SaBios: Rev. Satde e Biol., v.5, n.2, p.22-26, jul./dez, 2010
OPEN a ACCESS Frtﬂ'y available anlline ISSN:1980-0002

obn Iy

DETERMINACAO DA PRESENCA DE FUNGOS ANEMOFILOS E
LEVEDURAS EM UNIDADE DE SAUDE DA CIDADE DE FRANCISC O
BELTRAO — PR

Lilian Henzen Flores®; Sideney Becker Onofre®.

019|dwo)

RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi isolar e identificar fungos filamentosos anemdfilos e leveduras em uma unidade hospitalar no
municipio de Francisco Beltrdo — PR. O estudo foi realizado durante os meses de margo a junho de 2007. As areas avaliadas
foram a unidade de terapia intensiva (UTI) e os apartamentos, ambos climatizados artificialmente sem protecdo por filtros
HEPA (High Efficiency Particulate Air). As coletas foram realizadas em dois periodos, logo apés a limpeza dos ambientes e ao
final do expediente. Sendo esta pesquisa do tipo descritiva com natureza quantitativa. Para o isolamento de fungos anemofilos
foi realizada a metodologia de sedimentacdo em placas com agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol, com exposi¢édo das
mesmas por 30 minutos nos locais previamente determinados. Para o levantamento das leveduras, foram utilizados swabs, os
quais foram friccionados sobre macanetas de portas e cabeceiras de camas. Apds as coletas, os swabs foram armazenados
em tubos de ensaio contendo agua peptonada tamponada (APT). Todas as amostras de swabs foram inoculadas por
esgotamento em meio Sabouraud dextrose, isoladas as coldnias e subcultivadas por um periodo de 24 a 48 horas antes da
inoculacdo em meio cromogénico, CHROMagar® Candida. A partir dos resultados obtidos, pode-se verificar que nos
apartamentos e na UTI foram isolados 18 géneros flngicos. Duas espécies de Candidas foram identificadas nos
apartamentos: Candida albicans e Candida tropicalis. Apds a limpeza, foi possivel isolar e identificar um nimero menor de
colénias, quando comparado com o levantamento realizado no final do expediente.
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DETERMINATION OF THE PRESENCE OF ANEMOPHILOUS FUNGI AND YEAST AT A HEALTH UNIT OF FRANCISCO
BELTRAO CITY (PR)

ABSTRACT

The objective of this study was to isolate and identify the filamentous anemophilous fungi and yeast in a health unit of
Francisco Beltréo - PR. The study was carried out from March to June 2007. The evaluated areas were the intensive therapy
unit (ITU) and the rooms, both artificially acclimated without protection by HEPA filters. The collections were carried through in
two periods, soon after the cleaning and at the end of the working journey. Petri plates were used for the collections of the
fungi, containing 20 mL of Sabouraud agar + chloramphenicol, exposed to the sites previously determined by a period of 30
minutes. For the survey of the yeast, swabs were used, which were rubbed on door handles, bed headboards, etc. After
collecting, the swabs were stored in assay tubes containing buffered peptonized water (BPW). All the samples of swabs were
inoculated by exhaustion in Sabouraud dextrose at 4C, the colonies isolated and subcultivated for a p eriod of 24 to 48 hours
before the inoculation in chromogenic medium, CHROMagar® Candida. In results, we verified that in the apartments and the
UTI 18 genders of fungi and two species of Candida were isolated. In the identification of Candida spp it was possible to detect
the presence of only two species in the apartments, Candida albicans and Candida tropicalis. After the cleaning, it was possible
to isolate and identify a reduced number of colonies, when compared with the survey carried out at the end of the afternoon.

Key words: anemophilous fungi, yeast, chromogenic agent, health unit.

possivel: ar, terra, 4gua, reino vegetal, animais
. domésticos e silvestres e alimentos, como
queijos, bebidas, produtos lacteos e excretas.

Os fungos estdo amplamente distribuidos Os fungos anemdfilos s&o encontrados no ar

na natureza, seu habitat € o mais variado atmosférico e tém sua incidéncia influenciada
por fatores como a localidade, estacdo de ano,
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umidade do ambiente, entre outros (1, 2).
Gambale, Purchio e Paula (3) estudaram a
influéncia da temperatura, pressdo barométrica,
pluviometria, umidade relativa, velocidade do
vento e insolagdo horaria na dispersdo aérea de
fungos mais comumente isolados do ar
atmosférico da cidade de S&do Paulo e
verificaram que todos esses fatores interferem
na populagéo desses fungos.

