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RESUMO

Este estudo teve como objetivo monitorar a aeromicrobiota fungica filamentosa da Unidade de Terapia
Intensiva (UTI) de um Hospital Universitario (HU) do sul do Rio Grande do Sul, Brasil. A coleta das amostras
foi realizada semanalmente durante o periodo de um ano, utilizando a técnica de sedimentacdo. O estudo
contabilizou 450 amostras, das quais 60% (270/450) evidenciaram isolamento de fungos filamentosos.
Destas 270 amostras positivas (858 UFCs), 88% (n=237) foram identificados como hialohifomicetos (n=669
UFCs), 41,5% (n=112) como feohifomicetos (n=181 UFCs) e 2% (n=5) como zigomicetos (n=08 UFCs).
Dentre as amostras positivas para hialohifomicetos, em 40% (92/237) foram isolados fungos do género
Aspergillus (n=330 UFCs), sendo A. fumigatus isolado em 50% (46/92) do total de amostras positivas para
este género. O estudo comprovou a presenga constante de fungos potencialmente patogénicos na
aeromicrobiota da UTI Geral do HU, evidenciando, nos periodos de reforma, a presenca massiva do
Aspergillus fumigatus.

Palavras-Chave: fungos anemofilos; infeccdo nosocomial; doengas respiratorias; fungos filamentosos;
Aspergillus.

ABSTRACT

This study aimed to monitor the filamentous fungal aeromicrobiota in the Intensive Care Unit (ICU) of a
University Hospital (UH) from southern Rio Grande do Sul, Brazil. Samples were collected weekly during the
period of one year using the sedimentation technique. A total of 450 samples were collected in the present
study and 60% of them (270/450) were positive for the filamentous fungi isolation. Of these 270 positives
samples (858 CFU), 88% (n=237) were identified as hialohyphomycetes (n=669 CFU), 41,5% (n=112) as
pheohyphomycetes (n=181CFU) and 2% (n=5) as zygomycetes (n=08 CFU). Among the positive samples to
hialohyphomycetes, in 40% (92/237), the genus Aspergillus (n=8330CFU) were isolated, being A. fumigatus
isolated in 50% (46/92) of the Aspergillus positive samples. This study confirmed the constant presence of
potentially pathogenic fungi in the ICU aeromicrobiota, showing the high concentration of Aspergillus
fumigatus in the periods of reform.

Key Words: airborne fungi; nosocomial infection; respiratory diseases; filamentous fungi; Aspergillus.

INTRODUCAO ambientais tais como: estacdo do ano,
umidade relativa do ar, pluviometria,

Os fungos anemofilos se caracterizam temperatura e presséao (1-7).
como fungos de dispersdao aérea. Sua Muitos casos clinicos de asma e rinite
ocorréncia € influenciada por fatores alérgica associada a mudancas climaticas
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estdo intimamente relacionados a microbiota
anemofila (2,5). Neste interim, Aspergilose
Broncopulmonar Alérgica e Asma Severa
com Sensibilizacdo aos Fungos emergem
como as principais sindromes clinicas
decorrentes da  hipersensibilizagdo a
alérgenos fangicos (2,5,8). Tais alérgenos
pertencem a varias categorias como
proteases, glicosidades, componentes de
producéao de proteinas, proteinas de resposta
ao estresse oxidativo e enzimas, substancias
capazes de causar lesdo as vias aéreas.
Todo este arsenal alérgeno provoca reagdes
de hipersensibilidade que podem ser
desencadeadas por multiplos antigenos,
incluindo  antigenos recombinantes de
diversos géneros fungicos (5,9,10).

Além dos quadros alérgicos, os
fungos anemdfilos desempenham um papel
relevante como agentes de infecgoes
oportunistas invasivas nosocomiais (11,12).
Neste contexto, Aspergillus fumigatus se
destaca como o patégeno responsavel por
mais de 80% das infecgbes fangicas
oportunistas invasivas de sitio respiratorio,
das quais a Aspergilose Pulmonar Invasiva
(API) emerge como infec¢do prevalente em
pacientes de UTI (11-13).

