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Resumo - A qualidade do ar afeta diretamente a saide da populagdo em geral. Levando em
consideragdo a permanéncia de individuos por longos periodos em ambientes fechados, o
monitoramento da qualidade do ar destes ambientes é de extrema releviancia. Com isso, o presente
estudo teve como objetivo analisar a populagdo e a diversidade de fungos anemafilos em um ambiente
climatizado pertencente a uma agéncia bancaria publica, no municipio de Jodo Pessoa, Paraiba,
Brasil. Foram avaliados quantitativamente e qualitativamente, fungos anemofilos em diferentes
setores climatizados do referido estabelecimento bancdrio. A amostragem foi realizada utilizando
o método ativo por Impacta¢do de Ar, utilizando na amostragem um Impactador Bioaerossol de
estagio 1. A identificagdo dos fungos anemofilos nas amostras de ar foi realizada pela técnica de
microcultivo em lamina, e avaliacao das estruturas macroscdpicas e microscopicas. Os resultados
indicaram altas taxas de detec¢ao de fungos anemofilos em 16 dos 19 ambientes avaliados. Ainda,
foi possivel observar alta porcentagem média de Aspergillus sp. (41%) e Penicillium sp. (15%) nos
diferentes setores analisados. Os dados obtidos no estudo demonstram a importancia da periddica
avaliacdo da qualidade de ambientes internos, assim como a necessidade da regular sanitizagao de
ambientes e aparelhos de ar condicionado.

Palavras-chave: Diversidade fingica. Ar condicionado. Aspergillus sp.

Microbiological analysis of anemophilous fungi in acclimatized indoor environments

Abstract - Air quality directly affects the health of the general population. Considering the indoor
permanence of individuals for long periods, monitoring the air quality of these environments is
extremely important. Thus, the present study aimed to analyze the population and diversity of
anemophilous fungi in an air-conditioned environment belonging to a public bank branch, in
Jodo Pessoa, Paraiba, Brazil. Anemophilous fungi were evaluated quantitatively and qualitatively
in different climatized sectors to a banking establishment. The sampling was carried out using the
active method by Air Impaction, the equipment used in the sampling being a Stage 1 Bioaerosol
Impactor. The identification of anemophilous fungi in the air samples was performed using the
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microcultivation technique, and evaluation of macroscopic and microscopic structures. The results
indicated high rates of detection of anemophilous fungi in 16 of the 19 environments evaluated. It
was also possible to observe a high average percentage of Aspergillus sp. (41%) and Penicillium sp.
(15%) in the different sectors analyzed. The data obtained in the study demonstrate the importance of
periodic assessment of the quality of indoor environments, as well as the need for regular sanitizing
of environments and air conditioning units.

Keywords: Fungal diversity. Air conditioning. Aspergillus sp.

Analisis microbiologico de hongos anemofilos en ambientes interiores aclimatados

Resumen - La calidad del aire afecta directamente a la salud de la poblacion en general. Teniendo en
cuenta la permanencia de los individuos por largos periodos en ambientes cerrados, el monitoreo de
la calidad del aire de estos ambientes es extremadamente importante. Asi, el presente estudio tuvo
como objetivo analizar la poblacion y la diversidad fingica de hongos anemdfilos en un ambiente
climatizado perteneciente a una sucursal bancaria publica, en el municipio de Joao Pessoa, Paraiba,
Brasil. Se evaluaron cuantitativa y cualitativamente, hongos anemdfilos en diferentes sectores
climatizados del referido establecimiento bancario. El muestreo se realizé mediante el método activo
por Impactacion del Aire, utilizando un Impactador Bioaerosol de una etapa. La identificacion de
hongos anemofilos en las muestras de aire se realiz6 mediante la técnica de microcultivo en lamina
y evaluacion de estructuras macroscopicas y microscopicas. Los resultados indicaron altas tasas de
deteccion de hongos anemofilos en 16 de los 19 ambientes evaluados. También fue posible observar
un alto porcentaje promedio de Aspergillus sp. (41%) y Penicillium sp. (15%) en los diferentes
sectores analizados. Los datos obtenidos en el estudio demuestran la importancia de la evaluacion
periddica de la calidad de los ambientes interiores, asi como la necesidad de una desinfeccion regular
de ambientes y unidades de aire acondicionado.

