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Resumo

MARTINS, Otavia de Almeida. Fungos anemofilos e leveduras isolados em
ambientes de laboratdrios de microbiologia em Instituicdo de Ensino Superior.
2016. 64f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Programa de Pds-Graduacdo em
Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2016.

Os fungos presentes no ar atmosférico sdo denominados anemdfilos, sendo este
habitat o meio de dispersdo mais utilizado por esses microrganismos, que possuem
a capacidade de colonizar diferentes substratos de forma singular e eficiente. Assim,
dificilmente pode existir ambiente livre de contaminacdo fangica. As concentracfes
de fungos no ambiente sofrem influéncias de diversos fatores, incluindo variaveis
ambientais e fatores fisicos que podem aumentar a quantidade de propagulos no
ambiente. Os fungos anemofilos podem causar problemas como a deterioracdo de
materiais, alergias, intoxicacbes e infeccbes. Assim, a presenca desses
microrganismos em laboratorios de microbiologia pode causar grandes problemas
econbmicos, de qualidade diagnéstica e relacionados a pesquisa, além das
possibilidades de causar prejuizo a saude das pessoas que trabalham no local. Ao
fazer-se uso das normas de biosseguranga, o monitoramento de fungos torna-se,
entdo, necessario para um adequado controle ambiental, evitando assim
contaminacdes e infec¢cdes. O objetivo deste trabalho foi realizar o isolamento e
identificacdo da microbiota fungica ambiental presente em nove laboratérios de
ensino, pesquisa e extensdo da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) durante o
periodo de fevereiro a novembro de 2015, abrangendo as quatro estacdes. A técnica
utiizada foi de sedimentagdo em placa de Petri contendo meio Agar Sabouraud
dextrose com adicdo de cloranfenical. Durante o estudo foram coletadas 228 placas
mensais provenientes de coletas semanais dos nove laboratérios totalizando 912
placas no final do experimento, das quais foram isoladas um total de 5101 Unidades
Formadoras de Colonias (UFC). Conforme a sazonalidade, o outono foi a estacao
que apresentou maior numero de UFC, correspondendo a 35% (1808/5101) do total
encontrado, ja no inverno obteve-se apenas 17,3% (884/5101). Em relacdo ao
isolamento fangico, o género Cladosporium representou 46,3% do total de UFC,
seguido de Penicillum e de fungos ndo caracterizados quanto ao género, em
decorréncia da auséncia de micélio reprodutivo, sendo entdo classificados como
“‘micélio aéreo estéril’. Nao houve diferenca significativa entre o nimero de UFC
encontradas nos distintos laboratorios, assim como também ndo houve diferenca no
namero de UFC encontradas nos distintos ambientes pertencentes aos laboratérios.
Os géneros prevalentes foram Cladosporium e Penicillium.

Palavras chave: classificacdo de fungos; micobiota ambiental; Cladosporium spp.;
Penicillium spp.



Abstract

MARTINS, Otavia de Almeida. Airborne fungi and yeasts isolated in
microbiology laboratories environments in Higher Education Institution. 2016.
64f. Dissertation (Master degree in Sciences) - Programa de Pds-Graduacdo em
Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2016.

The fungi present in atmospheric air are called airborne, which is the dispersion
medium habitat most used by these microorganisms, which have the ability to
colonize different natural substrates and efficiently. Thus, there can hardly fungal
contamination-free environment. Fungal concentrations in the environment are
influenced by several factors, including environmental factors and physical factors
that can increase the number of propagules in the environment. The airborne fungi
can cause problems such as deterioration of materials, allergies, poisoning and
infections. Thus, the presence of these microorganisms in microbiology laboratories
can cause major economic problems, diagnostic and research related to quality, and
the potential to cause harm to the health of the people working on site. When making
up the use of bio-security standards, monitoring of fungi becomes then necessary for
proper environmental control, thus avoiding contamination and infections. The aim of
this study was the isolation and identification of the fungal microbiota present in nine
teaching laboratories, research and extension of the Federal University of Pelotas
(UFPel) during the period from February to November 2015, covering the four
seasons. The technique used was settling in Petri dishes containing Sabouraud
dextrose agar medium with added cloranfenical. During the study were collected 228
monthly cards from weeks collection of nine laboratories totaling 912 cards at the end
of the experiment, which were isolated from a total of 5101 Colony Forming Units
(CFU). As the seasonal, autumn was the season that had the highest number of
CFU, corresponding to 35% (1808/5101) of the total found, already in winter yielded
only 17.3 % (884/5101). Compared to fungal isolation, Cladosporium genre
represented 46.3 % of the CFU, followed by Penicillium fungi and not characterized
as gender, due to the absence of reproductive mycelium, then being classified as
"sterile aerial mycelium". There was no significant difference between the number of
CFU found in different laboratories, as well as there was no difference in the number
of CFUs in different environments belonging to the laboratories. The prevalent
genera were Cladosporium and Penicillium.

Keywords: fungal classification; environmental mycobiota; Cladosporium spp.;
Penicillium spp.
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1 Introducéo

Os fungos sdo microrganismos ubiquos, encontrados amplamente
disseminados no ar, solo e ambientes aquaticos. Sdo seres vivos absortivos com
organizacao celular e DNA delimitado por um envoltério nuclear (LACAZ et al.,
2002).

Os fungos que vivem no ar atmosférico sdo denominados anemofilos, sendo
esse habitat o0 meio de dispersdo mais utilizado por estes microrganismos, que
possuem a capacidade de colonizar diferentes substratos e habitats de forma
singular e muito eficiente. Assim, dificiimente pode existir ambiente livre de
contaminacdo fangica, pois estes organismos tém o ar atmosférico como seu
principal meio e suportam grandes variagcdes de temperatura, umidade, pH e
concentragbes de oxigénio. Sendo assim, sao facilmente encontrados em ambientes
internos e qualquer lugar que tenha condi¢gdes para o seu desenvolvimento (LACAZ
et al., 2002).

Dentre os poluentes bioldgicos, os fungos destacam-se por crescerem e
disseminarem-se pela poeira ambiental, além de manterem-se viaveis por longos
periodos em materiais de uso comum e em superficies (STRAUSZ, 2001). Os
conidios fungicos constituem grande parte do material biol6gico suspenso no ar, e o
seu monitoramento pode fornecer informacdes epidemiolégicas importantes quanto
aos géneros presentes e sua quantificacdo (PERDELLI et al., 2006). As
concentragbes de fungos no ambiente sofrem influéncias de diversos fatores,
incluindo variaveis ambientais (como temperatura e umidade) e fatores fisicos
(forma, tamanho e densidade das particulas) que podem aumentar a quantidade de
propagulos no ambiente. (BOFF, 2011).

A contagem e caracterizacdo dos fungos anemdfilos, assim como os fatores
internos e externos que levam a formacdo dessa microbiota, sdo importantes para
avaliacdo de locais onde lida-se com material biolégico, fabrica-se medicamentos e
onde ha exposicdo de funcionarios. Ambientes que, geralmente, possuem controle

de micobiota ambiental, evitando assim possiveis contaminacdes e patologias
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provocadas por fungos oportunistas (CORREA, 1998; KNEIFEL, CZECH & KOPP,
2001).

Os fungos anemodfilos podem causar problemas como a deterioracdo de
materiais, alergias, intoxicacdes e infeccbes. Assim, a presenca desses
microrganismos em laboratérios de microbiologia pode causar grandes problemas
econdbmicos, de qualidade diagnéstica e relacionados a pesquisa, além das
possibilidades de causar prejuizo a saude das pessoas que trabalham no local. Ao
fazer-se uso das normas de biosseguranca, o monitoramento de fungos torna-se,
entdo, necessario para um adequado controle ambiental, evitando assim
contaminagdes e infec¢cdes (KNEIFEL, CZECH & KOPP, 2001).

A necessidade de expansdo do conhecimento sobre isolamento e
identificacdo de fungos anemofilos, o crescente interesse por microrganismos
alergénicos e a procura de novos indicadores ambientais, vem despertando
interesse no estudo desses fungos. JA& que a frequéncia e a diversidade dos
mesmos pode estar associada a diferentes fatores, como condi¢cdes higiénico
sanitarias, uso de EPI (equipamentos de protecdo individual), adequacdo das
normas de biosseguranca, e poluicdo ambiental, sendo, portanto, também
considerados bons indicadores ambientais (SCHOENLEIN-CRUSIUS et al, 2001).

O objetivo deste trabalho foi realizar o isolamento e identificagcdo da
microbiota fungica ambiental presente em nove laboratorios de ensino, pesquisa e
extensdo da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) durante o periodo fevereiro a

novembro de 2015, abrangendo as quatro estacoes.



2 Revisdo da Literatura

2.1 Caracteristicas gerais dos fungos

Os fungos tém existéncia bastante difusa. Eles sdo considerados ubiquos e
cosmopolitas por estarem no solo, na agua e no ar em todas as partes do planeta
(KONEMAN et al., 2001). Estes microrganismos necessitam de matéria organica
para obtencdo de carbono e de energia para seu metabolismo, por isso, estardo
sempre associados ao material organico como saprébios ou decompositores,
simbiontes, comensais e parasitas e o0s efeitos decorrentes de quaisquer uma destas
manifestacbes sdo considerados como Uteis ou prejudiciais (BARON et al., 1994;
BLEVINS, 1999; KONEMAN et al., 2001).

Fungos sé&o organismos eucarioticos que podem se apresentar uninucleados,
como as leveduras, ou multinucleados, como os fungos filamentosos. Séao
organismos heterotréficos, ou quimiorganotroficos, incapazes de assimilar o carbono
inorganico, exigindo carbono organico como material plastico ou energético. Os
processos de obtencdo de energia sdo a respiracdo e a fermentacdo. Sao aerobios
obrigatdrios, no entanto, certas leveduras fermentadoras sdo anaerébias facultativas
podendo se desenvolver em ambientes com restricdo ou auséncia de oxigénio. A
parede celular, superficie de contato da célula fungica com o meio externo, € rigida,
e seus componentes principais sdo hexoses e hexoaminas que formam mananas,
glucanas e galactanas. Alguns fungos tém parede de quitina (N-acetil glicosamina),
enquanto outros possuem complexos polissacaridios e proteinas com
predominancia de cisteina (LACAZ et al., 2002; SIDRIM & ROCHA, 2010).

Os fungos, em especial os filamentosos, compreendem uma grande
diversidade de géneros que colonizam diferentes ambientes, onde desenvolvem
estruturas reprodutivas como esporos, conidios, esporangiosporos, 0S quais sao
veiculados por correntes de ar, dispersos com muita facilidade e com alto potencial
de contaminacao (RICHARDSON & WARNOCK, 1993; SIDRIM & MOREIRA, 1999).
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A classificagdo taxondmica dos fungos era tradicionalmente baseada em
caracteristicas estruturais relacionadas com a reproducdo sexuada e na falta desta,
a mesma era feita pelos 6rgaos de reproducdo assexuada. Nos dias atuais, técnicas
bioquimicas e moleculares estdo sendo utilizadas para auxiliar na identificacdo das
espécies fungicas (RICHARDSON & WARNOCK, 1993; SIDRIM & MOREIRA, 1999;
MOLINARO et al., 2009).