Sob a perspectiva de contribuir com
as estratégias para gestdo de riscos
ambientais para a saude no ambiente
hospitalar este estudo teve como objetivo
pesquisar a  aeromicrobiota  fungica
filamentosa de uma unidade de terapia
intensiva como proposta de cunho preventivo
de doencas respiratérias no ambiente critico.

METODOLOGIA

O estudo se desenvolveu na Unidade
de Terapia Intensiva (UTI) Adulto do Hospital
Universitario da Universidade Federal do Rio
Grande, RS, Brasil, a qual comporta seis
leitos, dispostos em uma area de 217m?
atendendo, anualmente, cerca de 180
usuarios pelo Sistema Unico de Saude (SUS)
do Municipio do Rio Grande e regido sul do
Estado.

O monitoramento da aeromicrobiota
fungica filamentosa ocorreu semanalmente,
durante o periodo de um ano, de margo de
2011 a margo de 2012, utilizando a técnica
de sedimentacdo (Setlle Plate) com
exposi¢ao por 15 minutos de placas de Petri
contendo  Agar  Sabouraud  dextrose
acrescido de cloranfenicol (0,01mg/ml). As
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placas foram dispostas a uma altura de cerca
de um metro e meio do chdo em cinco
recintos da UTI, incluindo o expurgo
destinado a lavagem de material, 0 expurgo
destinado a eliminacao de residuos, area
coletiva de leitos, posto de enfermagem e
leito de isolamento. Foi distribuida uma placa
por recinto, durante os periodos da manha e
tarde, totalizando 10 coletas por dia, sendo
que, no periodo da manhd as coletas
precederam a rotina diaria de higienizacao e
desinfeccao de superficies, enquanto que, no
periodo da tarde, as amostras foram
coletadas posteriormente a higienizacdo da
unidade.

As amostras coletadas foram
incubadas a 25°C com observagao diaria do
cultivo. Apo6s sete dias, foram realizadas
avaliagbes macro e micromorfologicas para
identificacdo fungica e contagem das
Unidades Formadoras de Colénias (UFC). A
partir das caracteristicas morfolégicas os
fungos filamentosos foram identificados e
categorizados como zigomicetos, demaceos
ou hialohifomicetos. Dentre 0s
hialohifomicetos, foram identificadas e
quantificadas as colénias do género
Aspergillus.

As variaveis estudadas quanto ao
isolamento fungico foram estacdao do ano,
higienizacdo, tipo de ventilacdo (ventilagéo
natural com janelas abertas ou artificiais por
ar-condicionado), areas funcionais de
assisténcia ao paciente e periodos de
reforma e construgdo hospitalar em areas
contiguas a UTI. Os dados foram
computados e para analise estatistica dos
resultados foi utilizado o teste de qui-
quadrado para variaveis categéricas e
Kruskal-Wallis para variaveis quantitativas,
seguido da comparacdo multipla LSD das
medias das ordens quando cabivel, a partir
do programa SPSS 19.0. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
na Area da Saude da Universidade Federal
do Rio Grande - CEPAS/FURG (Projeto
n°404513/2010). Ata de aprovacdo n°
15/2010.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A investigacdo cientifica sobre a
microbiota fungica anemdéfilada da UTI-Geral
do HU resultou em 450 amostras coletadas
no periodo de um ano (marco de 2011 a
margco de 2012), das quais 60% (270/450)



apresentaram resultado  positivo  para
isolamento de fungos filamentosos viaveis.
Neste estudo foi observado que as estacoes
de outono e inverno apresentaram numero
significativamente  maior de amostras
positivas e o0 verdo apresentou o menor
namero (p<0,001).

Das 270 amostras positivas para
fungos filamentosos, hialohifomicetos foram
isolados em 88% (n=237), feohifomicetos em
41,5% (n=112) e zigomicetos em cerca de
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2% (n=5). Fungos demaceos foram mais
isolados no outono (p<0,001) em periodos
isentos de reforma e construcao (p=0,04) e
em periodos de ventilacao artificial (p=0,03).
O numero de amostras positivas para o
isolamento de hialohifomicetos foi
significativamente maior em periodos isentos
de reforma hospitalar (p=0,003), em periodos
de ventilagdo natural (p=0,028) e nas
estacdes mais frias do ano (p<0,001) (Tabela

1).

