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REsumMmoO

Introdugio: os fungos aneméfilos possuem a capacidade de liberar no ambiente
suas estruturas reprodutivas chamadas de esporos, os quais sio transportadas pelo
ar e a0 encontrarem uma area propicia, depositam-se, colonizam e reproduzem-se.
Diante dos fatos, este trabalho teve por objetivo isolar, quantificar e identificar a
microbiota fungica presente no ar do interior de uma clinica de hemodilise
situada no Rio Grande do Norte. Metodologia: para isso foi utilizado o método
de sedimentacio espontinea para a deposi¢io desses esporos em placas de Petri com
meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose as quais foram expostas nos locais por 15
minutos, ¢ incubadas a 28°C por até 14 dias. Apds esse periodo, as colonias foram
contadas, repicadas ¢ identificadas macro ¢ microscopicamente utilizando a técnica
de microcultivo. Resultados: com a identificagio foi possivel notar a presenca dos
fungos filamentosos Cladosporium spp. (42,85%) o qual houve maior prevaléncia,
Aspergillus spp. (7,14%), Bipolaris spp. (3,54%) e Mycelia sterilia (3,57%), além
de uma quantidade de leveduras (42,85%) cujos géneros nio foram identificados.
Além disso, foi utilizada uma equacgio para medir a qualidade do ar, ¢ pode-se
observar que a quantidade maxima de Unidade Formadoras de Col6nias por metro
ctibico (UFC/m?®) encontrada ¢ a relagio I/E (quantidade de fungos no interior
do ambiente/quantidade de fungos no exterior do ambiente) estavam dentro dos

limites estabelecidos pela ANVISA. Conclusio: assim sendo, a qualidade do ar foi
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avaliada de acordo com os pardmetros da ANVISA e foi considerada satisfatoria,
pois a quantidade de UFC/m? e a relagio I/E estio dentro dos limites estabelecidos.
Esses dados sdo importantes para monitorar a saude dos pacientes e dos profissionais

que frequentam a clinica, bem como para prevenir possiveis infec¢oes fingicas.

Palavras-chave: Hemodidlise, fungos filamentosos, qualidade do ar.

SUMMARY

Air quality assessment and fungus research in a hemodialysis clinic
in the city of Caic6-RN, Brazil

Introduction: Airborne fungi have the ability to release into the environment their
reproductive structures called spores, which are transported by the air and when
they find a suitable area, they deposit, colonize, and reproduce. Given the facts, this
work aimed to isolate, quantify and identify the fungal microbiota present in the
air inside a hemodialysis clinic located in Rio Grande do Norte. Methodology: For
this, the spontaneous sedimentation method was used for the deposition of these
spores in Petri dishes with Sabouraud Dextrose Agar culture medium, which were
exposed in the places for 15 minutes, and incubated at 28°C for up to 14 days. After
this period, colonies were counted, picked and identified macro and microscopically
using the microculture technique. Results: With the identification it was possible to
notice the presence of the filamentous fungi Cladosporium spp. (42.85%) which had
the highest prevalence, Aspergillus spp. (7.14%), Bipolaris spp. (3.54%), and Mycelia
sterilia (3.57%), in addition to a number of yeasts (42.85%) whose genera were not
identified. In addition, an equation was used to measure air quality, and it can be
seen that the maximum amount of Colony Forming Unit per cubic meter (CFU/
m?) found and the I/E (amount of fungus inside the environment/amount of fungus
outside the environment) ratio were within the limits established by ANVISA.
Conclusion: therefore, the air quality was evaluated according to the ANVISA
parameters and was considered satisfactory, since the amount of CFU/m?® and
the I/E ratio are within the established limits. These data are important to monitor
the health of patients and professionals who attend the clinic, as well as to prevent

possible fungal infections.

Keywords: Hemodialysis, filamentous fungi, air quality.
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RESUMEN

Evaluacién de la calidad del aire e investigacién de hongos en una
clinica de hemodialisis en la ciudad de Caicé-RN, Brasil