Macroscopicamente, os fungos sdo divididos em filamentosos (bolores ou
fungos multicelulares) e leveduriformes (leveduras, levedos ou fungos unicelulares).
No estudo macroscopico, € importante a analise das caracteristicas das coldnias,
COmo Verso e reverso, pigmentacdo (presenca ou auséncia, cor do pigmento, e se €
difuso ou restrito a colénia), bordas (regulares, irregulares, radiadas), superficie (lisa,
fissurada, rugosa), textura ou consisténcia (de forma geral algodonosa ou lanosa,
aveludada, granular ou pulverulenta, glabra ou cérea), velocidade de crescimento,
topografia (plana, convexa, umbilicada, pregueada, cerebriforme), aspecto (brilhante,
opaco, seco, Umido), diametro (LACAZ et al, 2002; JAWETZ, MELNICK;
ADELBERG, 2009).

Nas leveduras, as colonias se apresentam esféricas ou ovais e de
consisténcia pastosa ou cremosa, apresentando crescimento limitado. Nos fungos
filamentosos h4 uma maior variedade de formas de colénias, por exemplo, quanto a
textura podem ser aveludadas, cremosas, butirosas ou mucoides, cotonosas,
serosas, camurgas, granulosas, membranosas ou coriaceas, verrucosas ou
pulverulentas, e apresentarem crescimento invasor (LACAZ et al., 2002; JAWETZ,
MELNICK; ADELBERG, 2009).

O corpo dos fungos multicelulares apresenta uma organizacdo formanda por
filamentos delgados chamado de hifas, essas podem apresentar septos (septadas)
ou serem cenociticas (asseptadas). Bem como podem apresentar coloracéo
(deméceas) ou nao (hialinas); ndcleo unico por regido (haploides) ou dois nucleos
por regido (diploides). Além, disso, outros aspectos como espessura e angulacao
das ramificagbes, também diferem ao se analisar hifas de diferentes géneros
fungicos. O conjunto de hifas recebe o nome de micélio e pode ser dividido em
micélio vegetativo, aquele que cresce para dentro do substrato e tem a funcédo de
sustentacdo e de absorcdo de nutrientes, e em micélio aéreo, que se projeta na
superficie (TORTORA, 2009).
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Alguns pontos do micélio aéreo podem se diferenciar e formar o miceélio
reprodutivo, formando esporos ou propagulos sexuada ou assexuadamente. Quando
na auséncia de micélio reprodutivo, considera-se o micélio aéreo como estéril. As
leveduras sdo células isoladas, que ndo possuem hifas, porém, algumas espécies
ao se reproduzirem por brotamento, podem produzir uma cadeia alongada de
células unidas, formando pseudo-hifas. Sua morfologia microscopica € semelhante
nas diferentes espécies de fungos leveduriformes (RAVEN, EVERT, EICHHORN,
2007; CAMERON et al., 2009).

Hifas especializadas, ou reprodutivas, ddo origem aos propagulos assexuados.
Os conidios sao formados a partir do conidiéforo, enquanto os esporangiésporos sao
formados em uma estrutura chamada esporangio, sustentada pelo esporangioforo.
J& os propagulos sexuados se originam pela fusdo de estruturas diferenciadas. Os
ascoporos sdo formados dentro de estruturas chamadas ascos, que podem ser
simples ou estarem distribuidos em léculos (ascostroma) no micélio, ou contidos em
corpos de frutificacdo (ascocarpos). Estas Ultimas estruturas de frutificacdo podem
ter trés diferentes formas: cleistotécio (estrutura fechada e globosa), peritécio
(estrutura piriforme, com uma abertura chamada ostiolo) ou apotécio (estrutura
aberta em forma de calice). Os basididsporos, esporos caracteristicos de cogume los,
originam-se externamente a uma estrutura chamada basidio (RAVEN, EVERT,
EICHHORN, 2007).

Os fungos apresentam diferentes tipos de propagulos, sendo classificados
como assexuados ou sexuados, internos ou externos. Os blastoconidios séo tipicos
de fungos leveduriformes. Nos fungos filamentosos, os conidios sdo as estruturas de
reproducdo mais comuns, eles sdo assexuados e formados no exterior das
estruturas reprodutivas, tendo relevante papel na dispersdo. Outro exemplo de
propagulos assexuais S840 0S esporangiosporos, que se formam internamente na
estrutura reprodutiva esporangiéforo, através da clivagem do citoplasma. Os esporos
sexuados sdo o0s basidiosporos, que S80 externos, e 0S ascOsporos, que sao
internos, contidos em bolsas denominadas ascos (LACAZ et al., 2002; SIDRIM &
ROCHA, 2010).

Outras estruturas encontradas sdo os fragmentos de hifas, denominados
artroconidios, e as estruturas de resisténcia denominadas clamidoconidios. Estes se
formam em condi¢cdes ambientais adversas, como escassez de nutrientes, de agua

e temperaturas ndo favoraveis ao desenvolvimento fangico. E apresentam-se como



17

células, geralmente arredondadas, de volume aumentado, com paredes duplas e
espessas, nas quais se concentra o citoplasma (LACAZ et al.,, 2002; SIDRIM &
ROCHA, 2010).

Os fungos para se nutrirem precisam viver em estado de saprofitismo,
parasitismos ou simbiose. Sua nutricdo na maioria das vezes ocorre por absorcao
(enzimas hidroliticas degradam macromoléculas e essas sdo assimiladas por
mecanismos de transporte) (JAWETZ; MELNICK; ADELBERG, 2009).

Para seu desenvolvimento, os fungos séo capazes de utilizar diferentes fontes
de carbono, incluindo carboidratos complexos como a lignina (componente da
madeira), lipideos, &cidos nucléicos e proteinas, mas, preferencialmente, utilizam
carboidratos simples como a D-glicose. Fontes de nitrogénio também sé&o
necessarias, podendo ser inorganicas (aménias ou nitratos) ou organicas (peptona,
sulfatos e fosfatos). A maioria cresce em atividade de agua na faixa de 0,8 (os
valores oscilam entre 0 e 1). HA uma ampla faixa de temperatura, podendo ser
encontrados fungos psicréfilos, mesofilos e terméfilos. O pH 6timo para crescimento
fica em torno de cinco. A forma e a esporulagédo podem ser influenciadas por estes
fatores e pelas condi¢cfes nutricionais, apresentando algumas espécies dimorfismos,
variando sua forma morfolégica, ou pleomorfismo, em dermatofitos, que € expresso
pela perda de estruturas de reprodugdo e mudancas na morfologia das colénias. As
estruturas vegetativas dos fungos crescem preferencialmente em ambientes com
pouca luz, enquanto a parte reprodutiva procura a luz para se desenvolver (RAVEN,
EVERT, EICHHORN, 2007; CAMERON et al., 2009).

Os fungos podem ser hialinos ou demaceos, sendo, os ultimos, aqueles que
apresentam grande concentracdo de melanina na sua parede celular produzindo um
pigmento acastanhado que lhes confere resisténcia aos raios ultravioletas e enzimas
produzidas por outros organismos. Por diferentes processos os fungos, através de
seu metabolismo secundario, podem elaborar metabélitos como antibiéticos, dos
guais a penicilina € o mais conhecido, e micotoxinas como aflatoxinas e gliotoxina,
que Ihes conferem vantagens seletivas e viruléncia (LACAZ et al., 2002; SIDRIM &
ROCHA, 2010).

Fungos sdo ubiquos, possuem ampla distribuicdo na natureza, podendo ser
encontrados em varios habitats, como: ar, 4gua, terra, animais e alimentos. Suas
espécies sofrem em sua incidéncia variagcbes conforme a localidade, estacdo do

ano, grau higroscopico do ar, entre outras. O vento age como importante veiculo de



18

dispersdo de seus propagulos e fragmentos de hifa. Os seres humanos sao
expostos continuamente a varios géneros de fungos, o que permite a possibilidade
de colonizacdo. Dependendo da interacdo entre os mecanismos de defesa do
hospedeiro e fatores de viruléncia de fungos, a colonizacdo pode ser transitdria ou
persistente com risco para o desenvolvimento de doenca (LACAZ et al.,, 1991;
SIDRIM & MOREIRA, 1999; MENEZES et al., 2006; FLORES & ONOFRE, 2010;
BOECHAT & RIOS, 2011).

2.2 Fungos Anemofilos

Os fungos, dispersos por meio do ar atmosférico, sdo denominados fungos
anemofilos e essa microbiota fungica pode ser semelhante ou diferente em cada
cidade ou regido (SIDRIM & MOREIRA, 1999; BERNARDI et al., 2006). Alguns
fungos anemdfilos podem, por oportunismo, provocar patologias no ser humano, a
partir da disperséo dos seus propagulos através do vento (JAWETZ, 1998; MEZZARI
et al, 2002; ESQUIVEL et al, 2003).

Eles tém sua incidéncia amplamente influenciada por variacbes da
temperatura, umidade relativa do ar, precipitacdo pluviométrica, pressao
barométrica, nebulosidade, direcdo e velocidade do vento, irradiacdo solar e das
estacdes climaticas. Além de outros fatores, incluindo, nimero populacional,
circulacdo de pessoas e animais, intensidade das trocas de ar e ainda da limpeza e
desinfeccdo ambiental (FALVEY & STREIFEL, 2007; XAVIER et al., 2008; MATTEI,
2010).

Esses fungos pertencem a diversos géneros e espécies, sendo quase todos
contaminantes do ar, principalmente em ambientes fechados, e podem ocasionar
sérios danos a saude humana, de animais e plantas (SIDRIM & MOREIRA, 1999;
BERNARDI et al., 2006).

Os elementos fangicos que sdo encontrados no ar atmosférico sdo 0s
propagulos, que gerados de forma sexual ou assexual, apresentam papel importante
na constatacéo e identificacdo das espécies. Por oportunismo, a partir da dispersao
destes no ar, algumas espécies de fungos anemdéfilos, podem provocar patologias
ao ser humano (JAWETS, 1998).

Tais fungos sao encontrados frequentemente como componentes da

microbiota transitdria do homem e animais domésticos; como contaminantes de
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alimentos; deteriorantes de acervos, madeiras; em agua doce e salgada; e sao
responsaveis pela contaminacdo de diversos materiais (TRABULSI et al., 1999).

Os fungos anemodfilos podem ser encontrados em qualquer lugar que tenha
condigbes para o seu desenvolvimento, no entanto, a maioria deles ndo causa
nenhum tipo de patologia no homem quando inalados. Dos fungos encontrados no
ar, 87% nao causam nenhum tipo de doenca no homem, 10% atuam como
oportunistas e 3% sao patogénicos (BROOKS et al, 1998).

Quando se tornam oportunistas ou patogénicos, podem aumentar o namero
de micoses e alergias em humanos ou animais e doencas em plantas (WANKE,
LAZERA e NUCCI, 2000; MEZZARI et al., 2003).

A contagem e caracterizacdo dos fungos anemofilos assim como os fatores
internos e externos que levam a formacao dessa microbiota, sdo importantes para
avaliar se os locais trabalho, onde se exp8e os funcionarios, possuem micobiota
equilibrada para evitar possiveis contaminacdes e patologias provocadas por fungos
oportunistas (CORREA, 1998; KNEIFEL, CZECH & KOPP, 2001).

Devido a importancia relacionada as doencas causadas por fungos
anemoéfilos é que explicam-se os estudos com estes fungos, pois as doencas
causadas pelo ar interno ja estdo entre as principais causas de pedidos de
afastamento do trabalho, tanto nos Estados Unidos quanto na Europa (QUADROS et
al., 2009).