Tabela 1. Numero de amostras positivas (NAP) e de UFC para isolamento de fungos anemdfilos
na UTI-Geral, de acordo com as variaveis estudadas.

Total Hialohifomicetos Feohifomicetos  Zigomicetos
VARIAVEIS NAP (UFC) NAP (UFC) NAP (UFC) NAP (UFC)
270 (858) 237 (669) 112 (181) 5 (8)
RECINTO
R1 (n=90) 53%(167) 49%(127) 23%(40) 0? (zero)
R2 (n=90) 56°(162) 49%(121) 26°(41) 0? (zero)
R3 (n=90) 60° (236) 537 (186) 26°(48) 12(2)
R4 (n=90) 582 (158) 48%(129) 212(27) 22(2)
R5 (n=90) 43%(135) 38%(106) 162 (25) 22 (4)
VENTILACAO
Artificial (n=210) 1182 (321) 1002 (204) 612(110) 43(7)
Natural (n=240) 1522 (537) 137" (465) 51°(71) 12 (1)
HIGIENIZACAO
Pré (n=225) 137%(418) 1212(338) 55°(74) 4% (6)
P6s (n=225) 1332 (440) 116%(331) 572(107) 13(2)
ESTACAO DO ANO
Outono (n=120) 932 (266) 747 (162) 542 (99) 32 (5)
Inverno (n=130) 86 (365) 80%(312) 31°(52) 12(1)
Primavera (n=100)  61°(168) 55° (143) 20°(23) 12(2)
Verao (n=100) 30°(59) 28°(52) 7°(7) 07 (zero)
REFORMA HOSPITALAR
Sim (n=190) 1232 (486) 115%(432) 39%(51) 22(3)
N&o (n=260) 1472 (372) 122°(237) 73°(132) 3%(5)

R1 expurgo (lavagem de material), R2 expurgo (eliminagao de residuos), R3 &rea coletiva de leitos, R4
posto de enfermagem e R5 leito de isolamento. Letras iguais correspondem a valores sem diferenga
significativa considerando a variavel em questéo e letras diferentes correspondem a valores com p<0,05.

Quanto a contagem de UFCs fungicas
vidveis, foi observado um total de 858 UFCs
nas 270 amostras positivas, das quais, 78%
eram representadas por hialohifomicetos
(n=669 UFC), 21% (n=181 UFC) por fungos
demaceos e aproximadamente 1% (n=08
UFC) por zigomicetos. A quantidade de
UFCs dos fungos filamentosos em geral
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somente sofreu interferéncia significativa da
variavel sazonalidade, sendo que, cerca de
75% (631/858) das UFCs fangicas do
ambiente foram isoladas nas estacbes mais
frias do ano (p<0,001).

Comparando o grupo dos
hialohifomicetos com o dos feohifomicetos,
as variaveis estudadas tipo de ventilagéo e



reforma hospitalar assumiram influéncia
inversa no aspecto quantitativo das
amostras, representando um numero de

UFCs de hialohifomicetos maior nos periodos
de ventilagdo natural (465/669) e de reforma
hospitalar (432/669) enquanto que o numero
de UFCs de fungos demaceos foi maior em
periodos de ventilagao artificial (110/181) e
na auséncia de reforma hospitalar (132/181)
(Tabela 1). Com relagdo a sazonalidade, a
menor concentracdo de UFCs tanto de
hialohifomicetos (52/669) quanto de fungos
demaceos (07/181) foi obtida na estacao de
verao (p<0,001) (Tabela 1).