Introduccién: los hongos anemofilos tienen la capacidad de liberar en el ambiente
sus estructuras reproductoras llamadas esporas, que son transportadas por el aire y
cuando encuentran una zona adecuada, se depositan, colonizan y reproducen. Dados
los hechos, este trabajo tuvo como objetivo aislar, cuantificar e identificar la micro-
biota fingica presente en el aire dentro de una clinica de hemodidlisis ubicada en Rio
Grande do Norte. Metodologia: para ello, se utilizé el método de sedimentacién
espontdnea para la deposicién de estas esporas en placas Petri con medio de cultivo
Agar Sabouraud Dextrosa que fueron expuestas en los lugares durante 15 minutos,
e incubadas a 28°C por hasta 14 dfas. Tras este periodo, se contaron las colonias,
se trasplantaron y se identificaron macro y microscépicamente mediante la técnica
del microcultivo. Resultados: La identificacién reveld la presencia de hongos fila-
mentosos, Cladosporium spp. (42,85%) con la mayor prevalencia, Aspergillus spp.
(7,14%), Bipolaris spp. (3,54%) y Mycelia sterilia (3,57%), ademds de una cantidad
de levaduras (42,85%) cuyos géneros no fueron identificados. Ademds, se utilizé una
ecuacion para medir la calidad del aire, y se pudo observar que la cantidad maxima
de Unidades Formadoras de Colonias por metro ctibico (UFC/m?) encontraday la
relacién I/E (cantidad de hongos dentro del ambiente / cantidad de hongos fuera del
ambiente) estaban dentro de los limites establecidos por la ANVISA. Conclusién:
por lo tanto, la calidad del aire fue evaluada segin los pardmetros de ANVISA y fue
considerada satisfactoria, ya que la cantidad de UFC/m?y la relacién I/E se encuen-
tran dentro de los limites establecidos. Estos datos son importantes para vigilar la
salud de los pacientes y profesionales que acuden a la clinica, ast como para prevenir

posibles infecciones fungicas.

Palabras clave: Hemodidlisis, hongos filamentosos, calidad del aire.

INTRODUCAO

Os fungos sao microrganismos importantes para natureza, desempenham um papel
indispensavel na decomposi¢ao de materiais orginicos, na degradagao de alimentos,
porém algumas espécies podem atuar como parasitas em seres vivos, podendo, eventu-
almente, causar a morte destes. Estio em contato conosco todos os dias e sio encontra-
dos em praticamente qualquer local que nos cerca, inclusive no ar, o qual representa o
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meio de dispersao mais bem-sucedido para que se reproduzam, espalhando suas estru-
turas reprodutoras em forma de conidios e esporos [1, 2].

Aqueles fungos que possuem a capacidade de dispersio no ar sio chamados de anemofi-
los, ¢ estao intimamente ligados a satide do homem, podendo causar diferentes patolo-
gias respiratorias como asma e rinite, além de irritacao na pele € nas mucosas, infecgées
fangicas ¢ manifestagdes gastrintestinais devido a ocorréncias tdéxico-alimentares [1].
Entre estes fungos que habitam o ar atmosférico, podemos destacar os géneros Alzer-
naria, Aspergillus, Cladosporium, Curvularia, Fusarium e Penicillium (3]. Entretanto,
dependendo do grau de exposi¢ao, outras espécies também podem colonizar o ar [4].

A presenga de infecgoes causadas por fungos anemofilos em ambientes hospitalares ¢
relatada na literatura, devido a pouca circulagio de ar, muitas vezes por esses ambientes
serem parcial ou completamente isolados do ambiente externo. Muitas vezes sao locais
com uso de ar-condicionado, o que contribui ainda mais para a presenca desses organis-
mos, tornando a qualidade do ar interior mais critica, o que reflete na vulnerabilidade
dos pacientes que apresentam uma baixa imunidade [3, 5]. Desta forma, esses fungos
agem de forma oportunista, causando infec¢des principalmente em pacientes debili-
tados e imunodeprimidos, como idosos, criangas, pacientes com doengas cronicas que
fazem uso de cateter, fistula, didlise, pacientes com COVID-19, entre outros [6-10].

No Brasil existe um regulamento estipulado pela Agéncia Nacional de Vigilincia Sani-
téria (ANVISA), a qual visa estabelecer padroes de qualidade do ar interior em ambien-
tes climatizados artificialmente de uso publico e coletivo. A resolucao N° 09 de 16 de
janeiro de 2003 tem o objetivo de garantir a qualidade do ar nestes ambientes climati-
zados, através da manutencio destes equipamentos [11].

Nesse contexto, os pacientes acometidos por doencas renais como insuficiéncia renal
aguda, nos quais os rins podem recuperar-se ou parar de funcionar subitamente e insufi-
ciéncia renal cronica, em que os néfrons perdem sua funcionalidade ao longo do tempo,
a0 se contaminarem em um hospital pode acarretar a perda das fun¢oes renais [12].

Levando em consideragio a gravidade do problema renal, o tratamento inicial pode ser
feito a base de dietas e terapia medicamentosa e controle da pressio arterial, porém se
esses tratamentos nao surtem efeito, o paciente ¢ submetido & hemodiilise pelo resto
da vida ou até que seu quadro possa ser revertido ou ainda que possa ser submetido a
um transplante renal [13].