Por exemplo, individuos de terceira idade passam até 90% do seu tempo em
ambientes fechados (ZHANG, 2004), e os poluentes contidos no ar desses
ambientes podem ser téxicos, principalmente para individuos suscetiveis a derrame
cerebral e doencas cardiacas (QUADROS et al., 2009).

Exposi¢cdo a fungos ocorre primariamente em ambientes externos, mas eles
penetram em interiores e colonizam materiais ali encontrados, resultando em
exposicao domiciliar e ocupacional. Como séo nutrientes para 4caros micofagos, a
contaminacdo por fungos dentro das residéncias aumenta a populacdo destes, e
como consequéncia tem-se aumento no numero de alérgenos (GREEN, MITAKAKIS
& TOVEY, 2003).

A concentracdo de estruturas de frutificacdo de fungos no meio ambiente
depende de muitos fatores, incluindo condi¢ces climaticas e vegetacdo. Os tipos e
prevaléncia de fungos presentes em ambientes fechados, dentro dos domicilios,

dependem de inumeros fatores, como umidade, ventilacdo, presenca ou auséncia de
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carpetes, animais de estimacdo e plantas (KOZAK et al., 1979; GREEN,
SERCOMBE & TOVEY, 2005).

A contagem de propagulos de fungos em ambientes fechados, e no ar livre,
varia consideravelmente dependendo de varios fatores, e entre eles os ambientais, a
ventilacdo, o numero de pessoas que ocupam o0 ambiente, a natureza e o grau de
atividade exercida por essas pessoas, bem como a umidade relativa do ar (KOZAK
et al., 1979; GREEN, SERCOMBE & TOVEY, 2005).

Estudos de contaminacdo do ar de interiores e exteriores S0 necessarios
para definicAo da microbiota fungica a fim de avaliar as alergias nos pacientes de
diferentes locais geogréficos (KOZAK etal., 1979; BIERMAN & VAN ARSDEL, 1987;
PORTNOY et al., 1987; GRAVESEN, 1999), pois alguns destes fungos podem
causar reacdes alérgicas ou toxicas, enquanto outros podem causar infeccdes em
individuos suscetiveis (LINDFORDS & WICKMAN, 1995).

Os fungos sdo muito resistentes, podendo sobreviver por longos periodos em
condi¢des adversas. O crescimento vegetativo ocorre de forma eficaz principalmente
entre 18° C a 32° C e, embora ndo reproduzam-se abaixo de zero grau, podem
permanecer viaveis, em estado latente, em temperaturas negativas (-45° C a -55° C)
ou até menos. Temperaturas acima de 75° C geralmente sdo letais para fungos,
porém existem alguns fungos termdfilos que, apesar de sobreviverem, nao
produzem micélio reprodutivo abaixo de 45° C (LINDFORDS & WICKMAN, 1995).

Os fungos crescem rapidamente em qualquer época quando as condi¢cdes
sao favoraveis. Dentro das casas, os fungos se desenvolvem com maior intensidade
em recipientes para depositar lixo, lugares de armazenamento de alimentos,
estofados, papel de parede, cortinas de pano, pordes, ar condicionado, roupas de
couro, entre outros fomites (PAGAN ALEMAN et al., 1984).

Apesar de serem considerados um dos principais decompositores da natureza
e terem ampla aplicabilidade na indUstria farmacéutica, alimenticia, de combustiveis
e cosmética, bem como, no controle biolégico de parasitos e insetos, esses fungos
encontrados no ar e na poeira apresentam papel relevante na micologia médica pelo
seu potencial patogénico (ZAITZ et al, 1998; LACAZ et al., 2002).
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2.3 Contaminagéo de ambientes laboratoriais e hospitalares

A contaminacdo do ambiente laboratorial e hospitalar por bactérias, virus e
fungos ocorre através do ar, agua, pessoas e objetos ocasionalmente contaminados
por pessoas que transitam nesses locais, assim como pacientes internados. O
monitoramento de ambientes tem sido prioridade na qualidade dos laboratérios e
hospitais (AYLIFFE et al., 1966; SHERLOCK et al., 2009).

Os fungos considerados como alergénicos, denominados contaminantes ou
anemofilos, veiculados através do ar, podem causar diversas manifestacdes
alérgicas respiratorias, como rinite, asma alérgica e outras manifestacdes
decorrentes de hipersensibilidade do tipo Il (alveolite alérgica extrinseca ou
pneumonite). Além dos casos de alergia, muitos fungos oportunistas como
Penicillium spp., Aspergillus spp., Cladosporium spp., Fusarium spp., sao
responsaveis por doencas desde otites, micotoxicoses, infeccdes urinarias,
onicomicoses, infeccbes oculares até fungemias (CARMO, BELEM & CATAO, 2007;
JORGE, 2012). As infec¢cbes fungicas sdo comuns e possuem grande importancia
em pacientes imunocomprometidos, por serem dificeis de tratar e muitas vezes,
anteciparem a sua morte. Como, por exemplo, em pacientes com transplante de
medula 0ssea, uma infeccdo invasiva por leveduras ou aspergilose pulmonar é
responsavel por pelo menos metade das mortes precoces (MORRIS, 2005). Um
estudo realizado sobre a epidemiologia da septicemia descreveu um aumento de
207% dos casos de infec¢des por fungos entre 1979 a 2000, sendo, principalmente,
relacionados aos fungos dos géneros Aspergillus, Candida e Cryptococcus
(PFALLER & DIEKEMA, 2007). Dentre os fatores de patogenicidade, esta a
capacidade de algumas espécies de leveduras formar biofilme, potencializando seus
fatores de viruléncia, adquirindo assim maior protecdo contra as defesas do
hospedeiro e ambiente (ZANATTA & ROSING, 2007).

As rotinas de boa higiene, baseadas na limpeza de superficies sao
recomendadas para controlar a propagacdo de patdbgenos em ambientes
laboratoriais e hospitalares. A limpeza remove mecanicamente sujidades que
predispdem o crescimento de microrganismos e elimina a microbiota residente
(ANDERSEN et. al, 2009).
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2.4 Principais géneros fungicos presentes/contaminantes do ar

2.4.1 Alternaria spp.

Possui distribuichio mundial, sendo normalmente considerado um
contaminante saprofita. Além de ser um importante alergénico, ja foi descrito como
agente casual de lesdes cutaneas, caratomicose, osteomelite, doencas pulmonares
e infeccbes no septo nasal, geralmente causadas por inoculagdo acidental
(ZOPPAS, 2005).

Macromorfologicamente tém crescimento rapido (trés a quatro dias) com
textura aveludada. A colénia se apresenta lanosa, sendo inicialmente branca-
acinzentada tornando-se verde musgo com tendéncia ao preto. O reverso apresenta
cor preta (SIDRIM et al., 2004; ZOPPAS, 2005).

Na micromorfologia apresentam hifas demaceas septadas com numerosos
dictioconidios em cadeia, formados a partir de uma hifa através de um poroconidio
(SIDRIM et al., 2004). Os conidios (20-60 pum) possuem septos horzontais e verticais
e base na forma de baguete com apices afilados (ZOPPAS, 2005). Uma das
extremidades do conidio mostra-se pontiaguda, formando um bico, geralmente
seguido de outro conidio (SIDRIM et al., 2004).

2.4.2 Aspergillus spp.

As espécies de Aspergillus sdo ubiquas no ambiente, podendo ser
encontradas no solo, agua e no ar; crescem em uma ampla variedade de materiais
organicos (VANDEWOUDE et al.,, 2006). Os fungos do género Aspergillus dao
origem a grande quantidade de conidios pequenos (2-6um), lisos ou rugosos, que
penetram facilmente no sistema respiratorio e nos seios paranasais, causando
infeccBes em pacientes suscetiveis, além de acometer pacientes com traumas e
feridas, imunodeprimidos, diabéticos, entre outros (SIDRIM, CORDEIRO & ROCHA,
2004).

As principais espécies do género Aspergillus estdo distribuidas atualmente
desta forma: Aspergillus se¢do Fumigati, Aspergillus secéo Flavi, Aspergillus secao
nigri, Aspergillus secao Circumdati (RICHARDSON & WARNOCK, 2003; SIDRIM &
ROCHA, 2004; BRUN, 2011).
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2.4.2.1 Aspergillus sec¢éo fumigati

Apresenta em sua maioria colonias de crescimento rapido. Inicialmente,
colonias de texturas algodonosa e cor branca, tornando-se cinza-esverdeada e
textura mais veludosa, com reverso branco ou acastanhado. A sua micromorfologia
apresentam conidiéforos liso, incolor com tendéncia terminal a verde; vesicula
hemiesférica e com série de fialides densas, localizada nos trés quartos superiores
da vesicula. Os conidios sé@o globosos, podendo apresentar-se também na forma de
rugosos ou equinulados (RAPPER & FENNEL, 1965; SIDRIM, CORDEIRO &
ROCHA, 2004).

2.4.2.2 Aspergillus secéo flavi

Macromorfologicamente tém crescimento e maturacdo rapidos (dois a trés
dias) com textura arenosa de gréos grandes e coloracdo amarelo-esverdeada. O
reverso € branco ou cinza. Na micromorfologia apresentam conidiéforo incolor,
vesicula hemiesférica de variadas dimensdes, coroa bisseriada com formacéo de
métulas e fidlides. Os conidios sédo globosos, lisos ou rugosos (RAPPER & FENNEL,
1965; SIDRIM, CORDEIRO & ROCHA, 2004).

2.4.2.3 Aspergillus secéo nigri

Macromorfologicamente ocorre a maturagcdo das colonias em trés a quatro
dias, inicialmente com textura algodonosa, coloracdo branca ou amarelada que
rapidamente tornam-se pretas, com textura arenosa de granulos grandes, reverso
branco-amarelado. A observacdo micromorfologica, possuem os conidi6foros de
coloracao varidvel do hialino ao castanho, com paredes lisas e espessas; a vesicula
€ globosa com duas fileiras radiais. Os conidios sédo globosos, castanhos escuros,
lisos ou equinulados (RAPPER & FENNEL, 1965; SIDRIM, CORDEIRO e ROCHA,
2004).
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2.4.2.4 Aspergillus segéo circumdati

As espécies da Secdo circumdati sdo predominantemente bisseriadas e
apresentam conidio amarelo ou ochraceus. Sao economicamente importantes, pois
algumas produzem a ocratoxina A. esses micro-organismos também sao utilizados
na biotransformacgéo de esteroides e alcaloides (VARGA et al., 2003).

O primeiro isolado descrito como produtor de ocratoxina foi identificado como
Aspergillus ochraceus (VAN DER MERWE, STEYN & FOURIE, 1965), desde entdo
novas espécies tém sido descritas. Os fungos pertencentes a Secdo circumdati,
foram encontrados em frutos de café, onde a presenca desse fungo néo € desejavel,
pois muitas espécies deste género sdo produtoras de micotoxinas (FRISVAD et al.,
2004; SAMSON, HONG & FRISVAD, 2006).

2.4.3 Cladosporium spp.

E caracterizado como um fungo ambiental de distribuicdo universal, sendo um
dos géneros mais citados em estudos de monitoramento em ambientes externos,
facilmente veiculado pelo vento devido ao tamanho reduzido dos conidios (2-4um).
Geralmente sdo considerados contaminantes, porém sao relatados casos de feo-
hifomicoses superficiais e profundas (SIDRIM et al., 2004).

Vale ressaltar que foi criado um novo género Cladophialophora para agrupar
as espeécies patogénicas de Cladosporium spp., que possuem afinidade
principalmente pelo sistema nervoso central (SIDRIM et al., 2004).

