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Ezf:rria?g':;‘s’iﬁe Biologia, Xanxere, Santa Introduction: Although respiratory diseases have different etiologies, many of them

Lo o are related to ambient air pollution. Breathing polluted air, fine particles can be

DU"‘Vers‘dade Federal do Piaui, inhaled, which contain pathogens that penetrate the lungs and the cardiovascular
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Microbiologia, Teresina, Piaui, Brasil. system causing infections. The objective of this study was to quantify and identify
fungal bioaerosols in three different environments of a private university in Santa
Catarina state. Outline: The samples were collected at October 7, 2016, in the
canteen, library and classroom, with two periods of exposure: 30 minutes and two
hours, in three periods of the day (morning, afternoon and evening). Colony forming
units counting was performed, as well as observation of micro and macromorphological
characteristics for identification of genera of fungi. Results: It was found that
microbiological contamination is directly related to the flow of air and people
circulating in closed environments. The genera of fungi most prevalent were
Gliocladium, Fusarium, Penicillium and Cladosporium. Implications: The fungi
identified in the study can cause problems for human health, requiring special
attention to the microbiological control of the air, especially in indoor environments
where the flow of people is high and there is not adequate air exchange.
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Estudo da microbiota fungica do ar em trés ambientes de uma Universidade em Santa Catarina

INTRODUGCAO

Doencas respiratorias sido um grave problema
de saude publica tanto no Brasil quanto no mundo.
Elas possuem diversas etiologias, estando entre as 10
principais causas de morte no mundo. Muitas dessas
doencas sao relacionadas a poluicdo do ar ambiente,
que mata cerca de 7 milhoes de pessoas a cada ano,
principalmente em paises subdesenvolvidos.'?

Ao respirar ar poluido pode ocorrer a inalacao
de particulas finas contendo patégenos que penetram
os pulmoes e o sistema cardiovascular causando
infeccdes, como a pneumonia, responsavel por cerca
de 1,5 milhdo de mortes anualmente.?? Dentre estes
patogenos estdo os fungos, organismos eucariontes,
que obtém energia por meio da absorcdao de
nutrientes. Os fungos possuem uma variedade de
tipos morfoldgicos, sdo estruturalmente unicelulares
ou multicelulares, sendo as células tubulares
denominadas de hifas e o conjunto de micélio.* A
capacidade de infeccao destes micro-organismos esta
relacionada a diversos fatores. Dentre eles,
destaca-se a predisposicdo genética dos hospedeiros,
imunossupressdao, e resisténcia a medicamentos
rotineiramente utilizados nos tratamentos, tendo
como exemplo a Candida albicans resistente ao
fluconazol.>*

Outro problema relacionado a infeccdo por
fungos é escassa renovacao de ar de ambientes
internos, decorrente da utilizacao de climatizadores.
Estes aparelhos favorecerem a dispersao de
patdégenos, mesmo apos a esterilizacdo, desinfeccao e
lavagem do ambiente.”?®

Diante do exposto, o objetivo deste estudo é
verificar a presenca de fungos no ambiente interno e
externo de uma universidade privada do Estado de
Santa Catarina. Além disso, serdao avaliadas a
diversidade e quantidade destes micro-organismos em
diferentes momentos do dia, fornecendo dados para a
criacdo de estratégias de prevencao contra infeccoes

na comunidade.

METODO

LOCAIS DE COLETA DAS AMOSTRAS

Foi verificado o ar interno e externo de trés
ambientes de uma universidade privada no estado de
Santa Catarina. Os ambientes foram analisados nos
trés periodos do dia, sendo eles matutino, vespertino
e noturno. Dos locais, foi considerado como ambiente
externo a cantina, por ser um local aberto. Como
ambiente interno foi considerada a biblioteca e uma
sala de aula com capacidade de aproximadamente 25
alunos no periodo matutino e noturno, porém vazia
no periodo vespertino devido a universidade nao
possuir aulas neste horario. As coletas foram
realizadas nestes locais atendendo horarios de fluxo
intenso de pessoas.