Palabras clave: Diversidad de hongos. Aire acondicionado. Aspergillus sp.

Introducao

A Qualidade do Ar Interior (QAI) tornou-se tema recorrente em estudos no ultimos anos,
principalmente devido sua influéncia direta na satide humana (Cheek et al. 2020). Com isso, tem-
se observado que os individuos estdo expostos tanto a poluentes do ambiente interno quanto aos
poluentes do ambiente externo, somando ainda que atualmente estes individuos permanecem cada
vez mais tempo em ambientes fechados (WHO 2010).

Tendo em vista o comportamento moderno da populagdo, padroes e diretrizes tem sido
implementados com o consenso geral de limitar a exposi¢do de humanos a contaminantes do ar
(Abdul-Wahab et al. 2015). Apesar de atualmente haver pouco entendimento sobre as influéncias
relativas da ventilagdo de ambientes internos e da ocupag¢ao humana sobre a detecgao de bioaerossdis,
0s quais caracterizam-se por particulas biologicas aerotransportadas (Gorny et al. 1999), a presenga
de alguns tipos de microrganismos pode ser influenciada pela ocupagao humana de espagos fisicos
(Heo et al. 2017).

Ainda ndo ha uma compreensdo completa do grau de conectividade entre as comunidades
microbianas interna e externas aerotransportadas. Com isso, as escolhas de projetos de ventilagao
arquitetonica ha muito tempo foram reconhecidas por influenciar a saide humana e a produtividade
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(Meadow et al. 2014). As normas e regulamentos de controle de qualidade do ar ja estdo estabelecidas
por agéncias internacionais, as quais indicam padrdes para a maioria dos paises em desenvolvimento.
Exemplos dessas agéncias sdo a Sociedade Americana de Engenheiros de Aquecimento, Refrigeracao
e Ar Condicionado (ASHRAE), Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e o Conselho Nacional
Australiano de Pesquisa Médica e de Saude (NHMRC). Esses paises tém uma politica regulatdria
clara para mitigar os riscos e garantir que todas as medidas de biosseguranca sejam tomadas (Abdul-
Wahab et al. 2015).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é responsavel por regular o uso
adequado dos aparelhos de ar-condicionado. De acordo com a Resolugao 9 de 2003 do Ministério
da Saude, e seus protocolos afirmam que deve haver uma limpeza dos aparelhos de ar condicionado
utilizados em ambientes publicos e coletivos em um intervalo de 7-15 dias ou duas vezes ao més,
utilizando um produto saneante com ag¢do antimicrobiana (Aparecida et al. 2011). Também ¢
determinado que em ambientes aclimatados, a temperatura deve variar de 23 °C a 26 °C no verao e
20 °C a 22 °C no inverno, com umidade variando de 40% a 65% (ANVISA 2003).

O crescimento de microrganismos mesmo apos a sanitizagdo de aparelhos de ar condicionado,
podem ser resultados de procedimentos. Somado a isto, alguns fatores podem contribuir para a
persisténcia dos mesmos, como sistemas de ventilacdo insuficientes, ressuspensio de particulas
durante a limpeza da area, excesso de umidade e a transmissao pelos calgados (Prussin e Marr 2015).
Entre estes microrganismos, os fungos anemofilos sao frequentemente detectados, encontram-se
dispersos no ar atmosférico, podendo desencadear processos alérgicos e infec¢des cruzadas em
pacientes imunocomprometidos (Calumby et al. 2019).

Com o exposto, o objetivo do presente estudo foi analisar a populagdo e a diversidade fungica
de fungos anemofilos em um ambiente climatizado pertencente a uma agéncia bancaria publica,
localizada no municipio de Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil.