Como caracteristicas macromorfolégicas tem crescimento moderadamente a
lento (sete dias) e possui textura aveludada baixa de cor verde-oliva escuro a negro
e o0 reverso negro (SIDRIM et al., 2004). Na micromorfologia apresentam filamentos
deméceos, com conidiéforos curtos ou longos, sendo que nas extremidades
apresentam conidios em cadeia. Os conidios séo lisos ou verrucosos, elipsoides ou
globosos, apresentando uma cicatriz hilar pigmentada, que € caracteristica do
género (SIDRIM et al., 2004).
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2.4.4 Curvularia spp.

A maioria das espécies é encontrada em paises tropicais e subtropicais,
contudo sdo consideradas de larga distribuicdo. Sdo considerados primariamente
como saprofitas. Clinicamente, o género pode ser esporadicamente implicado em
casos de ceratite, sinusites, micetomas e feo-hifomicoses de distintos sitios
anatébmicos (SIDRIM et al., 2004).

As colbnias do género Curvularia spp, tem crescimento rapido (trés a quatro
dias), sédo baixas de textura aveludada, de tom verde-oliva escuro, marrom ou preto
e recobertas de um micélio algodonoso frouxo de tonalidade cinza, o reverso é preto
(SIDRIM et al., 2004). Na micromorfologia apresenta hifas demaceas septadas, com
conidiéforos eretos, castanhos e multicelulares. Os macroconidios (20-40um),
apresentam quatro a cinco células, sdo curvos, escuros, com distensdo central e
extremidades mais claras que o centro (SIDRIM et al., 2004; ZOPPAS, 2005).

2.4.5 Fusarium spp.

S&o microrganismos ubiquos e fitopatdgenos, porém podem causar grande
variedade de manifestagbes clinicas, atingindo tecidos superficiais e profundos.
Diversos sao os quadros clinicos, tais como: ceratite, micetomas, onicomicoses e
formas cutdneas. Infec¢des invasivas acometem pacientes imunossuprimidos. As
coldénias sdo algodonosas, de coloracdo variando de branca a cinza, rG0sea ou
violeta, tem crescimento rapido (dois a quatro dias). O reverso é bastante variavel,
mas de modo geral mais claro que o verso (SIDRIM, CORDEIRO e ROCHA, 2004).

Na micromorfologia possuem hifas hialinas delgadas e septadas. Produzem
micro e macroconidios produzidos a partir de fialides em forma de fuso hialino. Os
macroconidios sdo solitarios, com extremidades afiladas, piriformes ou falciformes,
unicelulares, bicelulares, com até cinco septos, curvos ou retos (ZOPPAS, 2005).

Fusarium moliniforme produz a micotoxina Fumonisina, encontrada
principalmente em milho. A fumonisina pode ser fatal para alguns animais, como 0s
equinos, nos quais causa a leucoencefalomalacia, que se caracteriza pela formagéao
de cavitacdes na substancia branca do cérebro, acompanhada de amolecimento da

mesma, resultando em morte. O efeito das fumonisinas em humanos nao estdo bem
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esclarecidos, no entanto, evidéncias sugerem a ocorréncia de cancer de esodfago
(PITT, 2000).

2.4.6 Penicillium spp.

Apresentam ampla distribuicdo na natureza, sdo ubiquos e cosmopolitas.
Raramente sdo isolados como agente causador de ceratites, otites, sinusites,
infeccdes urinarias, infec¢des pulmonares, quadros alérgicos, micotoxicoses e casos
de hialo-hifomicoses. As colbénias tém crescimento rapido (irés a quatro dias)
inicialmente apresentam textura algodonosa baixa ou veludosa, de tom branco, que
rapidamente se torna amarela-laranja, amarelo-esverdeado, verde ou azul-
esverdeado. Reverso castanho-amarelado ao castanho-avermelhado (SIDRIM et al.,
2004).

A micromorfologia apresentam hifas hialinas septadas, com conidi6foro
simples ou ramificados. Apresentam fialides que dao origem a conidios que se
encontram em cadeia de extensdo variavel. Os conidios (2-6 um) séo esféricos, com
parede lisa ou rugosa, hialinos ou levemente esverdeados (SIDRIM et al., 2004;
ZOPPAS, 2005).

2.4.7 Rhizopus spp.

Séao frequentemente encontrados sobre matéria organica em decomposicao.
Podem causar infeccbes respiratdrias, cutdneas, subcutdneas ou disseminadas;
como também, causar reacoes alérgicas e produzir infec¢cdes gastrointestinais pela
ingestdo de alimentos contaminados. Acometem pacientes com traumas e feridas,
imunodeprimidos, diabéticos, entre outros (LACAZ et al., 1998; MILAN & ZAROR,
2004)

As colbnias tem crescimento muito rapido (dois a quatro dias), com textura
algodonosa de crescimento denso e inicialmente de tom branco passando a cinza ou
amarelo-acastanhado, as quais preenchem toda a superficie do meio de cultivo. O
reverso é branco (SIDRIM et al., 2004).

O género Rhizopus apresenta hifas largas tipicas dos zigomicetos, com raras
septacbes. Numerosos estoldes sdo formados unindo grupos de esporangiéforos,

com numerososesporangiésporos em seu interior, 0s quais sao irregulares.
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Apresentam estoldes e rizoides, o que o diferencia do género Mucor (SIDRIM et al.,
2004).

2.4.8 Leveduras

As leveduras fazem parte da microbiota normal do organismo, sendo também
isolada no ar ambiente. As principais leveduras encontradas no ar sdo Candida spp.
e Rhodotorula spp., sendo associadas a infecgbes diversas, incluindo sistémicas
(MILAN & ZAROR, 2004).

As colbnias das leveduras, de forma geral, tornam-se maduras em 48 horas,
produzindo colénias glabras. Possuem textura cremosa e superficie lisa, sendo que
colénias de Candida spp. apresentam cor branca-bege, enquanto colbnias de
Rhodototula spp. apresentam coloragcdo alaranjada. Apresentam estruturas
arredondadas ou ovais, sendo que em algumas espécies do género Candida podem
ser observadas pseudohifas (MILAN & ZAROR, 2004; VANDEWOUDE et al., 2006).

2.4.8.1 Rhodotorula spp.

O género Rhodotorula spp. apresenta leveduras de baixa capacidade
fermentativa, ndo formadoras de esporos e que tem as vezes, pseudo-micélios
rudimentares e que se reproduzem por gemagado multipolar. Este género se distribui
amplamente na natureza e se localiza especialmente na poeira e no ar, de onde
caem sobre os alimentos. Estas leveduras por conterem pigmentos de Varias
tonalidade (vermelha, laranja, amarela e rosa), modificam a coloracdo normal de
alimentos: por exemplo, carnes contaminadas surgem como manchas de diferentes
matrizes e o chucrute pode adquirir pontos de cor rosada (EVANGELISTA, 2008).

As leveduras do género Rhodotorula spp. s&o capazes de sintetizar
carotenodides intracelularmente, além de outras substancias ativas exocelularmente.
Ainda que a biossintese de carotendides por leveduras seja bem conhecida, seu uso
industrial ainda é restrito devido a pouca informacdo disponivel sobre os
mecanismos de regulacdo biossintética e também a auséncia de estudos dirigidos,
tanto para o aumento da biomassa quanto para producdo dos carotenoides (SILVA,
2004).
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O processo de reproducao ocorre por gemiparidade. Este processo polar ou
multilateral se caracteriza pela formacdo na periferia celular, de uma saliéncia ou
protuberancia (verruga), que € a gema. No decorrer da geminacdo, a substancia
citoplasmaética e nuclear da célula original passa para a gema. A medida que a gema
aumenta de tamanho, se estreita em sua parte inferior, formando uma parede de
limitacdo, em seguida, a gema se separa da célula mae. Muitas vezes antes do
desligamento da gema da célula mae, pode brotar nesta, ao mesmo tempo, em
outros lugares, novos botbes, que posteriormente seguem seu ciclo
(EVANGELISTA, 2008).

2.4.9 Micélio aéreo estéril

Compreende um grupo heterogéneo de fungos imperfeitos, parasitas e
saprofitas, conhecidos apenas por seu estagio miceliano, ndo apresentando
conidios. Nesta ordem estdo incluidos fungos que podem apresentar corpos de
resisténcia — esclerdcios, que ndo possuem conidios endégenos. Os esclerdcios de
forma variada, de marrons a negros, sdo geralmente pequenos, formando-se na
massa miceliana, impedindo uma classificacdo de espécies dos mesmos (LACAZ et
al., 1998).



3 Objetivos

3.10bjetivo Geral

Isolar e identificar a microbiota fungica ambiental presente em laboratérios de
microbiologia de ensino, pesquisa e extensdo da Universidade Federal de Pelotas

(UFPel) durante o periodo de fevereiro a novembro de 2015, abrangendo as quatro
estacoes.

3.20bjetivos Especificos

- Isolar e identificar fungos leveduriformes em ambientes laboratoriais;

- Isolar e identificar fungos filamentosos anemdfilos em ambientes laboratoriais;

- Analisar a influéncia da sazonalidade na presenca e crescimento fungico em
diferentes ambientes laboratoriais.



4 Artigos
4.1 Artigo 1

Fungos anemaofilos em ambiente de laboratério de micologia veterinaria

MARTINS, Otavia de Almeida; MENDES, Josiara Furtado; CABANA, Angela
Leitzke; TELES, Alessandra Jacomelli; REIS-GOMES, Angelita; FARIA, Renata
Osorio de; MEIRELES, Mario Carlos Araujo Meireles.
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INTRODUCAO

Os fungos, seres eucariontes e heterotroficos, possuem ampla distribuicdo na natureza,
podendo ser encontrados em varios habitats, como: ar, gua, terra, seres vivos e alimentos. As
espécies fungicas encontradas podem sofrer variagdes conforme a localidade, estacdo do ano e
grau higroscopico do ar (SIDRIM, 1999).

A concentracdo de fungos no ambiente ainda depende de outros diversos fatores,
incluindo, nimero populacional, circulacdo de pessoas e animais, intensidade das trocas de ar
e ainda da limpeza e desinfeccdo ambiental (FALVEY &STREIFEL, 2007, XAVIER, 2008,
MATTEI, 2010)

Em seu habitat natural e em condi¢fes ambientais adequadas de temperatura e
umidade, eles crescem e se reproduzem sexuada e/ou assexuadamente de acordo com a
espécie e as necessidades de seu ciclo de vida, se difundindo amplamente na natureza, em
consequéncia da grande producdo de elementos de disseminacdo, os propagulos fungicos
(conidios/esporos). As vias de dispersdo mais comuns sdo o ar atmosférico, a agua, 0s insetos,
humanos e animais. Ao atingirem um substrato com condi¢cbes adequadas, germinam e
iniciam um novo ciclo (AL-DOORY; DOMSON, 1984).

Os fungos anemofilos tém o ar atmosférico como seu principal habitat, suportando
grandes variacdes de temperatura, umidade e pH. Sendo assim, sdo facilmente enco ntrados
em ambientes internos em qualquer lugar que tenha condigcdes para o seu desenvolvimento
(LACAZ etal., 2002).

Estima-se que 87% dos fungos anemofilos, quando inalados, ndo causam doengas em
humanos. Contudo, aproximadamente 10% atuam como oportunistas e 3% sdo patogénicos
(JAWETZ etal, 1998, MAGESTE et al, 2012).