A hemodiélise ¢ uma operagio para a filtragdo sanguinea que ocorre fora do corpo,
realizado por maquinas. E um processo artificial que pode durar em média, de trés a
quatro horas, trés dias por semana, onde o sangue ¢ retirado do corpo do paciente e
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encaminhado a um filtro, em seguida, ¢ devolvido ao corpo [14, 15]. Um estudo de
caso apontou que os géneros que mais acometem pacientes renais sio Aspergillus, Rhi-
zopus, Candida e Scedosporium, os quais acometem tecido pulmonar e tecido dsseo;
mucosas oral e vaginal, além de outros érgaos se disseminada; e infecgoes localizadas,
respectivamente [16].

Desta forma, levando em consideragao o potencial patogénico de alguns fungos e a
vulnerabilidade desses pacientes com comprometimento renal, este trabalho teve como
objetivo isolar, quantificar e identificar a variedade taxonémica de fungos filamentosos
¢ as leveduras presentes no ambiente de uma clinica de hemodiélise, no municipio de

Caicé, Rio Grande do Norte.
METODOLOGIA

Local de Estudo

As amostras foram coletadas de cinco ambientes (sala de hemodidlise, sala de reproces-
samento, sala de tratamento de 4gua, recepgio e cozinha), da Clinica do Rim, locali-
zada no municipio de Caicd, Rio Grande do Norte ¢ foram analisadas no laboratério
de Microbiologia Clinica da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG),
Centro de Educagio e Satde (CES), Campus Cuité. O trabalho possui registro no
Sistema Nacional de Gestio do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional

Associado (SISGEN), sob o c4digo: AS03E78.

Coleta de Amostras

A coleta foi feita pelo método de sedimentacgio espontinea em placas de Petri com
meio de cultura especifico, utilizando um conjunto de trés placas para cada ambiente,
sendo uma delas o controle, a qual nao foi aberta. Cada placa de Petri contendo o meio
Agar Sabouraud-Dextrose da marca ION acrescido de Ceftriaxona (permitindo o iso-
lamento seletivo de fungos) [17] foi exposta em um suporte com aproximadamente
1 metro do chio, no centro de cada ambiente por aproximadamente 15 minutos.
Seguindo a Norma Técnica 001 da Resolugio n°176 [18]. As placas foram identifica-
das como placa 1 e 2 para cada setor de coleta.

Apbs a realizagio da coleta, as placas foram mantidas em estufa por até 14 dias a tempe-
ratura de 28°C. Durante esse periodo de incubagio, as placas estavam sendo observadas
diariamente quanto ao crescimento fungico [3, 19].
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Anilise Microbiolégica do ar

Finalizado o periodo de incubagio, realizou-se a contagem das Unidades Formadoras
de Colonias (UFC) crescidas nas placas de cada ambiente estudado, calculando a sua
média. Depois calculou-se a relagio entre o ar externo e interno para a avaliagao da
qualidade do ar interno. De acordo com a ANVISA, o valor méximo de contaminagao
microbioldgica permitida para um ambiente fechado ¢ de < 750 UFC/m’® e de < 1,5
para a relacdo entre o ar interior e o exterior [11].

Em seguida, realizou-se a amostragem da sedimenta¢ao do ar de cada ambiente, atra-
vés da equagdo de Frieberg er al., 1999 [20] utilizada por Sobral ez al., (2017) [21]
(Equagio 1), na qual faz a relagao numérica entre o nimero de Unidades Formadoras
de Coldnias (UFC) depositadas na placa pela exposi¢io da mesma sobre a drea da placa
que foi exposta, multiplicada pela razao entre o nimero de microrganismos no ar e na
superficie do meio de cultura (SAR). A drea da placa utilizada corresponde 2 90 x 15 mm,
a qual foi convertida em m* e a propor¢io 1:23 foi atribuida, devido ser um processo de
sedimentagio espontinea, onde representa a razao entre o ar e a superficie do meio de
cultura [21, 22], a qual estd de acordo com a Resolugao n° 9 de 16 de janeiro de 2003.