Material e Métodos
Delineamento experimental

O presente estudo foi conduzido de forma a avaliar quantitativamente e qualitativamente fungos
anemofilos em diferentes setores climatizados pertencentes a agencia bancaria federal, localizada na
cidade de Joao Pessoa-PB, Brasil. A partir dos resultados quantitativos e qualitativos, as contagem
fungicas nos diferentes setores analisados foram classificados de acordo com o disposto nas normas
9 de 2003, RDC n° 15 de mar¢o de 2012, e RDC n° 222 de 28 de marco de 2018 da ANVISA.

Para a produgéo dos graficos foi utilizado o programa Microsoft Excel 2016. Na resolucao citada
¢ descrita a correlagdo de fungos no ar interior (I) e a concentragdo de fungos no ar exterior (E),
sendo que I/E deve ser menor ou igual a 1,5 para ambientes considerados adequados em relagao a
quantidade de fungos anemofilos (ANVISA, 2003).

Coleta das amostras

As amostras foram coletadas dentro do préprio estabelecimento bancario, sendo os dados
utilizados no presente estudo fornecidos mediante autoriza¢ao e consentimento prévio assinado pela
empresa responsavel. O estabelecimento bancario foi dividido em diferentes setores, copa, sala do
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auditorio, sala para o motorista, almoxarifado, sala de atendimento 1 (A1), sala de atendimento 2
(A2), sala de atendimento 3 (A3), sala de atendimento 5 (A5), arquivo, sala de reunides 2 (R2), sala
de reunides 3 (R3), sala de reunides 4 (R4), sala de massagem, recepgdo, auditdrio, sala de arquivos,
casa de maquinas e sala de tecnologia de informacao (TI).

A amostragem foi realizada utilizando o método ativo por Impactagao de Ar. O equipamento
utilizado na amostragem foi um Impactador Bioaerossol de estagio 1, modelo CF-6 (tipo Andersen,
@ de 1,1 a 2,1 um, de didmetro), com bomba de amostragem (taxa de fluxo: 28,3 L/min, 110V,
3880 g e dimensdes de 241 x 139 x 114 mm). Mais especificamente, o impactador faz com que
o fluxo de ar circule através de uma superficie preenchida com poros de diametro pré-determinado.
Estes poros tem a finalidade de favorecer a distribui¢do homogénea de bactérias e fungos (0,6
- 22 um) que contaminem o meio, o que pode afetar a velocidade do fluxo de ar, causando o
desvio de moléculas.

Durante o procedimento, os microrganismos inertes colidem com o meio de cultura presente
em Placas de Petri, em duplicata, as quais foram fixadas ao sistema de Impactagao (Fernandes 2014).
As placas contendo meio de cultura sabouraud dextrose agar foram identificadas de acordo com
a localizacao e levadas ao laboratdrio, onde posteriormente foram incubadas por 7 dias a 25 °C.
O amostrador foi posicionado a uma altura de 1,5 metros, sendo desinfectado com alcool 70% no
intervalo entre cada coleta.

Analises microbiologicas

A manipulagio das amostras e de micro-organismos foi conduzida no laboratdrio de Microbiologia
do Departamento de Fisiologia e Patologia (DFP) localizado no Centro de Ciéncias da Saude (CCS)
da Universidade Federal da Paraiba.

Apds o periodo de incubagdo das placas contendo meio de cultura sabouraud dextrose agar,
foi realizada a contagem das colonias e a média da duplicata amostrada foi calculada e expressa
como UFC/m3. Para a identificagao dos fungos anemofilos nestas amostras, foi realizada a técnica
de microcultivo em ldmina, o qual consistiu no cultivo em ldminas de microscopia em uma cdmara
umida. Para a realizagdo do procedimento, 0,5 cm2 de meio de cultivo sabouraud dextrose agar foi
transferido para o centro de filtragdo. Com auxilio de uma al¢a de platina flambada, cada coldnia
foi levada ao fragmento desse meio de cultivo. Apos, uma lamina foi adicionada sobre o meio ja
contendo a amostra fungica, incubada em camara umida, caracterizada por uma placa de Petri
forrada com papel embebido em dgua destilada estéril.