Os fungos anemofilos podem causar problemas como a deterioracdo de materiais,
alergias, intoxicacbes e infeccGes. Assim, a presenca desses fungos em um laboratorio de
micologia pode causar grandes problemas econdmicos, de qualidade diagndstica, além dos
relacionados a pesquisa, podendo causar prejuizo a salde das pessoas que trabalham no local.
Dessa forma, o monitoramento de fungos torna-se necessario para um adequado controle
ambiental, fazendo uso das normas de biosseguranca, assegurando boas condicGes higiénico-

sanitarias e evitando assim contaminagoes.
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A necessidade de expansdo no conhecimento sobre isolamento e identificagcdo de
fungos anemafilos, o crescente interesse por micro-organismos alergénicos e a procura de
novos indicadores ambientais, vem despertando interesse no estudo destes fungos, ja que a
frequéncia e a diversidade dos mesmos pode estar associada a poluicdo ambiental, sendo,
portanto, considerados bons indicadores ambientais (SCHOEN LEIN-CRUSIUS et al, 2001).
O objetivo deste trabalho foi realizar o isolamento e identificacdo de fungos aneméfilos em
diferentes ambientes do Laboratorio de Micologia Veterindria da Universidade Federal de
Pelotas (UFPEL).

MATERIAL E METODO

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Micologia Veterinaria, Faculdade de
Veterinaria, da Universidade Federal de Pelotas. Para este estudo foram coletadas amostras,
em duplicata, durante 14 semanas, em diferentes ambientes do laboratorio (sala, cozinha,
bancada, fluxo e estufa), no periodo de marco a maio de 2014.

A metodologia baseou-se na técnica de sedimentacdo em placa de Petri contendo meio
Agar Sabouraud Dextrose com adicdo de cloranfenicol (0,4mg/mL), previamente preparado e
esterilizado. Estas placas ficaram abertas durante um periodo de 20 minutos, situadas a um
metro acima do piso, distantes das paredes em locais representativos no laboratorio
pesquisado. Transcorrido o tempo da coleta, as placas foram fechadas, identificadas, datadas e
incubadas a 25°C por até cinco dias, com observacao diaria.

Transcorrido este periodo foram analisadas as colénias fungicas encontradas e
guantificadas as Unidades Formadoras de Colénias (UFC) por placa, de acordo com protocolo
descrito no Clinical and Laboratory Standards Institute (CSLI, 2008). A identificacdo dos
géneros encontrados foi realizada por meio da observacdo macroscopica das coldnias,
associando-se ao exame direto destas em lamina de vidro com coloracgdo de lactofenol azul de
algoddo e observagdo em microscopio Optico, no aumento de 40X para a visualizagdo de
caracteristicas microscopicas individuais de cada espécie fungica, utilizando critérios
descritos em chaves de identificacdo. Os dados foram analisados por estatistica descritiva com

proporc¢des absolutas e relativas, sendo os resultados apresentados em tabelas de contigéncias.
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RESULTADO

No total de 10 placas expostas semanalmente, em cinco diferentes ambientes (sala,
cozinha, bancada, fluxo e estufa) do Laboratério de Micologia da Faculdade de
Veterinaria/UFPel, num total de 140 placas, nas quais foram observadas 1.162 unidades

formadoras de coldnias, sendo isolados 11 géneros fungicos, conforme a tabela 1.

Tabela 1: Géneros fungicos encontrados nos diferentes ambientes analisados no Laboratorio
de Micologia da Faculdade de Veterindria/lUFPel, margo-maio/2014 (valores expressos de
unidades formadoras de colonia — UFC)

Género UFC UFC UFC UFC UFC UFC Total
Fungico Sala Cozinha | Bancada Fluxo Estufa Total (%)
Aspergillus 42 25 157 87 71 382 32,87
spp.
Alternaria spp. 4 1 2 2 9 18 1,55
Cladosporium 17 65 4 15 11 112 9,64
spp.
Curvularia 5 1 6 0 0 12 1,03
spp.
Fusarium spp. 61 86 26 48 68 289 24,87
Mucor spp. 0 2 0 0 0 2 0,17
Paecilomyces 9 10 0 9 3 31 2,67
spp.
Penicillium 35 36 10 15 46 142 12,22
spp.
Rhizopus spp. 6 2 0 1 2 11 0,95
Rhodotorula 36 40 16 21 7 120 10,33
spp.
micelio aéreo 6 7 19 8 3 43 3,70
estéril

Os resultados obtidos apds o isolamento em cada ambiente serdo descritos abaixo: O
ambiente denominado sala, os géneros de fungos isolados foram Fusarium spp. (n=16 placas)
totalizando 61 unidades formadoras de colonia (UFC), Aspergillus spp. (n= 11) totalizando 42
UFC, Rhodotorula spp. (n=11) totalizando 36 UFC, seguido por Penicillium spp. (n=13)
totalizando 35 UFC e Cladosporium spp. (n=9) com 17 UFC. Os géneros Curvularia spp.,
Alternaria spp., Paecilomyces spp., Rhizopus spp. e micélio aéreo estéril foram encontrados
em menores quantidades, com (n=3) totalizando 5 UFC, (n=3) com 4 UFC, (n=4) com 9 UFC,
(n=4) com 6 UFC e (n=5) com 6 UFC respectivamente.

No ambiente denominado cozinha, o género dominante foi novamente o Fusarium

spp. (n=17 placas) com 86 UFC, seguido do Cladosporium spp. (n=7) com 65 UFC,
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Rhodotorula spp. (n=7) com 40 UFC e Penicillium spp. (n=11) com 36 UFC. Em menores
guantidades estavam Aspergillus spp. (n=15) com 25 UFC, Paecilomyces spp. (n= 4) com 10
UFC, micélio aéreo estéril (n=5) com 7 UFC, Rhizopus spp. (n=1) e Mucor spp. (n=2) com 2
UFC e representados por 1 UFC Alternaria spp. (n=1) e Curvularia spp. (n=1).

No ambiente denominado bancada, o género mais encontrado foi Aspergillus spp.
(n=13 placas), importante fungo com representatividade patogénica, com 157 UFC, Fusarium
spp. (n=14) com 26 UFC, micélio aéreo estéril (n=9) com 19 UFC Rhodotorula spp. (n=4)
com 16 UFC, em numeros reduzidos estavam os géneros Curvalaria spp. (n=5) com 6 UFC,
Penicillium spp. (n=8) com 10 UFC, Alternaria spp. (n=2) com 2 UFC e Cladosporium spp.
(n=4) totalizando 4 UFC.

No ambiente denominado fluxo, o género predominante também foi o Aspergillus spp.
(n=19) com 87 UFC, em seguida o Fusarium spp. (n=19) com 48 UFC e o Rhodotorula spp.
(n=7) com 21 UFC, em menores quantidades foram isolados, Cladosporium spp. (n=2) com
15 UFC, Penicillium spp. (n=5) com 15 UFC, Paecilomyces spp. (n=3 ) com 9 UFC, micélio
aéreo estéril (n=4) num total de 8 UFC, Alternaria spp. (n=2) com 2 UFC e Rhizopus spp.
(n=1) com apenas 1 UFC.

No ambiente denominado estufa, o género predominante foi Aspergillus spp. (n=11)
com 71 UFC, seguido por Fusarium spp. (n=21) com 68 UFC, Penicillium spp. (n=13)
totalizando 46 UFC, em menores quantidades estavam Cladosporium spp. (n=6) com 11
UFC, Rhodotorula spp. (n=4) com 7 UFC, Alternaria spp. (n=5) com 9 UFC, Paecilomyces
spp. (n=3 placas) e micélio aéreo estéril (n=2) com apenas 3 UFC encontradas e finalizando
Rhizopus spp. (n=1) com 2 UFC.

Na tabela 2, é apresentado o género Aspergillus distribuido nas suas sec¢bes Flavi,

Fumigati e Nigri.

Tabela 2: Género Aspergillus distribuido nas suas se¢Oes, encontrados nos diferentes
ambientes analisados no Laboratério de Micologia da Faculdade de Veterinaria/UFPel
(valores expressos de unidades formadoras de colonia — UFC)

UFC UFC UFC UFC UFC UFC

SecOes Aspergillus Sala Cozinha | Bancada Fluxo Estufa Total
A. secdo Flavi 37 6 145 80 64 332
A. secdo Fumigati 5 17 9 7 7 45
A. secdo Nigri 0 2 3 0 0 5
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DISCUSSAO

A determinacdo de fungos anemdfilos de areas externas ou internas de ambientes
laboratoriais tem sido pouco pesquisada, mas alguns estudos reforcam sua importancia devido
a contaminacdo de amostras, comprometendo diagnésticos (MARTINS-DINIZ et al., 2005).
Em nosso estudo, em todos os ambientes foram isolados fungos contaminantes
potencialmente patogénicos e potencialmente toxigénico, 0s quais caracterizam-se
principalmente e em maior frequéncia como os pertencentes a Aspergillus spp., fungo
filamentoso conhecidamente contaminante de ambiente e com carater oportunista, causador
de doencas principalmente respiratorias em individuos imunossupremidos (XAVIER, 2003),
Fusarium spp., Penicillium spp. e Rhodotorula spp.

No que diz respeito a diversidade fungica anemodfila encontrada, este estudo confirma
pesquisas antes realizadas em ambientes internos. Molina et al. (2002), pesquisando o ar de
ambientes interiores de um hospital, encontraram como mais frequente o género flngico
Aspergillus spp., seguido de outros fungos filamentosos, entre eles, em menor quantidade
presentes neste trabalho.

O género Aspergillus, um dos fungos mais isolados, possui mais de 300 espécies, com
cerca de 20 espécies patogénicas, destacando A. secdo fumigati e A. secdo flavi, que
contaminam o ambiente desprendendo milhares de conidios das suas fidlides e dispersando no
ar (SIDRIM; ROCHA, 2004). Este género da origem a grande quantidade de conidios
pequenos, lisos ou rugosos e capazes de serem veiculados muito facilmente pelo ar,
contaminando amostras de laboratorio, humanos e animais imunossuprimidos, caracterizando
doencas oportunistas (ABUNDIS-SANTAMARIA, 2003)

A identificacdo do Fusarium em nosso estudo, corrobora com estudos anteriores, 0S
quais enfatizam a adaptabilidade desse organismo em ambientes diversos, apontando o
Fusarium spp. como um dos principais fungos anemofilos do mundo, cuja inalacdo dos
conidios pode acarretar em diversas patologias (MENEZES et al., 2006).

Outro fungo isolado em varios ambientes foi 0 género Rhodotorula e segundo Gomes-
Lopes (2005), essa levedura ja foi considerada oportunista, entretanto nos ultimos anos tem
emergido como patdgeno oportunista, causando diversas contaminacdes e infecgdes
hospitalares.

Essa diversidade de fungos em ambientes fechados, segundo Gontijo Filho et al.

(2000), resulta da disseminacgdo ocasionada pelas correntes dos ventos, entre outros fatores
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abioticos do ambiente externo, e correlaciona-se principalmente no aparecimento de géneros
caracteristicos da microbiota local de determinada regido.