Um grande nuamero de fungos,
encontrados na poeira e no ar desempenha
papel importante na patologia médica.
Processos alérgicos como renite, asma alérgica
(caso de aspergilose broncopulmonar alérgica),
alveolite alérgica extrinseca (quase sempre
doencas ocupacionais), sinusite alérgica nédo
invasiva e micoses pulmonares bem
determinadas s&o algumas das manifestacdes
eventualmente provocadas pela microbiota
fungica exdgena (1).

Fungos filamentosos, hialinos  ou
deméacios diversos fazem parte de um universo
significativo de promotores de quadros de
alergia respiratéria, sofrendo variacbes de
acordo com diferentes condicbes ambientais. O
fungo filamentoso do género Aspergillus tem
sua frequéncia significativamente aumentada no
outono, enquanto o Peniccilium predomina no
inverno. Fica evidente a importdncia das
investigacdes aeromicoldgicas, que permite
estabelecer calendarios flingicos, qualitativa e
guantitativamente, capazes de orientar o0
alergista quanto a selegao dos extratos fungicos
adequados e quanto a utilizacdo em provas
diagndsticas (9) (4).

Os fungos anemdfilos pertencem a
diversos géneros e espécies e quase todos sao
contaminantes, isto €, podem ser isolados
facilmente do ar, utilizando-se meios de cultura
adequados. Numerosos métodos foram
propostos para o estudo da microbiota fungica
do ar. O processo mais empregado consiste em
expor placas de agar Sabouraud durante 15 a
30 minutos em determinados ambientes, com
posterior identificacdo das colbnias dos fungos
gue se desenvolverem (3,5).

As infecgcbes fungicas nosocomiais
tornam-se, cada vez mais frequentes com 0s
avancos da terapéutica medicamentosa ou
cirirgica, em pacientes imunocomprometidos
por doencas infecciosas, neoplasias,
hemopatias, nos transplantados em geral no
pés-operatério de diversas cirurgias cardiacas
(3,5, 6).
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Silva; Franceshine e Candido (7)
estudaram a microbiota fungica do ar e de
pisos no Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Minas Gerais (Belo Horizonte,
Brasil), perfazendo um total de 2.940 coletas,
dentre estas verificou-se 9.064 coldnias
fungica isoladas, nas quais foram identificados
varios fungos anemdfilos, principalmente
Mycelia sterilia (26,90%), Cladosporium
(65,03%), Aspergillus (37,08%), Fusarium
(22,10%), Penicillium (19,86%), Aureobasidium
(18,40%), Curvularia (16,20%) e Nigrospora
(15,30%) (6).

Em ambientes climatizados, o acumulo
de umidade e material organico em bandejas
de ar-condicionado pode torna-las poderosas
fontes dispersoras de hbioaerosséis. A
habilidade dos fungos em causar doencas em
humanos parece ser um fendmeno acidental,
com rarissimas excecdes, e estaria associada
ao estado imunitdrio do individuo e a sua
exposicao ambiental (2, 8, 9).

Entre as 150 espécies de fungo
descritas como patogénicas aos seres
humanos estdo as leveduras, que podem
causar diversos quadros infecciosos com
formas clinicas localizadas ou disseminadas.
As portas de entrada no hospedeiro s&o as
vias aéreas superiores ou quebra na barreira
epidérmica apés traumatismos com objetos
perfuro-cortantes (10).

Dentre as espécies descritas, leveduras
do género Candida sédo os maiores agentes de
infecc@o hospitalar e representam um desafio
para a sobrevida de pacientes com doencas
graves e aqueles em periodo pos-operatorio.
Hospitais norte-americanos com sistema de
vigilancia notificaram Candida como sexto
patégeno nosocomial e a quarta causa mais
comum de infeccbes de corrente sanguinea,
adquiridas em hospitais (11).

