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Fungos anemofilos como parametro de qualidade do ar em um hospital
do Nordeste brasileiro

Maria Tereza Soares Barbosa,*® Julihermes Avelar de Macedo Filho,*
Jilia Beatriz Pereira de Souza,'® Egberto Santos Carmo?

RESUMO

Objetivo: o presente estudo teve como objetivo avaliar a presenca de fungos anemofilos em um hospital maternidade. Méto-
dos: trata-se de estudo transversal e experimental realizado no Hospital Universitario Ana Bezerra (HUAB), localizado no
municipio de Santa Cruz, Rio Grande do Norte. Utilizou-se a técnica de sedimentagdo espontanea, sendo expostas duas placas
de Petri contendo Agar Sabouraud Dextrose em diferentes areas do hospital, incluindo o alojamento, centro cirdrgico, sala de
parto e UTI neonatal. As placas foram abertas e permaneceram expostas por um periodo de 15 minutos, em margo de 2023,
com medidas simultaneas de temperatura e umidade do ar. Ap6s o periodo de incubacéo, as col6nias fungicas foram contadas,
e a relacdo I/E (ambiente interno/externo) foi calculada para avaliar a qualidade do ar interno, conforme os padrdes da Anvisa,
que preconizam < 750 UFC/m3 e I/E < 1,5. Para a identificacdo dos fungos, utilizou-se a técnica de microcultivo. Além disso,
os fungos foram submetidos aos testes de patogenicidade (crescimento a 37 °C e urease). Resultados: as condi¢es ambientais
foram monitoradas, revelando variagdo de temperatura de 26 °C a 28 °C internamente e 32 °C externamente, com umidade
entre 42% e 60%. O numero de unidades formadoras de col6nias € a relacdo ambiente interno/externo estavam dentro dos
limites estabelecidos pela legislagdo. Acremonium spp., Cladosporium spp. e Aspergillus spp. foram as espécies mais preva-
lentes em todos os ambientes, enquanto Aspergillus spp. mostrou potencial patogénico. Conclusao: destaca-se que o hospital
estava em conformidade, indicando praticas de higienizacéo eficazes e uma conduta institucional que promove a seguranga
dos pacientes assistidos.

Palavras-chave: infeccéo hospitalar; fungos; normas de qualidade do ar; maternidades; contengao de riscos biol6gicos.

ABSTRACT

Objective: The present study aimed to evaluate the presence of anemophilic fungi in a maternity hospital. Methods: This is a
cross-sectional and experimental study carried out at Ana Bezerra University Hospital (HUAB), located in the municipality of
Santa Cruz, Rio Grande do Norte. The spontaneous sedimentation technique was used, with two Petri dishes containing
Sabouraud Dextrose Agar being exposed in different areas of the hospital, including the accommodation area, the surgical
center, the delivery room, and the neonatal ICU. The plates were opened in each environment and remained exposed for a
period of 15 minutes in March 2023, with simultaneous measurements of temperature and air humidity. After the incubation
period, the fungal colonies were counted, and the I/E (indoor/outdoor environment) ratio was calculated to evaluate indoor air
quality, according to Anvisa standards, which recommend < 750 CFU/m? and I/E < 1.5. The microculture technique was used
to identify the fungi. Furthermore, the fungi were subjected to pathogenicity tests (growth at 37 °C and urease). Results:
Environmental conditions were monitored, revealing temperature variations of 26 °C to 28 °C internally and 32 °C externally,
with humidity between 42% and 60%. The number of colony-forming units and the internal/external environment ratio were
within the limits established by legislation. Acremonium spp., Cladosporium spp., and Aspergillus spp. were the most prevalent
species in all environments, with Aspergillus spp. showing pathogenic potential. Conclusion: The hospital was in compliance,
indicating effective hygiene practices and institutional conduct that promotes the safety of the patients.
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INTRODUCAO

No século XX, observou-se a necessidade de controlar as
recorrentes infeccOes existentes nos ambientes hospitalares,
surgindo, assim, um sistema cujo objetivo é combater de
forma sistematica as Infeccbes Relacionadas a Assisténcia a
Salde (IRAS). As IRAS séo infec¢des adquiridas apés o aco-
Ihimento do paciente em ambiente hospitalar ou em qualquer
espaco de atendimento a sadde, no qual os sintomas ocorrem
durante o periodo de internacdo ou apds a alta, sendo relaci-
onados aos procedimentos que aconteceram no ambiente de
salde e ao periodo de internagdo. As IRAS podem prolongar
o0 tempo de internacéo, incidem diretamente sobre 0 aumento
da mortalidade hospitalar e contribuem para o aumento dos
custos do hospital.*?