A incubagdo dessas placas foi realizada de 3-5 dias a 25 °C. Apos esse periodo, foi realizada a
microscopia otica com a adigdo do corante Azul de Lactofenol para caracterizac¢ao de estruturas como
hifas, conidios e espor6foros em microscopio optico (Carvalho 2018). Além disso, para a analise
macroscopica das colonias foram avaliadas as caracteristicas de cor, textura, superficie e pigmento
disperso no meio de cultura (Singh et al. 1991).

Resultados e discussiao

Espécies de fungos anemofilos desenvolvem-se em ambientes com temperatura média e
niveis altos de umidade (Spilak et al. 2015). Em ambientes internos, estes microrganismos podem
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causar riscos a saude humana, pois produzem substancias responsaveis por doengas alérgicas
(Shabankarehfard et al. 2017). Na figura 1 pode-se observar a concentragdo (UFC/m3) de fungos
anemofilos nos diferentes setores da agéncia bancdria analisada. O fato que chama a atengdo é o alto
nivel de detec¢ao de fungos na Copa (1387 UFC/m3), ambiente interno onde ocorre as refeigdes
dos funciondrios, tendo apresentado o espago de Tecnologia de Informagao (TI) 10 vezes menos
contaminagao que a Copa, apenas 135 UFC/m3. Conforme as normas da ANVISA sio toleradas
até 750 UFC/m3, sendo assim, a copa, a sala de auditdrio, a sala do motorista, o almoxarifado e o
auditdrio externo encontram-se acima desse valor.

Figura 1. Concentra¢ao (Unidades Formadoras de Colonia - UFC/m3) de fungos anemofilos nos diferentes
setores analisados.

Legenda: Al - sala de atendimento 1; A2 - sala de atendimento 2; A3 - sala de atendimento 3; A5 - sala de
atendimento; R2 - sala de reunides 2; R3 - sala de reunides 3; R4 - sala de reunides 4; TI - sala de tecnologia
de informagéo.

Liu et al. (2014) demonstrou correlagdes entre o material particulado (PM) de 2,5 pm (PM,,)
e de 10 um (PM, ) presentes no ambiente interno com a concentragdo de fungos cultivaveis,
demonstrando que esses microrganismos podem ser facilmente transportados pelo ar. A figura 2
indica os valores da razao I/E entre os locais amostrados de forma ordenada. De acordo com os
parametros de classificagdo da qualidade ambiental, observa-se que apenas os trés ultimos setores
avaliados encontram-se abaixo da linha vermelha (I/E < 1,5), enquanto o restante apresentou uma
razao I/E considerada ruim (I/E > 1,5). A qualidade do ar em ambientes internos é um fator critico
para o estado de satide dos individuos. Um ambiente abaixo dos padroes de qualidade estabelecidos
por agéncias de vigilancia, pode causar o agravamento de distirbios e doengas ja presentes nestes
individuos, como asma e alergias (Choi & Min 2020).
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Figura 2. Valores da razao I/E em relagdo a presenca de fungos anemofilos nos diferentes setores analisados.

Legenda: valores acima da linha vermelha excedem os niveis de contaminagéo estabelecidos pela ANVISA
(I/E > 1,5). A1 - sala de atendimento 1; A2 - sala de atendimento 2; A3 - sala de atendimento 3; A5 - sala de
atendimento; R2 - sala de reunides 2; R3 - sala de reunides 3; R4 - sala de reunides 4; TI - sala de tecnologia
de informacao.

Na figura 3 pode-se observar o percentual de isolamento de fungos anemdfilos nos setores
avaliados da agéncia bancaria. A cerca destes resultados houve a detecgdo da espécie de fungo
Aspergillus niger em alguns destes setores, na sala do auditdrio (1%), na sala de atendimento 1 (2%),
na copa (3%), na sala de reunides 3 (5%) e na sala de reunides 2 (10%). Levando em consideragdo
a média de detecgdo de fungos anemofilos identificaveis na agéncia bancaria (figura 4), o
género de maior prevaléncia foi Aspergillus sp., seguido de Penicillium sp. Do total de amostras
analisadas, 27% dos fungos ndo pode ser identificada, e 4% do total foram caracterizados como
fungos leveduriformes.

