ar de Interior Visando a Saude
Publica . Revista da Brasindoor , 3(2):4 -15,1999

NORMA TECNICA 001

Qualidade do Ar Ambiental Interior. Método de Amostragem e Analise de
Bioaerosol em Ambientes Interiores.

METODO ANALITICO

OBJETIVO: Pesquisa, monitoramento e controle ambiental da possivel
colonizagao, multiplicagdo e disseminagéo de fungos em ar ambiental interior.

DEFINICOES:

Bioaerosol: Suspensado de microorganismos (organismos viaveis) dispersos no
ar.

Marcador epidemioldgico : Elemento aplicavel a pesquisa, que determina a
qualidade do ar ambiental.

APLICABILIDADE: Ambientes de interior climatizados, de uso coletivo,
destinados a ocupagdes comuns (nao especiais).

MARCADOR EPIDEMIOLOGICO: Fungos viaveis.

METODO DE AMOSTRAGEM: Amostrador de ar por impactagdo com
acelerador linear.

PERIODICIDADE: Semestral.
FICHA TECNICA DO AMOSTRADOR:

Amostrador: Impactador de 1, 2 ou 6 estagios.
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Meio de Cultivo: Agar Extrato de Malte, Agar Sabouraud Dextrose a 4%, Agar
Batata Dextrose ou outro, desde que cientificamente validado.

Taxa de Vazao: fixa entre 25 a 35 I/min, sendo recomendada 28,3 I/min.

Tempo de Amostragem: de 5 a 15 minutos, dependendo das especificagdes
do amostrador.

Volume Minimo: 140 |

Volume Maximo: 500 |

Embalagem: Rotina de embalagem para protecdo da amostra com nivel de
biosseguranca 2 (recipiente lacrado, devidamente identificado com simbolo de
risco bioldgico)

Transporte: Rotina de embalagem para protegdo da amostra com nivel de
biosseguranca 2 (recipiente lacrado, devidamente identificado com simbolo de

risco bioldgico)

Nota: Em areas altamente contaminadas, pode ser recomendavel uma
amostragem com tempo e volume menores.

Calibracao: Semestral Exatiddo: 0,02 I/min.

Precisdo: 99,92 %

ESTRATEGIA DE AMOSTRAGEM:

selecionar 01 amostra de ar exterior localizada fora da estrutura predial na
altura de 1,50 m do nivel da rua.

Definir o numero de amostras de ar interior, tomando por base a area
construida climatizada dentro de uma mesma edificagdo e razao social,
seguindo a tabela abaixo:

Area construida (m 2) ,
NUmero minimo de amostras

Até 1.000 1

1.000 a 2.000 3

2.000 a 3.000 5

3.000 a 5.000 8

5.000 a 10.000 12

10.000 a 15.000 15

15.000 a 20.000 18

20.000 a 30.000 21

Acima de 30.000 25

As unidades funcionais dos estabelecimentos com caracteristicas
epidemiologicas diferenciadas, tais como servico médico, restaurantes, creches
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e outros, deverao ser amostrados isoladamente. Os pontos amostrais deverao
ser distribuidos uniformemente e coletados com o amostrador localizado na
altura de 1,5 m do piso, no centro do ambiente ou em zona ocupada.
PROCEDIMENTO LABORATORIAL: Meétodo de cultivo e quantificagcao
segundo normatizagdes universalizadas. Tempo minimo de incubagao de 7
dias a 25°C., permitindo o total crescimento dos fungos.

BIBLIOGRAFIA: "Standard Methods for Examination of Water and
Wastewater".17 th ed. APHA, AWWA, WPC.F; "The United States
Pharmacopeia". USP, XXII ed., NF XVIII, 1985.

NIOSH- National Institute for Occupational Safety and Health, NIOSH Manual of
Analytical Methods (NMAM),

BIOAEROSOL SAMPLING (Indoor Air) 0800, Fourth Edition.

IRSST - Institute de Recherche en Santé et en Securité du Travail du Quebec,
Canada, 1994.

Members of the Technicael Advisory Committee on Indoor Air Quality,
Commission of Public Health Ministry of the

Environment — Guidelines for Good Indoor Air Quality in Office Premises,
Singapore.

NORMA TECNICA 002

Qualidade do Ar Ambiental Interior. Método de Amostragem e Analise da
Concentragao de Didxido de Carbono em Ambientes Interiores.

METODO ANALITICO

OBJETIVO: Pesquisa, monitoramento e controle do processo de renovagao de
ar em ambientes climatizados.