O ambiente hospitalar constitui um grande reservatério de
patdgenos virulentos e oportunistas, sendo, assim, um ambi-
ente com grande propensdo a infecgdes fungicas. As infec-
¢Oes desenvolvem-se principalmente em pacientes com as
defesas imunolédgicas comprometidas, como, por exemplo,
individuos em tratamento com medicamentos imunossupres-
sores, pacientes com cancer, com sindrome da imunodefici-
éncia adquirida (AIDS) e aqueles em uso intensivo de anti-
bacterianos.®

Cerca de 20% das mortes no mundo séo por IRAS, por-
tanto, hé necessidade de medidas para prevenir a contamina-
¢do de pacientes. Dessa forma, os sistemas de vigilancia epi-
demiolégica fazem-se necessarios para conhecer o perfil dos
principais patégenos envolvidos nas infecgdes.* A inade-
quada qualidade do ar do hospital pode levar a IRAS, a sin-
drome do hospital doente e a inimeros perigos aos profissio-
nais gue estdo expostos durante sua rotina de trabalho.>

As infec¢es fungicas sdo doencas de incidéncia universal.
Aspergillus spp., Penicillium spp. e Cladosporium spp. estdo
entre as espécies mais prevalentes. Existe um grande espectro
clinico de enfermidades relacionadas as diferentes espécies
de Aspergillus spp., incluindo quadros de micotoxicoses, do-
encas respiratorias por hipersensibilidade, infecc@es superfi-
ciais, colonizagdo intracavitaria e formas invasivas.®

Nesse contexto, sabendo-se da existéncia de fungos pre-
sentes no ar atmosférico, conhecidos como fungos aneméfi-
los, sendo esse habitat o meio de dispersao mais utilizado por
microrganismos causadores de problemas como a deteriora-
¢do de materiais, alergias, intoxicagdes e infecgdes,”® faz-se
necessaria a verificagdo de fungos em ambientes hospitala-
res, visando a identificacdo, a quantificacdo, bem como a di-
minuicao da proliferacdo das micoses e doengas respiratorias.
Diante disso, o presente estudo objetivou avaliar a presenca
de fungos anemofilos em um hospital maternidade do muni-
cipio de Santa Cruz (RN).

METODOS

Trata-se de estudo transversal e experimental realizado
no més de margo de 2023, no Hospital Universitario Ana
Bezerra (HUAB), situado no municipio de Santa Cruz, Rio
Grande do Norte, Brasil. Foram coletadas amostras em qua-
tro setores do hospital: centro cirdrgico, Unidade de Terapia
Intensiva (UTI) neonatal, sala de parto e alojamento conjun-

to (esse refere-se ao quarto onde ficam as puérperas apos o
parto), sendo essa etapa conduzida pela unidade de laboratério
de analises clinicas do hospital e analisadas no Laboratério de
Microbiologia Clinica da Universidade Federal de Campina
Grande (UFCG), localizado no campus do municipio de Cuité,
Paraiba.

As amostras foram coletadas no dia 28 de marco de 2023,
pela manha, seguindo-se a metodologia settle plate, também
conhecida como sedimentacéo passiva (espontanea). A esco-
Iha dessa metodologia deu-se por se tratar de um método am-
plamente utilizado devido & sua praticidade e ao baixo custo,
sendo possivel a coleta em diferentes pontos. Foram expostas
placas de Petri contendo Agar Sabouraud Dextrose (ASD),
acrescido de cloranfenicol da marca KASVI, para evitar pos-
sivel contaminacdo bacteriana.

Foram abertas duas placas por ambiente, que ficaram ex-
postas por 15 minutos, distantes das paredes, com altura de um
metro do chio, conforme Carmo (2007).° Além disso, uma ter-
ceira placa foi adicionada, porém ndo aberta, para comprovar
a esterilidade do meio de cultura; outras duas foram expostas
na area externa do hospital, com o intuito de verificar a quali-
dade do ar e comparar o interior e o exterior.