Pesquisas em diferentes locais do Brasil apresentam grande variagcdo nos resultados,
isso pode estar associado as diferencas geograficas e variagfes climaticas de cada regido,
onde segundo Galvagno & Forchiassin (2010) é possivel que a falta de crescimento se deva a
auséncia dos nutrientes necessarios para desenvolvimento de certas espécies flngicas e
demonstracdo de suas estruturas de reproducdo necessarias a caracterizacdo de espécies. Essa
variacdo também pode estar associada a forma em que cada pesquisa foi realizada (local,
coordenadas geograficas, estacdo do ano), ou devido as condigdes de analise e interpretacdo
dos dados de cada local, segundo protocolo laboratorial. Os fungos apresentam diferenciagdes
em sua incidéncia, que pode variar com a estacdo do ano, a umidade do ar, temperatura, hora
do dia, velocidade e direcdo do vento e, evidentemente pela presenca humana e o tipo de
climatizacdo do ambiente (GAMBALE et al., (1993); LACAZ et al. 2002; MEZZARI et al.,
2002). O estudo da sazonalidade da composicdo da microbiota do ar é de suma importancia
(MEDRELA-KUDER, 2003). Neste estudo ndo foi possivel observar nenhuma variacdo
sazonal da microbiota aneméfila, uma vez que ndo houve uma busca direcionada a repetir a
coleta nos mesmos ambientes em diferentes periodos do ano. A pesquisa por uma variacao
sazonal da microbiota podera ser uma proposta para estudos posteriores, envolvendo um
monitoramento mais ostensivo.

Além disso, Costa (1960) e Pecher et al (1988) destacam também a utilizacdo da
técnica sedimentacdo para o isolamento e identificacdo de fungos anemafilos, em estudos de
contaminacdo ambiental de ambientes fechados. Os aspectos positivos deste estudo séo:
técnica simples, de facil execugdo, além de permitir o estudo e a identificacdo das culturas
fungicas de maneira genérica; possibilitar o estudo da dispersdo semanal de propagulos
fungicos em determinada regido; permitir isolar fungos do ambiente e preparar embasamento
para estudos de etiologia de processos alergicos do sistema respiratorio (COSTA, 1960).
Porém como aspectos negativos sdo ressaltados: a dificuldade de obter a variacdo quantitativa
de crescimento dos fungos isolados, devido as dificuldades em saber o0 volume e a velocidade
das correntes de ar que passam sobre as placas em exposicdo e o crescimento rapido de certos
fungos, menos exigentes, prejudicando o crescimento de outros secundarios e sua consequente
classificacdo (COSTA, 1960).

A partir da analise dos dados desta pesquisa, é possivel comprovar a grande ocorréncia
de fungos anemofilos nos ambientes laboratoriais analisados, tendo em vista o isolamento e a

identificacdo de géneros distintos. O género mais frequente observado foi o Aspergillus
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distribuidos nas suas sec¢bes Flavi, Fumigati e Nigri. Estes resultados conduzem a tomada de

medidas relacionadas ao controle ambiental dentro do laborat6rio avaliado.

AGRADECIMENTOS
CNPq, CAPES e FAPERGS.

REFERENCIAS
AL-DOORY, Y.; DOMSON, J.F. Mould allergy. Philadelphia: Lea e Febigh, 1984.

CLSI - Clinical And Laboratory Standars Institute. Reference method for broth dilution
antifungal susceptibility testing of yeasts; approved standard-third edition. CLSI document
M27-A3. 3rd ed. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute, 2008.

COSTA, C. A. A Contribuicdo ao Estudo Qualitativo da Flora Micotica do Ar da
Cidade de Beléme Sua Possivel Relacdo com Asma Bronquica e Rinite Alérgica. [s.l.]
Universidade Federal do Pard, Faculdade de Medicina, 1960.

FALVEY, D.; STREIFEL, A. Ten-year air sample analysis of Aspergillus prevalence in a
university hospital. Journal of Hospital Infection. v. 67, p. 35-41, 2007.

GALVAGNO M. A; FORCHIASSIN, F. Fisiologia dos Fungos: crescimento, morfologia e
diferenciacdo. In: Fungos: uma introducdo a biologia bioguimica e biotecnologia. 2. ed.
Caxias do Sul: Editora da Universidade de Caxias do Sul, 2010.

GONTHO FILHO, P. P.; SILVA, C. R. M.; KRITSKI, A. L. Ambientes climatizados,
Portaria 3.523 de 28.08.98 do Ministério da Saude e padrdes de qualidade do ar de interiores
do Brasil. Jornal de Pneumologia, 26(5), 2000.

JAWETZ, E. ; MELNICK, J.I; ADELBERG, E. Microbiologia médica. 20. ed. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 1998. 524 p.

LACAZ, C.S.; PORTO, E.; MARTINS, J. E. C.; HEINS-VACCAU, E. M.; MELO, N. T.
9.ed. Tratado de micologia médica. Sdo Paulo: Sarvier, 2002.

MAGESTE, J. O.; PEREIRA, T.C. D.; SILVA, G. A;; BARROS, R. A. M. Estudo da
Microbiota Fungica Anemofila de uma IndUstria Farmacéutica de Juiz de Fora — MG.
FACIDER- Revista Cientifica, vol 1, n°1, 2012.

MATTEI A. S. Pesquisa de fungos com potencial patogénico em ambientes e
equipamentos de uso veterinario e avaliacdo da desinfeccdo hospitalar. 2010. 83f.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pds-Graduacdo em Veterindria. Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas.

MOLINA, R. T.; GARIJOB, M. A. G.; RODRIGUEZ, A.F.M.; PALACIOS, I. S. Pollen and
spores in the air of a hospital out-patient ward. Allergol Immunopathol 30:232-8, 2002.



39

PECHER, S.A., CASTRO, G.B., BORRAS, M.R.L. Inquérito sobre fungos anemdfilos na
fronteira do Brasil-Colombia. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 21:
63-66, Abr-Jun, 1988.

SCHOENLEIN-CRUSIUS, I.H.; TRUFEM, S.F.B.; GRANDI, R.A.P.; MILANEZ, A.l;
PIRES-ZOTTARELLI, C.L.A. Airborne fungi in the region of Cubatdo, S&o Paulo State,
Brazil. Brazilian Journal Of Microbiology, v.32. p.61-65, 2001.

SIDRIM, J. J. C. & MOREIRA, J. L. B. Fundamentos clinicos e laboratoriais da micologia
médica. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1999. 287p.

XAVIER, M. O.; MADRID, I. M.; CLEFF, M. B.; CABANA, A.L.; SILVA FILHO, R.

P.; MEIRELES, M. C. A.. Contaminagdo do ar quanto ao género Aspergillus em ambiente de
reabilitacdo de animais marinhos. Brazilian Journal of Veterinary Researchand Animal
Science, v. 45, p. 174-179, 2008.

RESUMO: Os fungos que vivem no ar atmosferico sdo denominados anemdfilos, sendo esse
habitat 0 meio de dispersdo mais utilizado por esses organismos. Assim, dificilmente pode
existir ambiente livre de contaminagdo fungica. A presenca desses fungos em um laboratorio
de micologia pode causar problemas relacionados a dificuldade de isolamento fungico na
rotina diagnostica , assim como a contaminacao de culturas fungicas estocadas e utilizadas em
projetos de pesquisa, além da possibilidade de se tornar problema de salde publica em casos
de fungos oportunistas ou patogénicos. O objetivo deste trabalho foi realizar o isolamento e
identificacdo de fungos anemdfilos presentes em diferentes ambientes do Laboratdrio de
Micologia Veterindria da Universidade Federal de Pelotas. Para este estudo foram coletadas
amostras semanais durante os meses de marco a maio de 2014, de cinco diferentes ambientes
do laboratdrio, e em duplicata, totalizando 14 coletas. A metodologia baseou-se na técnica de
sedimentacdo em placa de Petri contendo dgar Sabouraud Dextrose. Foram identificados 11
géneros de fungos: Aspergillus spp. (33,07%), Fusarium spp. (24,98%), Penicillium spp.
(12,27%), Rhodotorula spp. (10,38%), Cladosporium spp. (9,68%), Paecilomyces spp.
(2,25%), Alternaria spp. (1,55%), Curvularia spp. (1,04%), Rhizopus spp. (0,95%), Mucor
spp. (0,17%), e alguns classificados em micélio estéril (3,72%). O género mais
frequentemente observado foi o Aspergillus spp. distribuidos nas secBes Flavi. Fumigati e
Nigri. Estes resultados conduzem, futuramente, para estudos mais aprofundados de controle
ambiental neste ambiente laboratorial.

Palavras-chave: Fungos, contaminacdo ambiental, identificacao.

ABSTRACT: Fungi that live in the atmospheric air are called airborne, and this habitat is
used by these organisms for dispersion. So, it is very difficult to find an environment
without fungi contamination. It could cause problems related to the difficulty of fungal
isolation in a diagnostic routine, as well as contamination of stored fungal cultures that are
used in research projects, besides the possibility of becoming a public health problem in cases
of opportunistic or pathogenic fungi. The objective of this work was to isolate and identify the
airborne fungi present in different environments in the Veterinary Mycology Laboratory of
the Federal University of Pelotas. Samples of air were collected weekly between the months
of March to May of 2014, in five different environments of the lab, in duplicate, totaling 14
samples. The methodology was based on sedimentation technique in Petri dishes containing
Sabouraud Dextrose agar. It was identified eleven fungi species: Aspergillus spp. (33.07%),
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Fusarium spp. (24.98%), Penicillium spp. (12.27%), Rhodotorula spp. (10.38%),
Cladosporium spp. (9.68%), Paecilomyces spp. (2.25%), Alternaria spp. (1.55%), Curvularia
spp. (1.04%), Rhizopus spp. (0.95%), Mucor spp. (0.17%), and some fungi classified as sterile
mycelium (3.72%). The most frequently genus observed was Aspergillus spp.distributed in
sections: Flavi, Fumigati and Nigri. These results lead, in the future, for more detailed studies
of environmental control in this laboratory.

Keywords: Fungi, environmental contamination, identification.
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4.2 Artigo 2
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Resumo

Fungos sdo organismos heter6trofos que apresentam distintos papéis nos
ecossistemas. Existem milhdes de espécies de fungos, distribuidos em diversos
habitats como ar, &gua, solo, matéria vegetal e animal em decomposicdo e vivos.
Nao existem ambientes livres da presenca fungica, portanto o conhecimento sobre a
qualidade do ar é um fator preponderante para a saude humana,
estando relacionada,com a presenca, a (quantidade e a qualidade da
diversidade fungica no ambiente. O presente estudo foi desenvolvido junto ao
Centro de Diagnostico e Pesquisa em Micologia Veterinaria da Universidade Federal
de Pelotas/UFPel, durante o periodo de um ano (abrangendo as quatro estacdes).
Nove laboratorios foram analisados e as coletas foram realizadas atravées da
técnica de sedimentacdo em placa. A partir dos resultados obtidos, foi possivel
comprovar a grande ocorréncia de fungos anemofilos nos nove laboratorios
analisados durante as quatro estacbes climaticas (verdo, outono, inverno e
primavera), com o isolamento e identificacdo de 16 diferentes géneros flngicos,
incluindo fungos filamentosos e leveduriformes. Outono foi a estagdo em que obteve
uma maior incidéncia de crescimento de fungos anemdfilos, enquanto que no
inverno houve um menor numero de crescimento de coldnias fungicas. O género
mais frequente observado foi Cladosporium, seguido de Penicillium.