APLICABILIDADE: Ambientes interiores climatizados, de uso coletivo.
MARCADOR EPIDEMIOLOGICO: Diéxido de carbono ( CO2).
METODO DE AMOSTRAGEM: Equipamento de leitura direta.
PERIODICIDADE: Semestral.

FICHA TECNICA DOS AMOSTRADORES:

Amostrador: Leitura Direta por meio de sensor infravermelho ndo dispersivo
ou ceélula eletroquimica.

Calibracao: Anual ou de acordo com |Faixa: de 0 a 5.000 ppm.
especificagcado do fabricante.

Exatiddo: 50 ppm + 2% do valor
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| medido

ESTRATEGIA DE AMOSTRAGEM:

Definir o numero de amostras de ar interior, tomando por base a area
construida climatizada dentro de uma mesma edificacdo e razdo social,
seguindo a tabela abaixo:

Area construida (m 2) ) -
Namero minimo de amostras

Até 1.000 1

1.000 a 2.000 3

2.000 a 3.000 5

3.000 a 5.000 8

5.000 a 10.000 12

10.000 a 15.000 15

15.000 a 20.000 18

20.000 a 30.000 21

Acima de 30.000 25

Das unidades funcionais dos estabelecimentos com caracteristicas
epidemioldgicas diferenciadas, tais como servigo médico, restaurantes, creches
e outros, deverao ser amostrados isoladamente.

Dos pontos amostrais deverao ser distribuidos uniformemente e coletados com
o amostrador localizado na altura de 1,5 m do piso, no centro do ambiente ou
em zona ocupada.

PROCEDIMENTO DE AMOSTRAGEM: As medidas deverao ser realizadas em
horarios de pico de utilizacdo do ambiente.

NORMA TECNICA 003

Qualidade do Ar Ambiental Interior. Método de Amostragem. Determinacéo da
Temperatura, Umidade e Velocidade do Ar em Ambientes Interiores.

METODO ANALITICO

OBJETIVO: Pesquisa, monitoramento e controle do processo de climatizacao
de ar em ambientes climatizados.

APLICABILIDADE: Ambientes interiores climatizados, de uso coletivo.
MARCADORES: Temperatura do ar ( °C )
Umidade do ar ( % )

Velocidade do ar (m/s) .
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METODO DE AMOSTRAGEM: Equipamentos de leitura direta. Termo-
higrdbmetro e Anemoémetro.

PERIODICIDADE: Semestral.

FICHA TECNICA DOS AMOSTRADORES:

Amostrador: Leitura Direta — Termo-higrometro.
Principio de operagao: Sensor de temperatura do tipo termo-resisténcia.
Sensor de umidade do tipo capacitivo ou por condutividade elétrica.

Calibracao: Anual Faixa: 0° C a 70° C de temperatura e 5% a 95 % de
umidade

Exatiddao: + 0,8 ° C de temperatura + 5% do valor
medido de umidade

Amostrador: Leitura Direta — Anemoémetro.

Principio de operagao: Preferencialmente de sensor de velocidade do ar do tipo
fio aquecido ou fio térmico.
Calibragcao: Anual Faixa: de 0 a 10 m/s

Exatidao: £ 0,1 m/s + 4% do valor medido

ESTRATEGIA DE AMOSTRAGEM:

Definir o numero de amostras de ar interior, tomando por base a area
construida climatizada dentro de uma mesma edificacdo e razido social,
seguindo a tabela abaixo:

Area construida (m 2) ) -
Namero minimo de amostras

Até 1.000 1

1.000 a 2.000 3

2.000 a 3.000 5

3.000 a 5.000 8

5.000 a 10.000 12

10.000 a 15.000 15

15.000 a 20.000 18

20.000 a 30.000 21

Acima de 30.000 25
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Das unidades funcionais dos estabelecimentos com caracteristicas
epidemiologicas diferenciadas, tais como servico médico, restaurantes, creches
e outros, deverao ser amostrados isoladamente.

Dos pontos amostrais deverao ser distribuidos uniformemente e coletados com
o amostrador localizado na altura de 1,5 m do piso, no centro do ambiente ou
em zona ocupada, para o Termo-higrdmetro e no espectro de agao do difusor
para o Anembmetro.

Norma Técnica 004

Qualidade do Ar Ambiental Interior. Método de Amostragem e Analise de
Concentragao de Aerodispersoides em Ambientes Interiores.

METODO ANALITICO

OBJETIVO: Pesquisa, monitoramento e controle de aerodispersoides totais em
ambientes interiores climatizados.

APLICABILIDADE: Ambientes de interior climatizados, de uso coletivo,
destinados a ocupagdes comuns (nao especiais).

MARCADOR EPIDEMIOLOGICO: Poeira Total (mg/m3 ).