Posteriormente a coleta, as amostras foram acondicionadas
em isopor, sem gelo, e conduzidas em carro proprio para o
Centro de Educacdo e Salde da UFCG, campus Cuité (PB),
para processamento no Laboratério de Microbiologia Clinica,
situado no bloco de andlises clinicas. Nesse laboratdrio, as
amostras foram incubadas em estufa a uma temperatura de 28
°C, por até 14 dias, e, no decorrer desse periodo, as placas fo-
ram observadas diariamente quanto ao crescimento flingico.®

Realizou-se a contagem das Unidades Formadoras de Co-
I6nias (UFC) presentes nas placas de cada area estudada, cal-
culando-se sua média. Posteriormente, foi calculada a relacéo
entre o ar interno e o externo (I/E) para a avalia¢do da quali-
dade do ar interno. Conforme a Anvisa, o valor méximo acei-
tavel de contaminacdo microbiol6gica em ambientes climati-
zados ¢ de <750 UFC/m?, e de < 1,5 para a relagdo entre o ar
interior e o exterior.* Ap6s a contagem das UFC, foi realizado
o célculo da amostragem do ar por sedimentacao, utilizando a
equacdo indicada por Sobral et al. (2017).1! Esse célculo re-
fere-se a relacdo numérica do produto da contagem de UFC
depositadas na placa pela exposicdo da mesma sobre a area da
placa que seré exposta, multiplicada pela razao entre o nimero
de microrganismos no ar e na superficie do meio de cultura
(SAR), atribuindo-se uma proporgao 1:23 devido a ser um pro-
cesso de sedimentagdo espontanea.tt!?

Para a identificacdo fungica, realizou-se analise das carac-
teristicas existentes de cada microrganismo que se apresentava
na placa de Petri, como, por exemplo, textura, relevo, borda e
pigmentacéo.3!* Além da observacdo macroscopica, também
foi realizada a observacdo microscépica, na qual fragmentos
do micélio foram analisados entre 1amina e laminula por mi-
croscopia Optica. Para essa analise, as amostras espalhadas fo-
ram fixadas e coradas com azul de metileno em laminas.* A
identificagdo foi feita com o auxilio de atlas micoldgico?® e se-
guindo-se critérios do Médulo 8 da Anvisa,'® que versa sobre
deteccdo e identificacdo de fungos de importancia médica.
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A técnica de microcultivo foi utilizada quando necessario,
com o objetivo de estimular a producéo de estruturas de repro-
duco, utilizando Agar Batata Dextrose da marca DIFCO™,
Essa técnica consiste em colocar sobre uma lamina esterili-
zada, que deve estar em uma placa de Petri também estéril, um
cubo de Agar Batata Dextrose, e semear o fungo que se deseja
analisar nos quatro lados desse cubo e, por fim, recobri-lo por
uma laminula. Apo6s isso, foi preparada uma camara Umida,
adicionando-se agua destilada estéril em papel de filtro no
fundo da placa de Petri.

O potencial patogénico de um fungo oportunista pode ser
sugerido por sua habilidade em crescer em temperaturas mai-
ores ou iguais a 37° C.*” Essa etapa foi realizada com represen-
tantes dos isolados de fungos, os quais foram submetidos ao
teste de crescimento a temperatura de 37 °C em estufa. Cada
isolado foi semeado em tubos inclinados de Agar Sabouraud
Dextrose e incubado por até sete dias em estufa, para avalia-
cdo de crescimento, como sugere Sales et al. (2011).18

Apos o periodo de incubacdo, as cepas que apresentaram
crescimento foram consideradas patogénicas. Em seguida,
aquelas que cresceram a 37 °C foram transferidas para os tu-
bos contendo o meio Agar Christensen, incubadas a tempe-
ratura de 28 °C e observadas por trés dias. Ap0s esse periodo,
0 aparecimento de uma coloragdo vermelho-fucsina do meio
indicou resultado positivo para urease.'®

A atividade de acesso ao patrimdnio genético foi cadastra-

da no SisGen (Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado) em
atendimento & Lei n°® 13.123/2015, sob nimero de cadastro
A38F772.

RESULTADOS

Ap6s o periodo de incubagdo, observou-se o crescimento de
61 Unidades Formadoras de Col6nias (UFC), incluindo as co-
I6nias formadas nas placas da area externa. Como esperado,
ndo houve crescimento flingico na placa controle, compro-
vando a esterilidade do meio de cultura. Das 61 UFC, 50 esta-
vam no somatorio dos ambientes internos.

Em relagdo a verificacdo da temperatura e da umidade, per-
cebeu-se que as temperaturas variaram de 26 °C a 28 °C nos
ambientes internos e 32 °C no ambiente externo, enquanto a
umidade variou de 42% a 60% entre os ambientes. O centro
cirdrgico e a UTI neonatal tiveram uma temperatura seme-
Ihante, por volta de 28 °C, e também uma média de 6,5 UFC; o
mesmo ocorreu com o alojamento e a sala de parto, com tem-
peraturas de 26 °C e medias de 6,0 UFC.