Palavras chave: Penicilium spp.; Cladosporium spp.; contaminacdo ambiental;
anemdfilos.
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Introducéao

Fungos sé@o organismos heterotrofos, em funcéo disso apresentam distintos
papéis nos ecossistemas, podendo ser saprobios, parasitas de plantas e animais e
simbiontes [1]. Estima-se que existam aproximadamente 1,5 milhdes de espécies de
fungos [2], distribuidos em diversos habitats como ar, agua, solo, matéria vegetal e
animal em decomposicao e/ou viva [1].

Em funcdo disso, ndo existem ambientes livres da presenca fungica, pois
estes se propagam em locais habitados, além de poderem sobreviver a grandes
variacdes de temperatura, a baixa taxa de umidade, em grandes variacées de pH e
em baixas concentracoes de oxigénio, sendo comum a exposicdo a propagulos
fungicos e seus metabdlitos, principalmente em ambientes internos como escritérios,
escolas, hospitais, laboratorios e residéncias [3; 4].

Sob o ponto de vista micolégico, a atmosfera € um ambiente mais pobre
quando comparado com o solo e a agua, contudo € o ambiente que circunda e &
inalado por humanos e grande parte dos animais, sendo, por isso, intensa a
interacdo com fungos atmosféricos [5]. Considera-se que a qualidade do ar de
ambientes do interior de instalacbes € um dos mais importantes fatores que
influenciam a qualidade de vida, e a poluicdo pode resultar em problemas de saude
e aumento da mortalidade [6].

O conhecimento sobre a qualidade do ar é um fator preponderante para a
saude humana, estando esta relacionada em grande parte com a presenca, a
guantidade e a qualidade da diversidade fungica presente no ambiente [7; 8].
Estima-se que 87% dos fungos anemdfilos, quando inalados ndo causem doencas
em humanos. Contudo, aproximadamente 10% atuam como oportunistas e 3% séo
patogénicos [9; 10].

Sabidamente a exposi¢do ao ar contaminado por fungos e seus metabdlitos
pode causar alergias, sintomas téxicos e irritantes dentre outras doencas. Apesar
deste impacto na saude humana, poucos estudos tém focado na presenca de fungos
em ambientes de laboratérios. Além do prejuizo a salude das pessoas que trabalham
em tais locais, a presenca de fungos pode causar grandes problemas econémicos,
de qualidade diagnostica e relacionados a pesquisa. O objetivo deste trabalho foi

realizar o isolamento e a identificacdo da microbiota fungica presente em nove
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laboratérios de ensino, pesquisa e extensdo da Universidade Federal de Pelotas

(UFPel), avaliando possiveis variacdes conforme a sazonalidade.

Material e Métodos

O estudo foi desenvolvido no Centro de Diagndstico e Pesquisa em Micologia
Veterinaria da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas
(MICVET-FAVET-UFPel).

Foram analisadas amostras oriundas de nove laboratérios de ensino,
pesquisa e extensdo da Universidade Federal de Pelotas, mediante termo de
consentimento.

As amostras microbioldgicas foram coletadas da sala de estudos e dos
laboratorios pertencentes as instalagbes de nove distintos laboratorios de
microbiologia da Universidade Federal de Pelotas, todos localizados no mesmo
campus.

As coletas ocorreram entre os meses de fevereiro a novembro de 2015,
sendo realizadas um total de quatro coletas microbiolégicas mensais dos ambientes
analisados em cada laboratério, distribuidas conforme as estacfes climaticas: veréo,
outono, inverno e primavera. As amostras foram coletadas em triplicada em placas
de Petri, totalizando duzentas e vinte oito placas por més.

A técnica utilizada foi a de sedimentacdo em placas de Petri contendo meio
Agar Sabouraud dextrose com adi¢cdo de cloranfenicol (0,4mg/mL), previamente
preparado e esterilizado. As placas foram expostas durante 20 minutos, a um metro
acima do piso, distantes das paredes.

As amostras foram identificadas com local e data de coleta e incubadas a
25°C em estufa durante cinco dias com observacao diaria para identificacdo das
cepas isoladas.

As colénias fungicas isoladas foram quantificadas utilizando Unidades
Formadoras de Colbnias (UFC) por placa, de acordo com protocolo descrito no
Clinical & Laboratory Standards Institute [11].

Para a identificacdo dos fungos foram observadas as caracteristicas

macroscoépicas das colbnias, associando-se ao exame direto destas em lamina de
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vidro e observadas em microscopio Optico, no aumento de 400X para a visualizagao
de caracteristicas microscoépicas individuais de cada espécie fungica. Além disso,
realizou-se microcultivo das colonias entre lamina e laminula. As amostras
filamentosas foram coradas com azul de metileno, enquanto as leveduras foram
visualizadas com a coloracédo de Gram.

A identificacdo foi feita utilizando-se critérios descritos em chaves de
identificacdo e caracteristicas morfotintoriais (macro e micromorfolégicas). Colonias
fungicas que ndo apresentaram estrutura de frutificacdo do micélio reprodutivo,
mesmo apos exame de microcultivo, foram classificadas como micélio aéreo estéril.

Os dados meteorolégicos de temperatura e umidade relativa do ar foram
obtidos através dos registros cedidos pelo Laboratério de Agrometeorologia da
Estacdo Agroclimatolégica da Embrapa Clima Temperado, localizada na latitude 31°
52’ 00” S, longitude 52° 21’ 24” W (GRW) e altitude de 13, 24 m, Campus da
Universidade Federal de Pelotas/Embrapa.

Os dados foram analisados por estatistica descritiva com propor¢cdes
absolutas e relativas, os resultados foram apresentados em tabelas de contingéncia,
aplicando-se o teste do qui-quadrado (x?) apresentando o valor-P, interpretado

utilizando nivel de significancia de 5%.

Resultados

Durante o periodo de estudo foram isoladas um total de 5101 UFC. Conforme
a sazonalidade, o outono foi a estagdo que apresentou maior numero de UFC,
correspondendo a 35% (1808/5101) do total encontrado, jA no inverno obteve-se
apenas 17,3% (884/5101).

Nao houve diferenca significativa entre o nimero de UFCs encontradas nos
distintos laboratorios, assim como também ndo houve diferenca de UFCs
encontradas nos distintos ambientes pertencentes aos laboratorios, conforme tabela
1.
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Tabela 1. Unidades Formadoras de Colbnia (UFC) de fungos anemodfilos
encontradas em ambientes pertencentes a distintos laboratérios de microbiologia
conforme a sazonalidade

Verao Outono Inverno Primavera
Ambientes dos laboratérios TOTAL

UFC
UFC UFC UFC UFC
. Laboratorio 73 93 46 32 212
Laboratério 1
Sala de estudos 75 79 49 49 252
Laboratério 92 129 42 49 312
Laboratério 2
Sala de estudos 79 109 32 62 282
) Laboratorio 150 158 31 73 412
Laboratério 3
Sala de estudos 101 60 61 66 288
Laboratorio 49 79 55 62 245
Laboratério 4
Sala de estudos 85 109 42 63 299
Laboratério 48 92 68 49 257
Laboratério 5 Sala de estudos 62 45 67 60 234
Sala de vacinas 39 44 37 47 167
Laboratoério 109 46 68 61 284
Laboratério 6
Sala de estudos 85 63 28 59 235
Laboratorio 56 202 61 62 381
Laboratério 7
Sala de estudos 59 217 32 72 380
. Laboratorio 26 47 50 55 178
Laboratério 8
Sala de estudos 25 35 29 50 139
Laboratério 57 79 54 66 256
Laboratério 9
Sala de estudos 63 122 32 39 256
Total 1.333 1.808 834 1.076 5.101

No total foram isolados 16 géneros fangicos: Absidia, Acremonium, Alternaria,
Aspergillus, Aureobasidium, Bipolaris, Cladosporium, Curvularia, Epicoccum,
Fusarium, Mucor, Nigrospora, Paecilomyces, Penicilium, Rhizopus, Rhodotorula e
micélio aéreo estéril. A estacdo do outono foi a que apresentou maior diversidade de
microbioma fangico, isolando-se todos os 16 géneros. No verdo e primavera nao
houve isolamento do género Rhizopus, e diferentemente das outras estacées nas
quais Peniccilium spp. foi o segundo fungo mais frequente, a primavera teve
isolamento da levedura Rhodotorula. O inverno foi a estagdo com menor numero de
géneros fungicos isolados ndo havendo isolamento de Acremonium spp.,
Aureobasidium spp. e Nigrospora spp.. Cladosporium spp. foi predominante no

namero de isolamentos em todas as estacfes e em todos os laboratérios, conforme
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tabelas 2 e 3, seguido de Penicillium, do grupo micelio aéreo estéril e de Aspergillus
spp. Sendo, o grupo micélio aéreo estéril composto por fungos filamentosos néo
produtores de micélio reprodutivo, possivelmente pertencentes a um grupo

heterogéneo de géneros.
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Tabela 2. Géneros fungicos e respectivas Unidades formadoras de Col6nias (UFC) encontradas em amostras do ar de cinco dos

laboratérios analisados conforme a sazonalidade

LABORATORIO 1 LABORATORIO 2 LABORATORIO 3 LABORATORIO 4 LABORATORIO 5
GENEROS V O I P T V 0 I P T V O I P T V 6] | p T V o] I P T
Absidia 1 3 o O 4 2 0 3 3 8 0 0 0 3 3 0 2 2 1 5 0 0 4 1 5
Acremonium 3 7 o 1 11 3 8 o 3 14 5 1 0 4 10 3 9 o 3 15 2 6 0 2 10
Alternaria 1 19 o 0 20 8 19 1 4 32 6 15 7 5 33 12 11 6 5 34 5 10 10 3 28
Aspergillus 10 6 11 6 33 2 1 g8 1 12 3 14 8 30 17 4 11 5 37 2 18 6 26
Aureobasidium 1 5 o 1 7 1 6 0 0 7 1 1 0 1 3 0 1 1 2 1 1 0 1 3
Bipolaris 0 3 0 O 3 5 0 0 0 5 1 0 1 10 4 5 2 11 1 0 0 9
Cladosporium 21 23 27 18 g9 43 32 16 33 124 52 58 19 29 158 13 34 20 26 93* 57 67 34 44 202+
Curvularia 11 18 1 1 31 10 22 1 6 39 24 14 5 0 43 20 24 7 5 56 9 7 9 5 30
Epicoccum 2 2 0 1 5 5 0 1 3 9 3 6 0 3 12 2 5 1 3 11 3 1 0 1 5
Fusarium 2 18 2 1 23 9 14 1 0 24 4 10 5 2 21 7 10 5 4 26 2 2 5 3 12
Mucor 4 15 5 2 26 9 20 5 5 39 5 18 6 8 37 10 19 3 8 40 17 10 14 5 46
Nigrospora 5 1 o 0 16 7 2 o 1 10 2 2 o0 1 5 5 2 o0 1 8 1 2 o 0 3
Paecilomyces 2 12 3 11 28 5 27 8 6 46 3 6 5 10 24 4 0 3 0 7 6 7 14 14 4
Penicillium 51 16 26 16 109 30 30 9 19 83 114 33 20 16 183 7 24 926 14 71 13 27 27 20 g7
Rhizopus o 0 1 o 1 o 0 0 o o o O o o o o O o o o o O 6 o0 &6
Rhodotorula 1 4 2 7 14 10 5 3 9 27 4 2 1 18 25 0 0 o 10 10 7 1 9 13 30
MAE 23 20 17 16 76 22 52 18 18 110 24 39 10 30 103 30 38 13 37 118 23 32 22 38 115