METODO DE AMOSTRAGEM: Coleta de aerodisperséides por filtracdo (MB -
3422 da ABNT).

PERIODICIDADE: Semestral.

FICHA TECNICA DO AMOSTRADOR:

Amostrador: Unidade de captacao constituida por filtros de PVC, diametro de
37 mm e porosidade de 5 mm de didmetro de poro especifico para poeira total
a ser coletada; Suporte de filtro em disco de celulose; Portafiltro em plastico
transparente com didmetro de 37 mm. Aparelhagem: Bomba de amostragem,
que mantenha ao longo do periodo de coleta, a vazao inicial de calibragdo com
variagao de 5%.

Taxa de Vazao: 1,0 a 3,0 I/min, recomendado 2,0 I/min.
Volume Minimo: 50 | / Volume Maximo: 400 |

Tempo de Amostragem: relagdo entre o volume captado e a taxa de vazao
utilizada

Embalagem: Rotina

Calibragao: Em cada procedimento delExatidao: + 5% do valor medido
coleta se operado com bombas
diafragmaticas

ESTRATEGIA DE AMOSTRAGEM:
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Definir o numero de amostras de ar interior, tomando por base a area
construida climatizada dentro de uma mesma edificacdo e razdo social,
seguindo a tabela abaixo:

Area construida (m 2) ) o
NUmero minimo de amostras

Até 1.000 1

1.000 a 2.000 3

2.000 a 3.000 5

3.000 a 5.000 8

5.000 a 10.000 12

10.000 a 15.000 15

15.000 a 20.000 18

20.000 a 30.000 21

Acima de 30.000 25

Das unidades funcionais dos estabelecimentos com caracteristicas
epidemioldgicas diferenciadas, tais como servigo médico, restaurantes, creches
e outros, deverdo ser amostrados isoladamente.

Dos pontos amostrais deverao ser distribuidos uniformemente e coletados com
o amostrador localizado na altura de 1,5 m do piso, no centro do ambiente ou
em zona ocupada.

PROCEDIMENTO DE COLETA: MB-3422 da ABNT.

PROCEDIMENTO DE CALIBRACAO DAS BOMBAS: NBR- 10.562 da ABNT
PROCEDIMENTO LABORATORIAL: NHO 17 da FUNDACENTRO

VIl — INSPECAO

Recomenda que os érgaos competentes de Vigilancia Sanitaria com o apoio de
outros orgaos governamentais, organismos representativos da comunidade e
dos ocupantes dos ambientes climatizados, utilizem esta Orientacdo Técnica
como instrumento técnico referencial, na realizagao de inspecdes e de outras
acdes pertinentes nos ambientes climatizados de uso publico e coletivo.

VIl - RESPONSABILIDADE TECNICA

Recomenda que os proprietarios, locatarios e prepostos de estabelecimentos
com ambientes ou conjunto de ambientes dotados de sistemas de climatizagéo
com capacidade igual ou superior a 5 TR (15.000 kcal’/h = 60.000 BTU/h),
devam manter um responsavel técnico atendendo ao determinado na Portaria
GM/MS n° 3.523/98, além de desenvolver as seguintes atribuigdes:

a) providenciar a avaliagao biolégica, quimica e fisica das condi¢ées do ar
interior dos ambientes climatizados;
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b) promover a correcdo das condigbes encontradas, quando necessaria, para
que estas atendam ao estabelecido no Art. 4° desta Resolucéo;

¢) manter disponivel o registro das avaliagdes e corregdes realizadas;

d) divulgar aos ocupantes dos ambientes climatizados os procedimentos e
resultados das atividades de avaliacido, corregcao e manutencao realizadas.

Em relacdo aos procedimentos de amostragem, medicbes e analises
laboratoriais, considera-se como responsavel técnico, o profissional que tem
competéncia legal para exercer as atividades descritas, sendo profissional de
nivel superior com habilitagdo na area de quimica (Engenheiro quimico,
Quimico e Farmacéutico) e na area de biologia (Bidlogo, Farmacéutico e
Biomédico) em conformidade com a regulamentagéo profissional vigente no
pais e comprovacdo de Responsabilidade Técnica - RT, expedida pelo Orgao
de Classe.