As amostras foram coletadas no dia 07 de
outubro de 2016, na estacdo da primavera. A
meteorologia informava minima de 12°C e maxima de
26°C. O ar interno e externo dos ambientes foi
avaliado através da técnica de sedimentacdo passiva
em placas.” O estudo foi conduzido em dois tempos

de exposicao: 30 minutos e 2 horas.

METODOS DE COLETA

o meio de cultura  utilizado  foi
batata-dextrose-agar - BDA (infusdo de batata 200g,
dextrose 20g, agar 15g e agua g.s.p. 1000mL)
especifico para o isolamento de fungos,' seguindo o
método de preparo disponibilizado pelo fabricante e
acrescentado o antimicrobiano estreptomicina para
inibir proliferacao bacteriana. Foram observados
todos os procedimentos para esterilizacao do meio de
cultura com a utilizacdo da autoclave a pressao de 15
psi e 120°C por 15 minutos. Para verter o meio de
cultura nas placas de Petri, foi utilizada a capela de
fluxo laminar horizontal devidamente limpa e
esterilizada com alcool 70% e luz UV 8W por 30

minutos.
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Exposicao por 30 minutos: Utilizaram-se
triplicatas de placas de Petri de 90X15mm de
diametro contendo o meio de cultura, e foram
acondicionadas a aproximadamente um metro de
qualquer possivel obstaculo ou barreira e elevado a
aproximadamente um metro do solo, em cada local
analisado, em cada periodo do dia e pelo tempo
exato de 30 minutos. Apos a exposicao pelo tempo
determinado, as placas foram incubadas a 25°C + 2°C
e fotoperiodo de 12 horas de luz durante sete dias.

Exposicao por duas horas: Nesta modalidade
também foram utilizadas triplicatas de placas de
Petri, das quais continham o mesmo meio de cultura,
foram dispostas a um metro de qualquer obstaculo ou
barreira e elevadas a um metro do solo, em cada
periodo do dia e pelo tempo exato de duas horas.
Apds a exposicao e em condicdes assépticas, as placas
foram incubadas a 25°C + 2°C e fotoperiodo de 12

horas de luz durante sete dias.

CONTAGEM DE UNIDADE FORMADORA DE COLONIAS (UFC)
E IDENTIFICAGAO DE GENEROS FUNGICOS
Apds a incubacao das placas de Petri por sete

dias, foi realizada a contagem das unidades
formadoras de colonias (UFC) de cada placa,
proveniente de cada ambiente, tempo de exposicao e
turno do dia.

Apés a contagem geral, procedeu-se uma
cuidadosa triagem, através de caracteristicas macro e
micromorfoldgicas, de todos os variados tipos de
colonias e caracteristicas microscopicas de esporos.
As estruturas foram analisadas com auxilio de
microscopio estereoscopico (aumento de 10 e 40X) e
optico (aumento de 100 e 400X). Para a identificacao
dos géneros fungicos foram consultadas as seguintes
bibliografias: /llustrated Genera of Imperfect Fungi,"

Atlas of Clinical Fungi'? e Micologia Médica."

METODO DE CALCULO DAS UFC
Foram contadas individualmente com o auxilio
de uma caneta e os resultados transformados para

numero de UFC/unidade de area, sendo o nUmero em

cada metro clUbico obtido de acordo com a seguinte

equacao, descrita por Friberg e colaboradores.™

UFC _ n°deUFCporplaca 1

m area da placa 23

Para isso, & necessario conhecer a area da
placa de Petri exposta ao ar e a razao entre o niUmero
de células na superficie e niUmero de células no ar
(SAR). A SAR para ambientes com sedimentacao
espontanea, sem aparelhos que forcem o ar, é 23:1.%
As placas de Petri utilizadas no experimento tém
diametro de 8 cm, com area aproximadamente 50

cm? ou seja, 0.0050 m2.

ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado com trés tratamentos e trés
repeticoes, em que cada repeticdo é composta por
uma placa de Petri. Inicialmente, foi verificado se os
dados apresentavam distribuicao normal pelo teste de
Shapiro-Wilk, utilizando o software BioEstat 5.0. A
comparacao das médias foi feita pelo teste de Tukey
com p<0,05 utilizando o software SISVAR 5.3.°

RESULTADOS

QUANTIFICAGAO DAS UFC

Quantificou-se 552 UFC na sala de aula, 1062
na biblioteca e 1250 na cantina. A exposicao das
placas por duas horas, independente do turno e local,
apresentou o maior numero de UFC. Nenhum
ambiente, sendo ele externo ou interno, teve
temperatura ou umidade controlada, sendo
considerada a temperatura ja citada neste trabalho.
A quantidade e diversidade de micro-organismos foi
obtida proveniente do fluxo interno e externo de
pessoas nos diferentes turnos das coletas, e nos
diferentes tempos de exposicao.

Os dados estao resumidos na Figura 1, que
expressa o niUmero de UFC da contaminacao do ar da

sala de aula, cantina e biblioteca, nos turnos
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matutino, vespertino e noturno, apds 30 minutos e 2
horas de exposicao.

A cantina demonstrou ser o local com maior
nimero de UFC, e consequentemente onde todos os
géneros flngicos estiveram presentes.

No turno vespertino, verificou-se diferenca
estatistica entre os dados dos locais avaliados. No

turno matutino a estatistica nao expressou diferenca

significativa na média de UFC calculadas, levando em
consideracao que o fluxo de alunos e colaboradores é
relativamente baixo. Registra-se uma pequena
diferenca neste numero, confirmando a diferenca do
fluxo de pessoas em cada local, ou seja, menor na
sala de aula e maior na cantina. Ja no periodo
noturno, nao se constatou diferenca estatistica no
nimero de UFC contabilizadas nos diferentes locais

avaliados.

Figura 1 — Numero de UFC em diferentes locais do campus universitario em que ocorreram os experimentos. Turnos de

exposic¢ao: matutino, vespertino e noturno.
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Teste de Tukey, com p<0,05. a*, significancia estatistica entre os locais coletados com tempo de exposi¢éo de 30 min; b*, significancia estatistica

entre os locais coletados com tempo de exposicéo de 2 h.

Fonte: Autores.
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DIVERSIDADE DE GENEROS FUNGICOS
Foram identificados oito géneros fungicos,

sendo o Gliocladium sp., Fusarium sp., Penicillium

sp. e Cladosporium sp. os mais frequentes e com
presenca em todos os locais de amostragens. Os
dados contendo todos os géneros estao dispostos na
Tabela 1.

Tabela 1 — Diversidade de géneros de fungos identificados em diferentes ambientes da universidade.

GENEROS FUNGICOS

LOCAIS DE IDENTIFICAGAO

Gliocladium sp.
Fusarium sp.
Aspergillus sp.
Penicillium sp.
Phoma sp.
Trichoderma sp.
Rhizopus sp.
Cladosporium sp.

Sala de aula, Cantina e Biblioteca
Sala de aula, Cantina e Biblioteca
Cantina e Biblioteca

Sala de aula, Cantina e Biblioteca
Cantina

Sala de aula e Cantina

Cantina

Sala de aula, Cantina e Biblioteca

Fonte: Autores.

DISCUSSAO

A contaminagao microbiologica esta
diretamente relacionada com o fluxo de ar e de
pessoas circulando nos ambientes fechados. Nesta
pesquisa, foram triados com diferenca de tempos de
exposicao 3 diferentes ambientes: sala de aula,
cantina e biblioteca.