TOTAL 148 172 95 81 496 171 238 74 111 594 251 218 92 139 700 134 188 97 125 544 149 181 172 156 658

V= Verao; O= Outono; I= Inverno; P=Primavera; T= Total; MAE= Micélio Aéreo Estéril * p=0,000
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Tabela 3. Géneros fungicos e respectivas Unidades formadoras de Colonia (UFC) encontradas em amostras do ar de quatro dos

laboratérios analisados conforme a sazonalidade

LABORATORIO 6

LABORATORIO 7

LABORATORIO 8

LABORATORIO 9

GENEROS \% | P \Y O I P T V | T \ O | P T
Absidia 0 2 3 2 0 1 3 6 0 1 4 0 3 1 1 5
Acremonium 1 0 1 0 1 0 2 3 1 0 2 5 4 0 2 11
Alternaria 2 4 3 4 9 4 2 19 1 1 3 6 18 3 1 28
Aspergillus 38 3 4 173 12 2 191 4 6 15 6 5 9 4 24
Aureobasidium 0 2 2 9 0 1 12 1 0 2 0 0 0 1 1
Bipolaris 3 0 5 6 0 0 1 3 0 7 5 8 2 0 15
Cladosporium 46 36 41 31 23 27 122* 10 2 91* 43 49 1 27 138*
Curvularia 10 5 9 6 2 2 19 4 4 15 8 15 7 5 35
Epicoccum 2 2 1 3 0 0 4 0 0 1 1 1 0 2 4
Fusarium 0 3 2 5 7 2 16 1 0 5 2 9 5 1 17
Mucor 4 6 5 12 3 7 27 5 5 19 7 14 6 1 28
Nigrospora 7 0 11 0 0 0 1 8 0 11 4 6 0 0 10
Paecilomyces 10 3 2 17 3 8 30 1 8 18 4 10 5 5 24
Penicillium 60 6 13 107 25 17 162 4 53 8 29 11 60
Rhizopus 0 0 0 3 2 0 5 0 3 3 0 0 0
Rhodotorula 7 20 8 1 31 40 1 13 5 1 19 25
MAE 4 27 6 36 11 30 83 7 55 16 29 25 87
TOTAL 194 120 519 115 419 93 134 761 5 105 317 201 105 512

V= Verdo; O= Outono; I= Inverno; P=Primawera; T= Total; MAE= Micélio Aéreo Estéril * p=0,000
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A concentragdo dos fungos no ambiente variou conforme a estagéo climatica
(p= 0,000). Entre todos os géneros identificados Cladosporium foi predominante em
todas as estacbes (p= 0,000), seguido por Penicillium, Aspergillus e Curvularia. A
maior concentracdo de UFCs ocorreu no periodo entre o final do verdo e inicio do

outono (Figura 1).

400
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zzz \\V/ Aspergillus
/\ \ Cladosporium
150 ~_
100 —r/ ~ \ Penicillium
7
50 \;

Curvularia

Unidades Formadoras de Colonias
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Verao Outono Inverno Primavera
22°C 16,4°C 13,2°C 19eC
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Figura 1. Variacdo de Unidades Formadoras de Coldnia (UFC) dos quatro principais
géneros fungicos isolados nos laboratdorios de microbiologia de uma Instituicdo de
Ensino Superior, conforme as estacdes climaticas e suas respectivas médias de

temperaturas e umidade relativa do ar.

Discussédo

A exposicdo aos fungos ocorre primariamente em ambientes externos,
contudo, conidios podem penetrar ambientes internos e colonizar materiais e o ar
atmosférico [12]. Em estudo realizado, na mesma regido, sobre fungos em ambiente
externo foi encontrado uma diversidade de fungos semelhantes a encontrada no
presente estudo [13].

Cladosporium spp., Penicillium spp. e Aspergillus foram os géneros mais
prevalentes, em conformidade com outros estudos [14; 15; 16; 4]. A predominancia

de Cladosporium em relacdo a outros fungos anemofilos € bem documentada, de
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forma semelhante outros pesquisadores encontraram taxas de predominancia em
torno de 50% deste género sobre o total de fungos isolados. Dados obtidos
independentemente de o local dasanalises ser em ambientes internos ou externos,
rurais ou urbanos, sendo este considerado o fungo atmosférico mais abundante [5].

Por suas caracteristicas morfolégicas, como alta taxa de producéo e liberacao
de conidios em todas as fases de seu desenvolvimento e baixa biomassa,
Cladosporium se torna um excelente dispersor [17]. Podendo contaminar ambientes
internos e, em concentracdes elevadas, causar alergias respiratérias [13]. Porém,
este fungo também classifica-se como um saprofita raramente associado a casos de
patologias, sendo uma delas a cladosporiose, uma micose do sistema nervoso
central com porta de entrada e fatores de viruléncia desconhecidos [18].

Penicillium e Aspergillus, diferentemente de Cladosporium, se caracterizam
por uma maior concentragcdo em ambientes internos que externos, muito
provavelmente por serem xerofilicos tendo um bom crescimento e liberagdo de
conidios em ambientes com baixa umidade, como poeira e materiais utilizados na
construcdo de prédios [19; 20]. Esses fungos podem causar aumento no risco de
infeccBes respiratorias, irritacdo das vias aéreas e asma, alergias, problemas graves
em imunossuprimidos e riscos para quem manipula fitoterapicos contaminados,
tendo em vista a possivel inalacdo durante o processo de manipulacdo [21; 18; 22].
Ainda € necessario considerar que esses fungos sdo potentes produtores de
micotoxinas e compostos organicos volateis [18; 19; 23].

Considera-se que quase 100% as particulas de bioaerosois presentes no
interior dos ambientes variam conforme o0 meio externo [24], o que explicaria a maior
ocorréncia de UFCs registrada no final do verdo e inicio do outono, estacdes que
registram respectivamente temperaturas médias maximas e minimas variando entre
27,8 a 12,4°C e umidade relativa do ar entre 78,7% e 82,8%. Estas condicfes sao
consideradas boas para ocorréncia de esporulacdo, que tem como temperatura
otima entre 25 e 30°C, do mesmo modo a liberacdo de conidios é favorecida pela
alta umidade relativa do ar [21].

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, foi possivel comprovar a
grande ocorréncia de fungos anemofilos nos nove laboratérios analisados durante as
guatro estacdes climaticas (verdo, outono, inverno e primavera), com o isolamento e
identificacdo de 16 géneros fungicos, além do grupo heterogéneo com micélio aéreo

estéril. Outono foi a estacdo em que teve uma maior incidéncia de crescimento de
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fungos anemofilos, enquanto que no inverno houve o menor nimero de crescimento

de colbnias. Os géneros mais frequentes foram Cladosporium spp.e Penicillium.
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5 Considerac¢des Finais

Muitos dos fungos encontrados neste estudo podem ser fungos patogénicos
aos seres humanos, causando alergias e intoxicacdes, além de serem importantes
contaminantes de amostras. O que torna preocupante a sua presenca em todos 0s
ambientes estudados nos laboratérios de microbiologia.

A caracterizacdo e identificacdo da microbiota fungica anemofila, foi
importante para alertar a responsabilidade dos laboratérios, e evitar problemas
econbmicos, de qualidade diagndstica e relacionados a pesquisa, podendo também
causar prejuizo a saude das pessoas que trabalham no local.

Uma das dificuldades encontradas ao longo deste trabalho foi a falta de dados
nas revisoes de literatura. Havendo muitos trabalhos que fazem o levantamento da
micobiota de hospitais, unidades de terapia intensiva, industrias e bibliotecas,
enquanto que sao insipientes os estudos acerca de contaminagcdo de ambiente de
laboratdrios, principalmente de instituicbes de ensino, sendo inexistente o controle
da microbiota fungica.

Acredita-se que a quantidade e diversidade fungica evidenciadas na
pesquisa, se justifiquem pelo fato de serem laboratérios de pesquisa e extensao,
intensamente frequentado pelos alunos e funcionarios da Instituicdo. Além disso, a
contaminacdo observada pode ser associada a falta de uma metodologia de
limpeza. Por este motivo, sugere-se que sejam adotados métodos de desinfeccéo
mais eficazes nos ambientes pesquisados para assim ter um adequado controle
ambiental, além de fazer uso de normas de biosseguranca. Assegurando, assim,
boas condi¢cdes higiénico-sanitarias no intuito de melhorar as praticas laboratoriais
da Instituicdo pesquisada, bem como preservar a saude dos alunos, professores e

servidores que frequentam estes locais.
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Anexo A

Modelo de termo de consentimento da participacdo dos laboratérios

Laboratério de Doencas Infecciosas - Setor Micologia
Faculdade de Veterinaria — UFPel
Departamento de Veterinaria Preventiva
CEP 96010-900 / Pelotas-RS
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Vimos por meio deste, apresentar pesquisa que € parte integrante do projeto de
mestrado da aluna do programa de P6s Graduagdo em Veterindria-PPGV-UFPel- Otavia de
Almeida Martins, estando esta sob orientacdo do Prof° Dr. Mério Carlos Araujo Meireles e
co- orientacdo da Prof Dra. Renata Osorio de Faria. Tal projeto esta sendo, desenvolvido no
Departamento de Veterinaria Preventiva, setor de Doengas Infecciosas- Centro de Diagndstico
e Pesquisa em Micologia Veterinaria (MicVet).

O projeto tem por objetivo isolar e identificar a microbiota fungica presente em
diferentes laboratorios da Universidade Federal de Pelotas durante o periodo de um ano,
abrangendo as quatro estaces climaticas diferentes. A presenca desses fungos em tais
ambientes pode causar grandes problemas econdmicos, de qualidade diagndstica e
relacionados a pesquisa, podendo também causar prejuizo a salde das pessoas que trabalham
no local. Justifica-se o estudo uma vez que inexistem pesquisas semelhantes na Instituicdo
que sera avaliada. Ainda, os resultados da presente pesquisa serdo utilizados de forma a
propor medidas para um adequado controle ambiental, fazendo uso das normas de
biosseguranca, assegurando boas condig¢fes higiénico-sanitarias no intuito de melhorar as
praticas laboratoriais da Instituicdo pesquisada.

O presente projeto intitulado: Isolamento e identificacdo de fungos anemofilos em
diferentes laboratorios da Universidade Federal de Pelotas aguarda aprovacao pelo COCEPE

A metodologia serd baseada na técnica de sedimentacdo em placa de Petri (MINAMI,
2003) e posterior avaliagdo das unidades formadoras de colonia (UFC). Todas as informacdes
colhidas e os resultados das coletas serdo analisados em carater estritamente cientifico,
mantendo-se a confidencialidade dos dados e dos locais de coleta, em nenhum momento
dados que identifiquem os locais de estudo e comprometam de alguma forma os locais
estudados, serdo divulgados. Apds o término da pesquisa 0s resultados estardo a disposicéo
para pesquisa e avaliagdo, tanto do Centro de diagndstico e pesquisa em micologia veterinaria
como para os laboratorios que cederam 0 espaco e amostra para integrar esta pesquisa.

As coletas estdo previstas para 0os meses de fevereiro, margo, maio, agosto e
novembro. Nas possiveis datas (05, 06, 12, 13, 26 e 27 de fevereiro; 05 e 06 de margo; 07, 08,
14, 15, 21, 22, 28 e 29 de maio; 06, 07, 13, 14, 20, 21, 27 e 28 de agosto; 05, 06, 12, 13, 19,
20, 26 e 27 de novembro).

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO

Eu, , RG n°
declaro ter sido informado e concordo em participar do projeto de pesquisa acima descrito.