As anadlises laboratoriais e sua responsabilidade técnica devem
obrigatoriamente estar desvinculadas das atividades de limpeza, manutengéo e
comercializagado de produtos destinados ao sistema de climatizagao.
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11 APENDICES
11.1 Artigo a ser submetido a Revista de Saude Publica

MICROBIOTA FUNGICA DO AR E DOS FILTROS DE CONDICIONADORES
DE AR EM AMBIENTE CLIMATIZADO DE UM HOSPITAL PUBLICO DE
MACEIO-AL

MICROBIOTA FUNGICA DO AR E DOS FILTROS DE CONDICIONADORES DE AR EM AMBIENTE CLIMATIZADO
DE UM HOSPITAL PUBLICO DE MACEIO-AL

RESUMO

Os fungos sao seres oportunistas, com ampla distribuicdo pela natureza,
incluindo o ambiente hospitalar, onde ¢é frequente a presenca de
microrganismos causadores de infecgdao hospitalar, principalmente em
pacientes imunocomprometidos. Visando identificar e quantificar a microbiota
fungica do ar, dos filtros dos condicionadores de ar e de amostras dos recém-
nascidos da UTI neonatal do Hospital Universitario/HUPAA, Maceid, Alagoas.
Foram realizadas 20 coletas totalizando 400 exposi¢cbes de placas de Petri
descartaveis contendo o meio agar Sabouraud acrescido de antibidtico. As
placas foram posicionadas aleatoriamente e abertas no interior das duas UTlIs
neonatais (A e B) durante 20 minutos. Também, foram realizadas 20 coletas
dos filtros dos condicionadores de ar das UTls neonatais e realizado o exame
direto e cultura das amostras clinicas provenientes dos recém-nascidos. Foram
isoladas 1209 UFC, destas 675 (55,8%) UFC foram isoladas antes de ser
realizada a limpeza da UTI neonatal e 534 (44,2%) UFC obtidas depois da
limpeza. Das 697 UFC do ambiente A da UTI neonatal, 372 foram isoladas
antes e 325 depois da limpeza. Do ambiente B, foram obtidas 512 UFC e
dessas 303 UFC foram obtidas antes da limpeza e 209 UFC depois. Durante o
estudo espécies de Cladosporium foi o mais representativo no ar do ambiente,
assim como nos filtros dos condicionadores de ar. A presenga de fungos
patogénicos nos dois ambientes da UTI| neonatal demonstrando a necessidade
de um monitoramento constante para se ter o controle desses microrganismos
em ambientes hospitalares, principalmente em unidades de terapia intensiva
onde ha a presenca de pacientes imunocomprometidos propicios a
desenvolver infec¢des fungicas.

ABSTRACT

The fungi are being opportunistic, with wide distribution in nature, including the
hospital environment, where it is frequent the presence of microorganisms that
cause hospital infection, especially in immunocompromised patients. To identify
and quantify the fungal microbiota in air, the filters of air-conditioners and
samples of newborns from the neonatal ICU at University Hospital / HUPA,
Macei6, Alagoas. Were held 20 exhibitions of collections totaling 400
disposable Petri dishes containing Sabouraud agar medium plus antibiotic. The
plates were placed randomly inside and open the two neonatal ICUs (A and B)
for 20 minutes. Also, there were 20 samples of the filters of air-conditioners of
neonatal ICUs and conducted the direct examination and culture of clinical
samples from newborns. CFU were isolated in 1209, these 675 (55.8%) were
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isolated CFU before cleaning to be done in the neonatal ICU and 534 (44.2%)
CFU obtained after cleaning. Of 697 CFU of the environment of the NICU, 372
were isolated before and 325 after cleaning. Environment B, were obtained of
512 CFU and 303 CFU were obtained before cleaning and 209 after UFC.
During the study species of Cladosporium was the most representative in the air
and in the filters of air-conditioners. The presence of pathogenic fungi in the two
environments of NICU demonstrating the need for constant monitoring to take
control of microorganisms in hospital environments, especially in intensive care
units where there is the presence of immunocompromised patients prone to
develop fungal infections.

INTRODUCAO

Os fungos dispersos através do ar atmosférico sdo denominados de fungos
anemdfilos e por serem oportunistas provocam patologias no ser humano
(JAWETS, 1998). Esses fungos sdo comumente encontrados como
componentes da microbiota transitéria do homem e de animais domésticos
(TRABULSI et al, 2000).

Fungos oportunistas como os dos géneros Penicillium, Aspergillus,
Cladosporium, Candida e Fusarium sao responsaveis por doencas desde
otites, micotoxicoses, infeccdes urinarias, onicomicoses, infecgdes oculares até
fungemias. Fato este bastante preocupante a clinica médica, pois tais
microrganismos estdo dispersos abundantemente no meio ambiente (SIDRIN e
ROCHA, 2004; GRUMACH, 2001).