Referente ao turno da manha, a sala de aula
foi o local onde teve a menor contaminacao nos dois
tempos observados. Este fato que pode ser explicado
principalmente porque foi la onde teoricamente,
tanto o fluxo de pessoas, quanto de ar permaneceu os
mesmos nos horarios de 30 minutos e de 2 horas. Ja
na biblioteca, o segundo local a ser triado na
pesquisa, os valores aumentaram em torno de trés
vezes quando comparados com os da sala de aula.
Estes dados podem se relacionar com o niUmero maior
de estudantes que estiveram no local no periodo de
intervalo entre as aulas, a fim de realizar alguma
busca ao acervo, tendo permanecido alta a
prevaléncia de micro-organismos em todos os turnos.

Na cantina, igualmente a biblioteca, apenas as
triplicatas pertencentes ao grupo de coletas do
tempo de 2 horas estavam expostas no horario de
intervalo. E sabido que principalmente a cantina

recebe grande numero de pessoas nos horarios de

lanche, gerando assim maior fluxo de ar e de
contaminacao.

Comparando os trés ambientes do turno
matutino no periodo de exposicio de 30 min,
verifica-se que na cantina o nuimero de UFC foi
superior, diferindo estatisticamente dos demais
ambientes.

A respeito do periodo vespertino, é possivel
observar que nao houve uma diferenca significativa
do nimero de UFC na cantina e da biblioteca em
relacao ao turno matutino; isto pode ser explicado
devido a universidade nao possuir aulas no periodo da
tarde, o que reduz grandemente o fluxo de pessoas,
mas por serem ambientes fechados, portanto
mantendo circulante os micro-organismos adquiridos
no turno matutino.

No periodo noturno - considerado o de maior
fluxo de alunos e colaboradores na universidade -
constatou-se que houve diferenca estatistica dentro
dos tempos de exposicdo para os ambientes
avaliados. Porém, percebe-se que na cantina houve
um aumento significativo de UFC em relacdo a
biblioteca e a sala de aula com os tempos de
exposicao de 30 min e 2h. Isto possivelmente se deva
ao fato de ser o primeiro local que as pessoas
frequentem ao chegar a universidade a noite, pois

muitas estao vindo de seus locais de trabalho e
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lancham antes de irem para a sala de aula ou para a
biblioteca estudar.

Como pode ser observado na comparacao do
nimero de UFC por ambiente e turno de exposicéo,
nenhuma variavel ultrapassou o Valor Maximo
Recomendavel (VMR) para contaminacao
microbiolégica, que deve ser de até 750 UFC/m3 de
fungos, valor este estipulado pela ANVISA por meio da
Resolucao-RE n° 09, de 16 de janeiro de 2003.'¢

Em decorréncia da elevada incidéncia de
doencas respiratorias, atualmente tem se tornado
cada vez mais necessario pesquisas como esta que
busquem avaliar a qualidade do ar. Ao se consultar a
literatura nota-se a predominancia desse tipo de
estudo em hospitais, local este, onde as pessoas
costumam estar mais suscetiveis, visto que, é la onde
sao realizados varios procedimentos invasivos. '

Na literatura também existem dados de
pesquisas realizadas em universidades; assim, ao
comparar este estudo com o de Sobral e
colaboradores,?® nota-se que a sala de aula também
foi considerada por eles como o local menos
contaminado, uma vez que, também obtiveram a
menor quantidade de fungos neste espaco (14
UFC/m?) quando equiparada com todos os ambientes
do campus avaliado.

A biblioteca avaliada foi considerada como
intermediaria em grau de contaminacdo. Pesquisas
efetuadas em bibliotecas vém buscando
principalmente formas de conservar o acervo, com a
manutencdo da temperatura inferior a 20°C. Além
disso, a limpeza mecanica dos materiais tem se
mostrado medidas promissoras e necessarias. No caso
do presente estudo, salienta-se que a maior
importancia dada aos resultados esta relacionada a
salde da comunidade académica e nao a preservacao
do acervo propriamente dito. Em outros estudos, ja
foi relatada a presenca de Eurotium halophilicum,**
que nao foi encontrado em nosso estudo, no qual
encontramos Aspergillus, Gliocladium, Fusarium.