Dentre as amostras positivas para
hialohifomicetos, em cerca de 40% (92/237)
foram isolados fungos do género Aspergillus,
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totalizando 330 UFCs. Considerando o tipo
de ventilacdo da unidade, o isolamento deste
género foi representado por um numero
maior de amostras positivas (65%) (p=0,007)
e de UFCs isoladas nos periodos de
ventilagdo natural (282/330) (p=0,004). O
periodo de reforma hospitalar representou
66% (61/92) das amostras positivas para
Aspergillus spp. (p<0,001) bem como uma
quantidade significativamente mais elevada
(285/330) (p<0,001) de UFCs deste género
isoladas. As estagbes de inverno e primavera
representaram 72% (66/92) das amostras
positivas, com maior numero de UFCs de
Aspergillus spp. no ambiente (p<0,001)
(Tabela 2).

Tabela 2. Numero de amostras positivas (NAP) e de UFCs para isolamento de fungos do género
Aspergillus viaveis na aeromicrobiota da UTI-Geral do HU de acordo com as variaveis estudadas

(n total= 92 NAP/330 UFCs)

Variaveis Aspergillus spp.  Aspergillus spp. A. fumigatus A .fumigatus
(NAP=92) (UFC=330) (NAP=46) (UFC=139)

RECINTO

R1 (n=90) 192 47° 132 172

R2 (n=90) 15° 542 42 4°

R3 (n=90) 252 110° 122 422

R4 (n=90) 212 692 10° 372

R5 (n=90) 122 512 72 38?
VENTILACAO

Avrtificial (n=210) 322 48° 132 20°

Natural (n=240) 59° 282° 33° 119°
HIGIENIZACAO

Pré (n=225) 442 1512 202 742

Pos (n=225) 48° 1792 26° 65°
ESTACAO DO ANO

Outono (n=120) 20° 29° 2° Kh

Inverno (n=130) 37° 190° 15° 33°

Primavera (n=100) 29° 105° 26° 100°

Verao (n=100) 6° 6° Kh Kh
REFORMA HOSPITALAR

Sim (n=190) 612 2852 412 1322

N&o (n=260) 31° 45° 5° 7°

R1 expurgo (lavagem de material), R2 expurgo (eliminagao de residuos), R3 &rea coletiva de leitos, R4
posto de enfermagem e R5 leito de isolamento. Letras iguais correspondem a valores sem diferenga
significativa considerando a variavel em questéo e letras diferentes correspondem a valores com p<0,05.

Aspergillus fumigatus foi isolado em
50% (46/92) do total de amostras positivas
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para fungos do

género

Aspergillus,

totalizando 139 UFC. A maior frequéncia de



isolamento desta espécie (57%, 26/46)
(p<0,001) bem como a maior quantidade de
UFCs isoladas (100/139) (p<0,001) ocorreu
na primavera (Tabela 2). As varidveis
caracterizadas como area funcional de
assisténcia ao paciente e higienizagdo da
unidade nao apresentaram influéncia
significativa no isolamento de A. fumigatus.
No entanto, 89% (41/46) das amostras
positivas para este género ocorreu em
periodos de reforma (p<0,001), com uma
quantidade significativamente maior de UFCs
neste periodo (132/139) (p<0,001). Da
mesma forma, na variavel tipo de ventilacéo
72% (33/46) das amostras positivas para A.
fumigatus ocorreram nos periodos de
ventilacdo natural (p=0,008) apresentando
um maior numero de UFCs neste periodo
(119/139) (p=0,007). Dentre as demais
espécies potencialmente patogénicas deste
género isoladas, A. nidulans representou
17% das amostras positivas e A. niger 2%.

DISCUSSAO

A relagdo entre o0s niveis de
exposicao a fungos anemofilos e o aumento
da incidéncia das doengas respiratorias de
etiologia fungica em Unidade de Terapia
Intensiva, alerta para a relevancia destes
agentes no panorama epidemiolégico das
doencas do trato respiratorio nos servicos de
atencdo a saude publica (11). Neste
contexto, a proposta de monitoramento
ambiental da UTI Geral do HU possibilitou a
descricao parcial do perfil da aeromicrobiota
fungica local, observando a prevaléncia de
fungos filamentosos hialinos e demaceos. A
alta prevaléncia detectada destes fungos no
ar resulta da sua ampla habilidade de
producdo de conidios e exploragdo de
substratos organicos, assim como, da sua
capacidade de disseminacéao pelas correntes
aéreas (1, 3, 5-7,14).