No ambiente hospitalar é frequente a presenga de microrganismos no ar, no
piso, paredes, equipamentos cirurgicos, moveis hospitalares, e funcionarios. E
estes, podem infectar preferencialmente os pacientes imunocomprometidos
que fazem uso de catéteres, didlise, recém-nascidos, idosos, causando
infecgdes intra-hospitalares severas (RICHARDSON e WARNOCK, 1993).

No Brasil, de acordo com a Portaria n°® 2.616/98, do Ministério da Saude, as
infecgcdes nos neonatos sdo sempre consideradas hospitalares, com excecao
das transmitidas via placentaria e aquelas associadas a rotura prematura de
membrana por periodo superior a 24h (CALIL,2001).

As infec¢des hospitalares constituem um importante fator para o aumento
da mortalidade neonatal. Dados da literatura evidenciam que a mortalidade
nesta faixa etaria situa-se entre 15,5 e 64,4%, quando relacionado relacionada
a IH. (MEDINA et al., 2000; NAGATA et al., 2002; GARBERS et al, 2004;
MALVEIRA et al., 2004; DUARTE E MENDONCA, 2005).

Investigagbes da ocorréncia de fungos ambientais, em especial os que
compdem a microbiota anemdfila hospitalares, habitualmente oportunistas séo
importantes para prevencdo de doengas alérgicas, bem como de infecgbes
hospitalares provocadas por estes potenciais patdégenos ao homem
(GRUMACH, 2001).

Os primeiros relatos sobre a importancia do meio ambiente hospitalar como
fonte de transmissao de agentes infecciosos foram associados a contaminagao
do ar com esporos de Aspergillus sp. (PANNUTI, 1997). A exposi¢cdo ao ar
contaminado por fungos e seus metabdlicos em ambientes internos
climatizados tém preocupado autoridades em todo mundo (SIQUEIRA et al,
2003).

Por isso, atualmente a legislagao brasileira através da Resolugdo - RE n° 9,
de 16 de janeiro de 2003 sobre o Padrdo Referencial de Qualidade de ar
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Interior, em ambientes climatizados de uso publico e coletivo, elaborado pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), refere-se a avaliacdo da
qualidade do ar, estabelecendo Ilimites aceitaveis de contaminagao
microbiolégicas para fungos (BRASIL, 2003).

Devido ao potencial patogénico apresentado por muitos fungos tidos como
oportunistas, principalmente em ambientes hospitalar e ao aumento
progressivo das infecgdes fungicas em pacientes imunocomprometidos, foi
realizado este estudo com o objetivo de conhecer a microbiota fungica
existente no ar e nos filtros dos condicionadores de ar antes e depois de
realizar a limpeza da Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN) do Hospital
Universitario Prof°. Dr. Alberto Antunes-HUPAA.

MATERIAL E METODOS

Local de coleta - foram coletadas amostras do ar dos dois ambientes (A e
B) da UTI neonatal do Hospital Universitario Prof. Dr. Alberto Antunes,
localizado no municipio de Maceid, Alagoas, durante o periodo de Abril de
2007 a Marcgo de 2008.

Técnica de coleta - a coleta dos fungos do ar foi realizada através da
técnica de exposicao de placas de Petri — Técnica de sedimentagcdo passiva
(KERN e BLEVINS, 1999; LACAZ et al.,, 2002) contendo o meio Agar
Sabouraud acrescido de 50 ug /L cloranfenicol para deposigao de esporos ou
outras estruturas fungicas presentes no ar atmosférico. As placas de Petri
descartaveis foram abertas nos dois ambientes determinados durante 20
minutos a uma altura de um metro do chao, distante das paredes (OLIVEIRA et
al,1993). As placas foram expostas antes e depois da limpeza do ambiente,
perfazendo-se um total de 20 placas por coleta nos dois ambientes.

O processo de analise da contaminacio dos filtros dos condicionadores de
ar foi realizado através de coleta com um Swab esterilizado embebido em agua
esterilizada adicionada de 50 ug /L cloranfenicol. Posteriormente, o Swab foi
semeado por espalhamento radial em uma placa de Petri descartavel contendo
0 meio Sabouraud.

Identificacdo dos fungos - a identificacdo dos fungos anemdfilos foi
baseada nos aspectos macroscopicos das colbnias e microscopicos pelo
exame direto da cultura. Aqueles que nao puderam ser identificados pela
auséncia de estruturas reprodutivas, foram cultivados em meios especiais a fim
de estimular a esporulagao, utilizando-se a técnica de microcultivo em lamina
(RIDEL, 1950).