Penicillium e Cladosporium.

A cantina demonstrou ser o local com maior
niumero de UFC, e consequentemente onde todos os
géneros flngicos estiveram presentes. Este fato pode
ser explicado por ter sido a area com maior fluxo de
ar, com a maior quantidade de pessoas durante os
trés turnos, e por ter a presenca de alimentos,
tornando este ambiente mais propicio ao
desenvolvimento de fungos, até nos aparelhos
utilizados para preparar e manter os alimentos e as
bebidas.?? Isto do ponto de vista da salde publica é
algo grave, pois os fungos apresentados sao
patogénicos, e no caso de Aspergillus, por exemplo, é
conhecido o potencial toxico das aflatoxinas, que tem
efeito cumulativo e letal no organismo humano.
Gliocladium e Fusarium também apresentam grande
risco a seguranca alimentar, visto que possuem
micotoxinas, substancias quimicas toxicas que podem
causar prejuizo a saide de humanos e animais.*?%

Em pesquisas presentes na literatura, que
avaliaram a contaminacao interna e externa do ar,
nota-se ser bastante variavel os géneros dos fungos
identificados. Ao serem estes géneros comparados
com nosso estudo é possivel notar que a maioria dos
nossos achados esta de acordo com a literatura
cientifica.®3!

Os géneros mais frequentes na literatura,
mesmo em analises que levaram em consideracdo o
ambiente interno e externo de varios locais como:
casas, mesquitas, parques, banheiros publicos,
mercearias, laboratorios e hospitais, foram
Aspergillus, Penicillium e Cladosporium. Todos foram
identificados também neste estudo e estando
presentes em pelos menos dois, dos trés locais
avaliados.?*33

Estes dados sao preocupantes, pois ao
entrarem em contato com humanos, principalmente
em grandes quantidades, alguns fungos possuem a
capacidade de causar diversas doencas. Aspergillus,
género nao pertencente a microbiota humana e

considerado como oportunista, pode acarretar varias
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afeccbes com diferentes formas clinicas, como a
Aspergilose.*

O Fusarium foi um dos quatro géneros
encontrado em todos os locais avaliados. Ao pesquisar
em bases de dados, foi perceptivel a necessidade de
mais estudos, uma vez que, é um patdgeno versatil
causador de distintas doencas que apos estabelecidas
sao de dificil tratamento, tendo a prevencao
considerada como a melhor cura.**

Os fungos do género Cladosporium, conhecidos
como dematiaceos, possuem grande relevancia
microbioldgica, pois sdo capazes de causar diversas
alergias respiratorias e infeccdes; inclusive na
literatura ja foi relatado um caso especifico de
pneumonia hemorragica.*> Nota-se que até mesmo
fungos considerados como pouco patogénicos, como o
Gliocladium, podem acometer o homem, tendo
exemplo um relato de caso, onde ocorreu infeccao
ocular.®

O género Penicillium, que antes era mais
relacionado a infeccées em pessoas vivendo com HIV,
atualmente esta acometendo indiscriminadamente
individuos sem o virus.3*'

Patel e colaboradores demonstraram que a
estacido do ano detém grande influéncia na
predominancia de esporos, com os basidiomicetos em
maior nimero e frequéncia durante a primavera, e o
Cladosporium com as maiores concentracoes
ocorrendo durante os meses de verao e outono.* Este
estudo é relevante, pois demonstra que o clima

possui interferéncia na reproducao dos fungos.