Considerando a relevancia clinica de
tais agentes nas exacerbacdes alérgicas do
trato respiratorio (asma, rinite e sinusite) e
sabendo que cerca de 50% dos pacientes
sob cuidados intensivos apresentam teste
cutaneo positivo para um ou mais alérgenos
de fungos®, a exposicio ambiental
evidenciada no estudo aponta para o risco de
desenvolvimento das afecgdes respiratérias
alérgicas em  pacientes  predispostos
internados nesta unidade (1, 5,8,14).
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O ambiente estudado se trata de uma
area critica de acesso restrito com grande
movimentacdo de pessoas atuando na
assisténcia ao paciente, convivendo em um
ambiente controlado, sob ventilacdo natural
(quando o ar condicionado ndo esta
disponivel) ou artificial cujos condicionadores
de ar nao possuem filtros de alta eficiéncia
(High-efficiency  particulate  absorption -
HEPA). Sendo assim, a maior frequéncia de
hialohifomicetos observada dentre o total de
isolados € explicada pelo fato dos fungos
hialinos, principalmente do género
Aspergillus se adaptarem e prevalecerem em
ambientes fechados (1, 5,14).

Neste interim, a presenga massiva
representada pelo género Aspergillus aponta
para o risco potencial de desenvolvimento
das sindromes clinicas descritas como
doencas ocupacionais de hiperreatividade
aos epitopos fungicos, aos quais a equipe de
profissionais esta exposta, tais como:
Rinossinusite  Fungica  Alérgica (4,15)
Aspergilose Broncopulmonar Alérgica (2,16)
e Asma Severa com Sensibilizagao a Fungos
(5,8,14). Em adicdo, cabe salientar a
relevancia dos anemofilos na epidemiologia
das infecgdes fungicas invasivas em
pacientes imunossuprimidos, multi-invadidos
e submetidos a terapia antimicrobiana de
amplo espectro, quimioterapicos e
corticosteroides (11-13,17).

Embora a unidade estudada néo seja
uma unidade que se caracterize como uma
unidade de transplantes com pacientes
neutropénicos, nela encontram-se internados
pacientes oncolégicos, pacientes com
Doenga Pulmonar Obstrutiva Crdnica e
aqueles acometidos da Sindrome da
Imunodeficiéncia  Adquirida  (HIV/AIDS),
considerados como o segundo grupo de risco
para infeccbes oportunistas de cunho
invasivo. Diante deste perfil & relevante
considerar a estimativa de Meeserman
(2007), (18) baseada em achados de
necropsia, os quais evidenciam que 50%
dos casos de API ocorrem em pacientes com
Doenga Pulmonar Obstrutiva  Cronica,
enquanto que os neutropénicos representam
de 10 a 15% dos casos. Sob esta
perspectiva, a prevaléncia do A. fumigatus
dentre os isolados do género Aspergillus
evidenciada no estudo remete ao potencial
risco para Aspergilose Pulmonar Invasiva,
emergente como infecgdo oportunista em



pacientes submetidos a terapia intensiva (11-
13,16,18-20).

A area funcional de assisténcia ao
paciente possui inter-relagdo com o ambiente
externo por intermédio de janelas, as quais
permitem a migragdo dos propagulos
fungicos para o interior da UTI. Esta pode ser
provavelmente, a causa da prevaléncia de
fungos hialinos nos periodos de ventilagao
natural (1, 2,5). Considerando que o sistema
de ventilagdo artificial é de distribuicdo
central e, no suprimento o ar percorre
galerias chegando a unidade pelas aberturas
do teto, se presume uma ampla
disseminacdo de  bioaerossois  pelas
correntes aéreas, de modo que o paciente
internado no leito de isolamento permanece
tdo exposto quanto aqueles internados na
area coletiva de leitos. Entretanto, nos
periodos de ventilagdo artificial foi observado
um maior numero de amostras positivas para
fungos deméceos. Estes fungos se
caracterizam por apresentarem
macroconidios de massa molecular maior
que os hialohifomicetos, permanecendo por
menor tempo em suspensdo aérea com
deposicdo mais rapida na superficie, seu
elevado potencial hidrofilico e taxa de
crescimento lento determinam a sua
prevaléncia em ambientes umidos (3).