Avaliacdo estatistica - a analise estatistica foi realizada com o software
Biostat 5.0% utilizando-se os testes Anova-Manova pareada, teste-t e teste-z
aplicado para avaliar as variaveis encontradas antes e apds a realizacdo da
higienizacdo da UTI neonatal. As médias foram consideras estatisticamente
significativa quando p10,05.
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RESULTADOS

A analise quantitativa da contagem das col6nias permitiu observar a
presenca de 1209 unidades formadoras de colénias (UFC), destas, 675
(55,8%) UFC foram isoladas antes de ser realizada a limpeza da UTI neonatal
e 534 (44,2%) UFC obtidas depois da limpeza. O valor médio de colbnias
encontradas antes e apods a limpeza foi 8,23 + 11,19 e 7,39 + 10,34 UFC,
respectivamente. Comparando esses valores, ndo foi observada uma reducao
significativa da concentracao de fungos depois da limpeza.

Foram isoladas 697 UFC no ambiente A da UTI neonatal, com valor médio
de 9,07 £ 12,04 UFC antes e 7,93 + 12,95 UFC depois da limpeza. Do
ambiente B, foram obtidas 512 UFC com média de 7,39 £ 10,34 UFC antes da
limpeza e 5,10 + 7,96 depois (Figura 1).

Foi identificada a presenga de fungos patogénicos, toxicogénicos e
alergizante em ambos ambientes (A e B) da UTI neonatal. Durante a realizagéo
deste estudo foram identificados 23 géneros de fungos anemofilos e 41
espécies de Eumycetes, segundo o sistema de classificagdo de Alexopoulos e
Mims (1979), onde esta representada a classe dos Deuteromycetes, subclasse
Hyphomycetidae, incluindo duas familias (Moniliaceae e Dematiaceae) (Tabela

1).

Dos 23 géneros isolados, Cladosporium foi o mais representativo com 324
UFC representando 26,8% dos isolados, seguido pelos géneros Penicillium
com 300 UFC (24,8%), Aspergillus com 224 (18,4%) e entre outros géneros
com frequéncia inferior a 4,7% do total de col6nias isoladas (Figura 2).

A avaliacdo de fungos anemdfilos antes e apos a limpeza dos ambientes A
e B evidenciou a redugcdo de UFC do género Cladosporium. Entretanto, a
contagem de UFC dos géneros Penicillium e Aspergillus obtidas antes da
limpeza foram inferiores aquelas verificadas depois, observando-se um
aumento significativo (p< 0,05) desses géneros. Fato este justificado pela alta
esporulagado produzida por esses fungos e o ato inadequado de higienizagéo
suspender esses esporos no ambiente (Figura 2).
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Tabela 4: Fungos anemdfilos isolados dos dois ambientes (A e B), antes e apds a limpeza da
Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTl) do Hospital Universitario Prof°. Dr. Alberto
Antunes HUPAA/UFAL, Maceio, AL.

UTI NEONATAL UTI NEONATAL
AMBIENTE A AMBIENTE B
Espécies Antes Apos Antes Apos TOTAL
Limpeza Limpeza Limpeza Limpeza

UFC % UFC % UFC % UFC %
Cladosporium cladosporioides " 64 344 52 279 48 258 22 11,8 186

C. sphaerospermum ° 24 255 11 11,7 36 383 23 244 94
C. herbarum ” 18 56,2 5 15,6 9 28,1 - - 32
C. oxysporum P 2 16,7 6 50 4 33,3 12