Com os dados das médias de UFC por ambiente, foi possivel
realizar o calculo sugerido por Sobral et al. (2017) e obter os
resultados da quantidade de UFC/m?3 por ambiente. Na Tabela
1, observa-se que a quantidade de UFC/m3 variou de 193 a 209,
enquanto a relacdo I/E manteve-se inferior a 1,5.

Tabela 1. Quantidade UFC/m3 por ambiente e a relacdo ambiente entre o interno e o externo.

Ambiente UFC/m3
Alojamento 193
Centro cirdrgico 209
Sala de parto 193
UTI neonatal 209

As andlises macroscdpicas e microscopicas revelaram a
presenca de seis géneros de fungos filamentosos, além de
leveduras, destacando-se os ambientes do alojamento e da
sala de parto com maior diversidade, apesar do menor valor
de UFC/m3.

VE<15
1,09
1,18
1,09

1,18

Entre as espécies flngicas identificadas, Cladosporium
spp., Aspergillus spp. e Acremonium spp. foram encontradas
em todos os ambientes avaliados. A Tabela 2 apresenta a por-
centagem de cada espécie identificada, observando-se predo-
minio de Acremonium spp., com 22 UFC (44%).
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Tabela 2. Fungos identificados, nimero de Unidades Formadoras de Coldnias e porcentagem
dos quatro setores analisados do Hospital Universitario Ana Bezerra.

Fungos identificados Alojamento Centro cirtrgico Sala de parto UTI neonatal

Acremonium spp. 4 (33,4%)
Cladosporium spp. 3 (25%)
Aspergillus spp. 2 (16,7%)
Leveduras 1 (8,3%)
Fusarium spp. 1 (8,3%)
Penicillium spp. -
Mycelia sterillia 1 (8,3%)

(-) Auséncia de crescimento fangico

Quanto aos resultados dos testes de patogenicidade, das
amostras incubadas a 37 °C, apenas duas apresentaram cresci-
mento nessa temperatura, demonstrando potencial patogé-
nico, sendo elas: Aspergillus spp. e uma levedura. Quanto ao
teste de urease, foram submetidas ao teste apenas aquelas ce-
pas que positivaram no teste a 37 °C, verificando-se que ape-
nas uma das duas cepas apresentou urease positiva, no caso, a
cepa de Aspergillus spp.

DISCUSSAO

Os padrdes de temperatura interna no verdo, segundo para-
metros estabelecidos pela RE/Anvisa n° 910, podem variar de
23 °C a 26 °C, e aumidade relativa, de 40% a 65%. A tempe-
ratura do centro cirdrgico e da UTI neonatal estava fora dos
padrfes. Entretanto, deve-se considerar que 0s equipamentos
de climatizacéo séo frequentemente desligados quando os am-
bientes ndo estdo com pacientes, o que pode justificar essa va-
riabilidade de temperatura, sobretudo em decorréncia das am-
plitudes térmicas existentes na regido Nordeste.

E importante que a temperatura e a umidade estejam nos
padrdes recomendados, pois, segundo Sanguessuga,® tempe-
raturas acima de 22 °C estdo associadas a problemas como
irritacBes das mucosas, bem como umidades menores de 40%
estdo relacionadas a sintomas nas vias respiratdrias e acima
de 60% contribuem para a proliferacdo de microrganismos.

Em relagdo a quantidade de UFC/m3, um estudo seme-
Inante, realizado por Marinho,?! em uma unidade hospitalar
publica, situada no Curimatau paraibano, obteve resultados
de 241 UFC/m3 e apresentou I/E de 0,31 no setor com maior
contaminacgdo de pacientes, no caso, a enfermaria infantil.
Na pesquisa atual, observou-se uma variagao de 193 a 206
UFC/m3e I/E de 1,09 e 1,18.

Os principais fungos identificados no presente estudo fo-
ram Acremonium spp., Cladosporium spp. e Aspergillus spp.

10 (76,9%)
1(7,7%)

1 (7,7%)

1(7,7%)

4 (33,4%) 4 (30,7%)
3 (25%) 4 (30,7%)
2 (16,7%) 1(7,8%)
1 (8,3%) 2 (15,4%)
- 2 (15,4%)
1 (8,3%) -
1 (8,3%) -

Esses achados ndo divergem totalmente da literatura, pois 0s
principais géneros isolados foram Cladosporium spp., Asper-
gillus spp. e Penicillium spp.522

Em relagdo aos danos que os fungos identificados podem
trazer ao paciente, principalmente aos imunodeprimidos, es-
tdo as infeccOes oculares, infeccdes pulmonares, infeccdo do
SNC e fungemia.?