Os resultados descritos no presente estudo indicam risco a saide dos ocupantes, visto que espécies
do género Aspergillus podem desencadear infecgdes cronicas, causando complicagdes em individuos
com doengas respiratorias subjacentes, como tuberculose, asma, sarcoidose e fibrose cistica (Smith,
2011; Denning et al. 2014; Warris et al. 2019). Mais especificamente, a aspergilose costuma ocorrer
na forma de Aspergilose Pulmonar Croénica (APC), aspergiloma ou Aspergilose Bronco Pulmonar
Alérgica (ABPA) (Elphick & Southern 2012). Quanto a Penicillium sp., sua maior relevancia esta em
sua capacidade de desencadear reagdes alérgicas, principalmente em conjunto com Aspergillus sp. e
Cladosporium sp. (Celakovska et al. 2019; Lu et al. 2020).
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Figura 3. Percentual (%) de isolamento de fungos anemofilos nos diferentes setores analisados.
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Onde identificados

A transmissdo de um microrganismo do ambiente para um hospedeiro humano pode ocorrer por

mais de uma rota, por contato direto ou indireto. Em um ambiente fechado, a cadeia de transmissao é

influenciada pelas condi¢des de ventilagao, assim como diversas variaveis relacionadas a capacidade

infecciosa do microrganismo. Sendo assim, o transporte aéreo do mesmo, possa ser possivelmente

um fraco elo nesta rota de transmissdo (Memarzadeh 2013). Sistemas de climatizagdo de ambientes

fechados devem levar alguns

aspectos em considera¢do, como a desinfeccdo correta de aparelhos de ar

condicionado, monitoramento periddico da populagao de microrganismos indicadores de qualidade

ambiental, assim como a utilizagdo de sistemas de resfriamento que possuam filtros HEPA, os quais

capturam com eficiéncia esporos fungicos (Zenaide-Neto & Nascimento 2020).

Figura 4. Percentual médio (%) da diversidade fingica no estabelecimento analisado.
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A avaliagdo da diversidade fingica de um ambiente interno é de extrema importancia para a
adocdo de medidas de controle, assim como para estabelecer diretrizes relacionadas com a saude do
trabalhador e minimizagao da exposi¢ao a riscos ocupacionais. Com isso algumas limitagées podem
ser observadas no presente estudo, como a porcentagem de fungos nao identificados, entretanto
métodos moleculares os quais poderiam resultar na identificacdo destes, sdo de altos custos
operacionais. O mesmo se aplica a identificacdo de leveduras, o que podem incluir leveduras de alto
potencial patogénico. Além da caracterizagdo de microrganismos nao identificados, indica-se que
estudos posteriores avaliem se hd influéncia sazonal na diversidade fingica detectada em ambientes
internos, assim como a influéncia do fluxo de pessoas nesta.

Conclusao

Neste estudo, foi avaliado de forma quantitativa e qualitativa a presenca de fungos aneméfilos em
diferentes setores de uma agéncia bancaria. Observou-se altas taxas de detec¢ao destes microrganismos
em quase todos os ambientes internos analisados, 16 destes classificados em péssimas condi¢des. Somado
a isto, destaca-se a alta porcentagem de Aspergillus sp. (41%), fungo com importante potencial patogénico
e indicador da qualidade ambiental, juntamente com Penicillium sp. Estes resultados demonstram
a importancia da correta e regular sanitizagao de aparelhos de ar condicionado, assim como do
ambiente interno onde permanecem seus usudrios. Somado a isso, a periddica avaliagio da
qualidade de ambientes internos torna-se de extrema importancia na prevencao da proliferagao de
microrganismos que possam vir a causar disturbios negativos aos individuos.
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