Penicillium aurantiogriseum "* 38 288 56 424

17 12,9 21 15,9 132
P. expansum P 10 14,7 16 23,5 28 41,2 14 20,6 68
P. chysogenum * 7 19,5 12 33,3 7 19,4 10 27,8 36
P. verruculosum "° 5 178 9 321 5 178 9 321 28
P. purpurogenum " # 4 25 6 375 4 25 6 375 16
P. citrinum P 1 8,3 5 41,7 2 16,6 4 33,4 12
P. decubens P - - - - 5 625 3 375 8
Aspergillus oryzae 7 26 23,0 38 336 16 14,2 33 29,2 113
A. niger P 11 18,3 19 31,6 12 20,1 18 30,0 60
A. fumigatus 7 # 8 19,5 15 36,6 8 19,5 10 24.4 41
A. nidulans " 7 29,2 10 41,7 4 16,6 3 12,5 24
A. ustus P 5 26,3 7 36,8 5 26,4 2 10,5 19
Alternaria alternata © 8 80 2 20 - - 10
Acremonium kiliense ” 5 100,0 - - - - - - 5
Mycelia sterilia ¥ 23 40,3 15 26,3 14 24,5 5 8,9 57
Monilia sitophila "° 16 302 12 226 17 32,1 8 15,1 53
Aureobasidium pullulans 11 22,0 9 18,0 22 440 8 16,0 50
Bipolaris hawaiiensis P 2 66,7 1 33,3 - - - - 3
B. spicifera” 2  100,0 - - - - - - 2
Curvullaria clavata” 5 417 3 250 4 333 - 12
C. giniculata” - - - - 5 62,5 3 37,5 8
C. lunata® 4 66,7 2 33,3 - - - 6
Chaetomium globosum 7 4 571 - - 3 429 - - 7
Fusarium subglutinans P 2 66,7 1 33,3 - - - - 3
F. incarnatum " 3 75,0 - - 1 25,0 - - 4
Geotrichum candidum 7 19 575 9 272 4 12,2 1 3,1 33
Gliocladium roseum "? 6 667 2 223 1 1,0 - - 9
Hortaea werneckii 1  100,0 - - - - - 1
Nigrospora sphaerica ¥ - - - - 1 100,0 - - 1
Rhinocladiella aquaspersa * 3 37,5 1 12,5 4 50,0 - - 8
Stachybotrys chartarum ° 4 80,0 - - 1 20,0 - - 5
Syncephalastrum racemosum ¥ 3 37,5 1 12,5 4 50,0 - - 8
Syctalidium lignicola P 2 100,0 - - - - - - 2
Rhizopus ozygosporus ° 5 41,7 4 33,4 2 16,6 1 8,3 12
Rhodotorula minuta P 3 75,0 - - 1 25,0 - - 4
R. mucilaginosa " 4 66,7 - - 2 333 - - 6
Verticillium chlamydosporium ¥ 7 467 2 132 5 334 1 6,7 15

TOTAL 372 308 325 269 303 250 209 17,3 1209
P: Patogénico; T: Toxicogénico; A: Alergizante; NP: Nao Patogénica




123
Distribuicao
S00—

B 2ntes da
lirmpeza

400

300+

200+

Depois da

limpeza 1004

Unidacles Formadoras de
Coldnias

Ambiente A Ambiente B

Figura 1: Distribuicdo de unidades formadoras (média + desvio padrao) de
colénias isoladas dos dois ambientes da UTI neonatal antes e apos a limpeza.
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Figura 2: Distribuicio de UFC (média = desvio-padrdao) dos géneros
Cladosporium, Penicillium e Aspergillus antes e apds a limpeza dos dois
ambientes (A e B) da UTI neonatal.

A principal espécie isolada do ar da UTI neonatal foi Cadosporium
cladosporioides (Fres.) de Vries que esteve presente em 15,4% das amostras,
correspondendo a 186 UFC, seguida por Penicillium aurantiogriseum Dierckx
com 132 UFC (10,9%) e Aspergilllus oryzae (Ahlburg) Cohn com 113 UFC
(9,3%) (Tabela 1). Essa mesma espécie foi isolada em 80% dos filtros dos
condicionadores de ar, seguida por Cladosporium herbarum (Pers.) Link: Fr
com 30%. Destacam-se ainda Penicillium decubens Thom e Aspergillus oryzae
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ambos com aproximadamente 20% (Figura 3), fungos estes também
encontrados no ar.

Cladosporium cladosporioides

C. herbarum

C. sphaerospermum
Penicillium aurantiogriseum
P. expansum

P. citrinum

Espécies

Aspergillus oryzae
A. fumigatus

A.niger

A. purpurogenum

0 20 40 60 80 o

Figura 3: Principais espécies de fungos isolados dos filtros dos
condicionadores de ar dos dois ambientes da UTIl neonatal do Hospital
Universitario de Macei6, AL.

DISCUSSAO

Foi encontrada diferenga significativa (< 0,05) entre os ambientes
estudados, sendo o ambiente A com média de UFC superior ao ambiente B.
Devido neste local a qualidade do ar ser inferior as condicbes encontradas no
ar condicionado do ambiente B.

O numero de UFC aumentou apds a higienizagdo para os fungos dos
géneros Penicillium e Aspergillus. Sendo a realizagdo da limpeza da UTI
neonatal de maneira inadequada para redugdo da contagem de unidades
formadoras de colbnias.

Segundo Lacaz et al.(2002), os esporos de Penicillium e Aspergillus podem
ser encontrados em todos os ambientes espalhados pelo ar, portanto
apresentam uma grande distribuicdo. Kern e Blevins (1999) relatam que o
perigo da inalagao de conidios desses fungos reside na capacidade de produzir
em individuos debilitados, patologias conhecidas como peniciliose e
aspergilose, as quais sao caracterizadas por doengas pulmonares, que podem
se espalhar pelos vasos vizinhos, disseminando-se pelo liquido
cefalorraquidiano (LCR), rins e endocardio, sendo geralmente fatal.