Devido a importancia de espécies
fungicas na promocdo de infecdes em
ambientes hospitalares, este trabalho objetivou
isolar, quantificar e identificar os principais
fungos anemofilos e leveduras do género
Candida presentes em ambientes de uma
unidade hospitalar do municipio de Francisco
Beltréo — PR.

MATERIAIS E METODOS
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Local de realizacéo

O estudo foi realizado em uma unidade
hospitalar do municipio de Francisco Beltrdo -
PR, em dois ambientes, durante os meses de
marco e junho de 2007. Os ambientes
estudados foram a Unidade de Terapia Intensiva
(UTI) e os apartamentos, ambos climatizados
artificialmente  com ar condicionado e/ou
ventilador, porém sem protecgédo por filtros HEPA
(highefficiency particulate air). As coletas do ar
das areas criticas foram realizadas em dois
periodos, uma pela manha, logo apés a limpeza
dos ambientes e outra a tarde ao término do
expediente.

Amostragem

Para as coletas foram utilizadas placas de
Petri contendo 20 mL de meio de agar
Sabouraud com cloranfenicol, que foram
expostas nos locais previamente determinados
por um periodo de 30 minutos.

No mesmo periodo, foram coletadas
amostras de leveduras patogénicas do tipo
Céandida spp. Para isso foram coletados com
swab das macanetas, leitos e aparelhos
telefénicos na UTI no periodo da manha (UTI-M)
e na UTI no periodo da tarde (UTI-T) e nos
apartamentos. ApoOs as coletas os swabs foram
armazenados em tubos de ensaio contendo
agua peptonada tamponada (APT).

Todos os isolados foram estocados em
agar Sabouraud dextrose a 4T e subcultivados
por um periodo de 24 a 48 horas antes da
inoculacéo em meio cromogénico,
CHROMagar® Candida.

ApO6s as coletas todo material foi
transportado para o Laboratério de Microbiologia
da Universidade Paranaense — Campus de
Francisco Beltrdo, onde foram incubados sob a
acdo de duas temperaturas: 28 e 36°C, por seis
dias.

ApO6s esse periodo realizou-se a
contagem das Unidades Formadoras de
Colbdnias (UFC) dos fungos e leveduras e os
valores foram apresentados utilizando-se a
seguinte padronizacdo: + (raramente) - ++
(baixo indice) - +++ (médio) - ++++ (alta
frequéncia) - ++++ - (em todas as amostras).

Identificacdo dos fungos

A identificacdo dos fungos anemdfilos foi
baseada na associacdo dos aspectos
macroscOpicos com as  caracteristicas
microscopicas do exame direto da cultura
primaria. Posteriormente, foram confirmadas
pelas caracteristicas de esporulagdo no
microcultivo com meio agar Sabouraud com
cloranfenicol (1, 6, 9, 12, 13, 14, 15).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos apés o
levantamento realizado estdo resumidos na
Tabela 1. Verifica-se com isso, que fungos
potencialmente patogénicos e toxigénicos
foram isolados em ambos ambientes nos dois
periodos. Nos apartamentos e na UTI foram
isolados 18 géneros fungicos e duas espécies
de Céndida sp.

A andlise quantitativa da contagem de
colbnias, entre os dois periodos, manha e
tarde, foram diferentes na UTI e nos
apartamentos, sendo que na parte da manha
apos a limpeza, foi possivel isolar e identificar
um ndmero menor de colbnias, quando
comparados com o levantamento realizado no
final da tarde, ap06s o expediente, antes da
limpeza rotineira.

Os géneros flngicos predominantes
durante a manha na UTI e nos apartamentos
avaliados foram: Cladosporium spp, Fusarium
sp, Penicillum sp, Aspergillus sp e
Paecilomyces sp. Outros géneros flungicos
foram detectados, tanto na UTI, quanto nos
apartamentos, destacando, Alternaria spp,
Trichoderma sp, Phoma sp, Nigrospora sp,
Goetrichum sp, Verticilium sp, Gliocladium sp,
Bipolaris, sp, Chaetomium sp, Acremonium
spp, Epicoccum sp e Crysosporium sp.

Apbés o levantamento realizado, foi
possivel detectar a presenca de duas espécies
de Candida sp., isoladas nos apartamentos
avaliados. Essas duas espécies, foram
identificadas como Candida albicans e
Candida tropicalis, sendo que a espécie
Candida albicans foi mais frequente no periodo
da tarde.
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Tabela 1 - Fungos anemdfilos e leveduras do género Candida sp.
detectados.