O género Acremonium spp. € um fungo encontrado em so-
los e no ar, sendo capaz de causar infeccbes de forma locali-
zada ou disseminada. Apesar de ser incomum, ha relatos de
infeccBes oculares, nos quais foram descritos quatro casos de
ceratite por Acremonium spp. apos laser in situ keratomileusis
(LASIK) realizados na mesma sala de operacdes.?®

Cladosporium spp. sdo encontrados em todos 0s ambientes,
e 0s conidios dessa espécie representam o componente mais
frequente dos isolados do ar. A exposicéo a esse fungo pode
causar desde irritagcBes alérgicas até infeccdes oculares, pul-
monares e lesGes cerebrais.?*

Por sua vez, Aspergillus spp. sdo fungos ubiquitarios, o que
favorece a dispersédo dos conidios, a forma infectante, aumen-
tando os riscos de aspergilose. A presenca desse fungo em am-
bientes analisados € preocupante, principalmente em pacientes
imunossuprimidos, pois, além da inalacdo, os propagulos do
fungo contaminam cateteres intravasculares e, com isso, po-
dem atingir diretamente a corrente sanguinea.?

Com relagdo aos estudos de patogenicidade, esse estudo
mostrou que a cepa de Aspergillus spp. testada, bem como uma
levedura, apresentou crescimento a 37 °C. Esse resultado é
corroborado pelo estudo feito por Sales et al.,*® no qual se ob-
servou o crescimento do género Aspergillus spp. No entanto,
o0 estudo também observou o crescimento de Fusarium spp. e
de Penicillium spp., 0 que ndo foi observado neste estudo. Vale
salientar que o crescimento a 37 °C é preocupante, visto que
demonstra que o microrganismo tem capacidade de cresci-
mento a temperaturas elevadas, podendo sobreviver em orga-

Todo contetdo desta revista esta licenciado em Creative Commons CC By 4.0.

Revista da Faculdade de Ciéncias Médicas de Sorocaba — ISSN 1984-4840


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

nismos vivos e causar doenga.?®

Quando observado o resultado da urease, apenas o gé-
nero Aspergillus spp. apresentou positividade. Estudos de-
monstram que a urease é um fator essencial para a virulén-
cia, principalmente para a espécie de A. fumigatus. Além
disso, estudos sugerem que, além da alcalinizacdo depen-
dente da urease, a toxicidade da aménia para as células hos-
pedeiras pode piorar as infecces flingicas.?”

CONCLUSAO

Os resultados desta pesquisa fornecem informacdes im-
portantes sobre a qualidade do ar em diferentes setores do
Hospital Universitario Ana Bezerra. Embora tenham sido
observadas discrepancias nos parametros de temperatura no
centro cirurgico e na UTI neonatal, em relacdo aos padrdes
estabelecidos pela Anvisa, todos os ambientes analisados
demonstraram conformidade com as recomendacdes em re-
lacdo a umidade. Esses fatores sdo cruciais, ndo apenas por
sua influéncia direta na reproducéo e disseminagdo de mi-
crorganismos, mas também por sua conex&o intrinseca com
o conforto e 0 bem-estar dos pacientes.

No que diz respeito a presencga de fungos anemdfilos, o
hospital apresentou uma boa classificacdo, estando dentro
dos limites preconizados pela Anvisa. As espécies mais pre-
valentes identificadas foram Acremonium spp., Cladospo-
rium spp. e Aspergillus spp. A presenca desses fungos pode
ter carater oportunista, aumentando as chances de desenca-
deamento de IRAS em individuos imunossuprimidos. E
crucial notar que a cepa de Aspergillus spp. se apresentou
positiva para ambos 0s testes de patogenicidade, reforcando
o risco potencial de infeccao para os pacientes do hospital.

No entanto, € necessario mencionar as limitagdes deste
estudo, como a inviabilidade de identificar os fungos em ni-
vel de espécie e a ndo identificacdo de leveduras por falta
de recursos apropriados. Essas consideraces apontam para
areas que podem ser exploradas em futuras pesquisas, apri-
morando ainda mais a compreensdo da microbiologia am-
biental em contextos hospitalares.
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