O maior numeros de UFC observadas apds a limpeza pode estar
associada ao fluxo de pessoas, falta de procedimentos eficientes, a provavel
baixa no efeito dos detergentes e outras substancias em eliminar esses
microrganismos. Nesse contexto, Bloomfield e Scott (1997) citam varios
estudos que evidenciam a ineficiéncia do procedimento de limpeza com apenas
agua e sabdo sendo necessario o uso de produtos quimicos com agéo
germicida.

O género Cladosporium foi mais frequente com 26,8%. Resultado
semelhante aos encontrados por Bernardi e Nascimento (2005) que ao avaliar
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fungos anemdfilos na praia de laranjal no Rio Grande do Sul encontrou 18,22%
dos fungos pertencentes ao género Cladosporium spp.

Outros resultados semelhantes a este, foram os obtidos por Silva et al.
(1983), que ao identifica a flora fungica do ar e do piso de um hospital de Belo
Horizonte, MG, encontrou Cladosporium, Aspergillus, Fusarium, Penicillium,
Aureobasidium, Curvularia e Nigrospora, também observados neste trabalho.

No presente estudo, 41 espécies distribuidas em 23 géneros foram isoladas
dos dois ambientes da UTI neonatal, predominando Cladosporium, Penicillium
e Aspergilllus. A maioria dos fungos isolados é capaz de desenvolver infecgdes
fungicas em pacientes imunocomprometidos, por isso sdo altamente
indesejados em ambientes hospitalares, principalmente unidades de terapia
intensiva.

Estudos realizados por Lugauskas e Kriskstaporis (2004) em hospitais e
instituicbes meédicas da Litudnia revelaram a espécie Cladosporium
cladosporioides como o isolado mais frequiente, resultado este semelhante aos
encontrados neste estudo.

No Brasil, ha poucos dados referentes a microbiota fungica em ambiente
hospitalares, principalmente aqueles relacionados a identificagdo ao nivel de
especies.

O isolamento da espécie Stachybotrys chartarum (Ehrenb ex-Link) Hughes
(atualmente S. ata) no ambiente estudado é preocupante, pois esse fungo
passou a ganhar relevancia quando um relatério da CDC divulgou um surto de
pneumonia hemorragica idiopatica (conhecido como hemosiderose pulmonar)
em oito criangas da cidade de Cleveland, EUA (VESPER E VESPER, 2002).

A mesma espécie fungica (Cladosporium cladosporioides) encontrada nos
ambientes da UTI neonatal, também foi encontrada em 80% dos isolados
provenientes dos filtros dos condicionadores de ar. Morbim e Salmito (2006)
avaliando a microbiota fungica dos condicionadores de ar nas unidades de
terapia intensiva de Teresina, Pl observou a presenga de Aspergillus niger em
60% dos filtros dos condicionadores de ar das UTIs, fungo este também
identificado neste estudo porém com menor frequéncia.

O ar condicionado projeta microrganismos que ficam retidos nos filtros e
agua estagnada e, aliado ao fenébmeno acumulativo de 90% do ar reciclado,
promove um aumento do numero de microrganismos na ordem de 1.000 a
100.000 vezes comparado ao ambiente externo (LACERDA, 2000).

O monitoramento da contaminagdo ambiental fungica deve ser
recomendado para detectar aumentos da densidade de conidios, avaliar a
eficiéncia da filtracao do ar e a desinfeccao de instrumentos, equipamentos e
mobiliarios pertencentes a locais como, hospitais, clinicas, consultorios e outros
(NESSA et al., 2001).

O isolamento da microbiota fungica do ar € importante para identificar a
presenca de possiveis fungos patogénicos. Além disso, a contagem de esporos
fungicos no ar € um indicador usado para medir o grau de polui¢édo do ar.
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CONCLUSAO

O crescimento de coldnias fungicas e a presenca de fungos patogénicos
foram evidenciados tanto antes como depois da limpeza da UTI neonatal,
demonstrando a necessidade de um monitoramento constante para se ter o
controle desses microrganismos em ambientes hospitalares, principalmente em
unidades de terapia intensiva onde ha a presenga de pacientes
imunocomprometidos propicios a desenvolver infecgdes fungicas.
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11.2 Aspectos Macroscopicos e Microscopicos dos Géneros Identificados

Cladosporium sp. Penicillium sp.
Aspergillus sp. Alternaria sp.
Acremonium sp. Monilia sp.

Chaetomium sp. Geotrichum sp.
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Hotaea werneckKii Nigrosora sp.
Rhinocladiella sp. Stachybotrys sp.
Bipolares sp. Fusarium sp.

Gliocladium sp.

Syctalidium sp.