Fungos Freqliéncia de UFC / Ambiente avaliado
filamentosos

Género Utl-m UTI-T Apto-M Apto-T
Cladosporium spp +++ HHH+ HHH+ +Httt
Fusarium spp +H+ +H+ e I
Penicillium spp +H+ +H+ e I
Aspergillus spp ++ +H+ . I
Paecilomyces spp ++ +H ++ +H+
Alternaria spp + ++ ++ e
Monilia spp + ++ ++ .
Trichoderma spp + ++ ++ i
Phoma spp + + ++ +
Nigrospora spp + + + +
Goetrichum spp + + ++ ++
Verticilium spp + + ++ +
Gliocladium spp + + ++ ++
Bipolaris spp + + ++ +
Chaetomium spp + + + ++
Acremonium spp + + + +
Epicoccum spp + + + +
Crysosporium spp + + + +
Candida albicans - + +
Candida tropicalis - + +

+ (raramente) - ++ (baixo indice) - +++ (médio) - ++++ (alta freqiiéncia)
- ++++ - (em todas as amostras). UFC — unidades formadoras de
colénias. UTI-M — Coletas realizadas na Unidade de Terapia Intensiva
no periodo da Manha. UTI-T - Coletas realizadas na Unidade de
Terapia Intensiva no periodo da Tarde.

Os resultados obtidos neste trabalho,
coincidem com o0s resultados obtidos por
Martins-Diniz et al., (4), quando monitoraram a
presenca fungos anemdofilos em um hospital da
cidade de Araraquara, Estado de Sao Paulo. Os
fungos filamentosos isolados no centro cirdrgico,
Cladophialophora sp., Fusarium sp., Penicillium
sp. e Aureobasidium sp. estavam presentes nos
10 pontos internos avaliados. Fusarium sp. foi
isolado de todas as salas, no periodo da manha
e em nove, dos 10 pontos, no periodo da tarde.
Aspergillus sp. foi encontrado em quatro dos 10
pontos no periodo da manha.

Com relacdo ao levantamento realizado,
buscando observar a presenca de leveduras do
género Candida sp., os dados obtidos neste
trabalho, também coincidem com resultados
obtidos por Martins-Diniz et al., (4), pois do total
de 91 levantamento colhidos do mobiliario de
ambientes hospitalares, 44% foram positivas

" @

para presenca de leveduras. O género
Candida. foi predominante (70%), seguido por
Trichosporon spp.. Candida guilliermondii
prevaleceu no ambiente, principalmente nas
macanetas, em 52% do total, onde também se
isolou C. lusitaniae (5,0%), C. parapsilosis
(3,0%), Candida sp. (10%) e Trichosporon sp.
(30%). Trichosporon sp. foi isolado de todos os
ambientes pesquisados, predominando nas
macanetas e no ar do ambiente interno as
UTls.

Os fungos apresentam variacdes
muito amplas em sua incidéncia, de acordo
com a estacdo do ano, temperatura, umidade
relativa do ar, hora do dia, velocidade e
direcdo dos ventos, presenca de atividade
humana e tipo de climatizacdo dos ambientes.

A determinacdo da composicdo e
concentracdo de microrganismos anemdfilos
de é&reas externas ou internas, em &reas
critcas de hospitais tem sido pouco
pesquisada, mas alguns estudos tém
enfatizado sua importdncia, devido ao
aparecimento desses agentes em infeccfes
nosocomiais (4).

Assim, o monitoramento de fontes
ambientais deve ser realizado, principalmente
em salas especiais com  pacientes
imunocomprometidos, sujeitos a exposicao de
patégenos do meio ambiente. Dessa maneira,
sera possivel orientar medidas cabiveis para o
controle desses patégenos, bem como a
terapia mais adequada a ser instituida.

CONCLUSAO

Com a realizacdo deste trabalho, foi
possivel isolar e identificar 18 géneros de
fungos filamentosos patogénicos e ou
alergénicos, além de identificar duas espécies
de leveduras. A principal levedura isolada e
identificada foi a Candida albicans e a segunda
foi a Candida tropicalis.
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