O monitoramento da microbiota
anemdfila descreveu a sazonalidade como
fator de relevancia no isolamento fungico
com caracteristicas peculiares para cada
género. Tais resultados estdao em
consonancia com estudo prévio realizado em
diversos setores deste mesmo hospital (6).
Da mesma forma, de acordo com uma
investigacao utilizando técnica semelhante
realizada por Sales et al (2011) (7) em
unidade critica hospitalar, foi observado um
maior numero de UFCs fungicas viaveis no
ar na estacao do outono. Em contraponto, ha
estudos que associam as estagdes de
primavera e verdo aos quadros de
exacerbacdo da sintomatologia respiratéria
relacionada a intensa proliferagédo de fungos
no ambiente (6,21).

Sobre este aspecto, é coerente
destacar que a exacerbacao dos sintomas da
asma possui caracteristicas sazonais,
frequentemente relacionadas ao clima frio
e/ou devido ao aumento dos niveis de
aeroalérgenos suspensos nas épocas do ano

CONCLUSAO
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em que a umidade relativa do ar é elevada e
a intensidade dos ventos provoca o aumento
da disseminacdo dos propagulos (2, 5, 8)
conforme relatado em estudos sobre o
acréescimo da demanda em setores de
emergéncia para casos de asma grave com
sensibilizacdo a fungos e morte por asma
(8,22).

No entanto, o fator de risco ambiental
predominante para o desenvolvimento dos
surtos de doencas respiratorias,
principalmente API é a reforma e construcao
hospitalar. Nestes eventos, o aumento da
concentracao das particulas aéreas favorece
a dispersao de bioaerossois potencialmente
patogénicos no ambiente e consequente
disseminacdo dos propagulos fungicos
infectante (1, 23,24). Estes dados convergem
aos resultados encontrados na presente
investigacao de anemofilos realizada na UTI
Geral do HU-FURG, cujos isolados de A.
fumigatus, patégeno oportunista responsavel
pela doenca, prevaleceram
significativamente nos periodos de reforma.
Nestes periodos, 0 aumento da concentragao
de propagulos fungicos no ambiente pode
determinar a ocorréncia de  surtos
nosocomiais facilitando a colonizacdo do
trato respiratorio pelo A. fumigatus nos
pacientes internados na UTI, submetidos a
ventilacdo mecanica (23,24). A supressao do
sistema mucociliar e as alteracdes estruturais
das vias aéreas  decorrentes  do
procedimento invasivo, somadas a
imunossupressdo e exposicao ambiental ao
patégeno, predispdem a infeccao (13, 19,
20).

Considerando que a colonizagdo ou
infeccdo pelos propagulos fungicos ocorre
prioritariamente  por via inalatéria, as
estratégias para a gestao de riscos tém como
prioridade minimizar a exposi¢cao do paciente
ao patégeno a partir do controle sistematico
das condicbes estruturais e organizacionais
da area de assisténcia ao paciente critico
(24,25). Para este fim, o monitoramento
ambiental é preconizado e inclui contagem
de particulas fungicas dispersas por dia a
partir da amostragem do ar, medigbes
frequentes dos diferenciais da pressao de
ventilagdo e monitoramento de casos clinicos
de aspergilose e outras infecgbes flungicas
invasivas para identificar tendéncias na
suspeita de surtos (26).

O estudo comprovou a presenca
constante de fungos  potencialmente



patogénicos na aeromicrobiota da UTI Geral
do HU, demonstrando a prevaléncia de
fungos filamentosos hialinos e deméceos e
consequente exposicdo dos pacientes e
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