RESUMO

Visto, portanto, que a presenca dos fungos
encontrados na pesquisa pode acarretar nao apenas
danos respiratorios graves, mas  infeccao
dermatologica, oftalmologica e até contaminacao
alimentar devido a micotoxinas, nossos resultados se
tornam extremamente importantes do ponto de vista
de salde pulblica. Faz-se necessario que os
profissionais da area de salde se atentem para
estratégias de prevencao e controle de infeccbes por
estes micro-organismos na comunidade. O principal
ponto de partida para tal discussaio é o
esclarecimento sobre os fatores etiologicos dessas
doencas e da necessidade de limpeza constante dos
climatizadores, principalmente em ambientes de

grande circulacao de pessoas.

CONCLUSAO

Presentes em praticamente todos os
ambientes, os fungos identificados nesta pesquisa
podem ocasionar problemas para a saude humana,
como alergias no trato respiratorio e/ou
enfermidades maiores em individuos
imunocomprometidos, sendo necessaria a devida
atencdo ao controle microbioldgico do ar,
principalmente em ambientes internos onde o fluxo
de pessoas € elevado e nao ha grande circulacdo do

ar.

Introducdo: Doencas respiratorias possuem diversas etiologias, mas muitas destas estao relacionadas a poluicdo do ar ambiente.
Ao respirar ar poluido, pode ocorrer a inalacdo de particulas finas contendo patogenos que penetram os pulmdes e o sistema
cardiovascular causando infeccoes. Objetiva-se quantificar e identificar os bioaerossois flngicos de trés ambientes de uma
universidade privada no estado de Santa Catarina. Delineamento: A coleta ocorreu no dia 07 de outubro de 2016 na cantina, na
biblioteca e em sala de aula, com dois periodos de exposicao: 30 minutos e duas horas, e nos trés turnos do dia (matutino,
vespertino e noturno). Foi realizada a contagem de unidade formadora de colonias bem como foi feita a observacdo de
caracteristicas micro e macromorfologicas para a identificacdo dos géneros flngicos. Resultados: Constatou-se que a
contaminacao microbioldgica esta diretamente relacionada com o fluxo de ar e de pessoas circulando nos ambientes fechados.
Os géneros fingicos que se destacaram foram Gliocladium, Fusarium, Penicillium e Cladosporium. Implicacdes: Os fungos
identificados podem ocasionar problemas para a salde humana, sendo necessaria a devida atencao ao controle microbiologico
do ar, principalmente em ambientes internos onde o fluxo de pessoas € elevado e ndo ha grande circulacao do ar.

DESCRITORES
Microbiologia do Ar; Fungos; Ar Condicionado.
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RESUMEN

Introduccién: Las enfermedades respiratorias tienen diferentes etiologias, pero muchas de ellas estan relacionadas con la
contaminacion del aire ambiente. Al respirar aire contaminado, se pueden inhalar particulas finas que contienen agentes
patogenos que penetran los pulmones y el sistema cardiovascular que causa infecciones. El objetivo es cuantificar e identificar
los bioaerosol fungicos de tres ambientes de una universidad privada en el estado de Santa Catarina. Delineacion: La coleccion
tuvo lugar en el periodo del 7 de octubre de 2016 en el comedor, en la biblioteca y en el aula, con dos periodos de exposicion:
30 minutos y dos horas, y en los tres turnos del dia (mahana, tarde y noche). Se realizo el recuento de unidades formadoras de
colonias, asi como la observacion de caracteristicas micro y macromorfologicas para la identificacion de géneros flngicos.
Resultados: Se descubrié que la contaminacion microbioldgica esta directamente relacionada con el flujo de aire y las personas
que circulan en ambientes cerrados. Los géneros fingicos que se destacaron fueron Gliocladium, Fusarium, Penicillium y
Cladosporium. Implicaciones: Los hongos identificados pueden causar problemas para la salud humana, lo que requiere la
debida atencion al control microbiolégico del aire, especialmente en ambientes interiores donde el flujo de personas es alto y
no hay una gran circulacion de aire.

DESCRIPTORES
Microbiologia del Aire; Hongos; Aire Acondicionado.
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