Equagcao 1. Equacio utilizada para calcular a qualidade do ar:

NeUFC/ m® =

N° de UFC na placa 1
- : * — (SAR)
Area da placa de Petri(m?) 23

Identificagao Fungica

A identificagio macroscopica das coldnias foi desenvolvida em conjunto com a anilise
microscopica dos fragmentos destas coldnias em ldminas, com a adi¢ao do corante azul
de metileno. Quando a identificagao nao era possivel dessa forma citada, realizava-se a
técnica de microcultivo em ldmina, na qual sao semeados fragmentos dos fungos fila-

mentosos em Agar Batata Dextrose (ABD) DIFCOTM (3, 19, 23, 24].
RESULTADOS E DISCUSSAO

Anilise e identificacao das amostras

Apés o periodo de incubagao das placas, observou-se crescimento fingico na maioria
delas, conforme pode ser visualizado na tabela 1 e 2. Destaca-se que nao houve cresci-
mento fungico nas placas tidas como controle, ratificando a esterilidade dos meios de
cultura utilizados.
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Tabela 1. Fungos isolados em cada ambiente no interior da instituigio (+) presenca, (-) auséncia.

Fungos _ Salade Sala de . Sala de
. Recepgio co1 Cozinha  tratamento
isolados Hemodiilise reprocessamento ,
de dgua
Cladosporium
+ - + - -
Spp-
Aspergillus spp. + - - - -
Mycelia sterilia - + - - -
Bipolaris sp. - + - - -
Leveduras + + - + +

Fonte: autores.

Tabela 2. Quantidade total de UFC (%) dos microrganismos.

Fungos identificados Ne UFC (%)
Leveduras 12 (42,85)
Cladosporium spp. 12 (42,85)
Aspergillus spp. 2(7,14)
Mycelia Sterilia 1(3,57)
Bipolaris sp. 1(3,57)
UFC totais 28 (100)

Fonte: autores.

De acordo com Cunha, Souza e Gazola (2021) [25], os géneros Aspergillus, Cladospo-
rium, Penicillium e Candida sao os de maior importincia devido aos altos indices de
casos relatados na literatura médica, sendo destes os géneros Aspergillus e Cladosporium
identificados nesta pesquisa.

Na recepgao foram identificadas nove UFC de Cladosporium spp., duas de Aspergillus spp.,
¢ duas UFC de leveduras. O género Cladosporium (Figura 1) ¢ amplamente associado
as feo-hifomicoses, que sao infec¢oes fingicas causadas por hifas ou pseudo-hifas mela-
nizadas, que d4o uma coloragio negra ao tecido infectado, podendo ser cutineas ou
sistémicas, podendo causar lesao nos olhos, a oculomicose, bolor fungico nos pulmaées
e ainda lesdes no cérebro [25].
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Aspergillus spp. geralmente esta associado as infec¢oes pulmonares oportunistas, mas
podem também causar infe¢des nos seios nasais, canais auditivos e as chamadas onico-
micoses [26].

Figura 1. Colonia de Cladosporium spp, isolada na recepgio da clinica. Fonte: autores.

Na sala onde os pacientes realizam hemodialise, foi identificada apenas uma UFC do
género Bipolaris sp., além de uma outra espécie que nao apresentou estrutura reprodu-
tiva, e assim nao pode ser identificada, sendo classificada como Mycelia Sterilia, e trés
UFC de leveduras. O género Bipolaris esté presente em plantas, sendo patogénico em
varias espécies vegetais. Nos seres humanos pode causar alergias como rinite e sinusite,
e ainda infec¢des pulmonares e cutineas [27]. Sendo o principal ambiente da institui-
¢30, a sala de hemodialise ¢ um espago em constante higienizagao, visivelmente limpo,
ndo apresentou um grande crescimento de coldnias.

Os demais ambientes de coleta (cozinha, sala de reprocessamento e sala de tratamento
de 4gua) apresentaram contaminagio com a presen¢a de um microrganismo cada. Sao
locais que possuem uma limpeza constante, mas uma frequente mudanca de tempe-
ratura, além de uma baixa circulac¢io de ar e presenca de fluidos bioldgicos, deixando
assim o ambiente propicio ao crescimento e proliferagio fungica.

A seguranga do tratamento hemodialitico tem como um de seus principais determinan-
tes a qualidade da 4gua empregada no processo de didlise. O tratamento desta dgua utili-
zada para a hemodidlise deve ser feito em um sistema especifico garantindo que essa dgua
esteja livre de qualquer interferente, seja ele quimico, fisico ou biolégico, uma vez que essa
¢ utilizada para um procedimento invasivo por meio da corrente sanguinea do paciente.
Esse tratamento deve ser feito em um ambiente de uso exclusivo para este fim [28].

Andlise Microbiolégica do Ar

No Brasil,a ANVISA estabeleceu os fungos como marcadores epidemiolégicos da qua-
lidade do ar de um ambiente climatizado artificialmente na norma reguladora n° 09, de
16 de janeiro de 2003. O 6érgao recomenda um padrio de qualidade que estabelece um
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valor méximo para a contaminagao bioldgica do ar interior de < 750 UFC/m? de fun-
gos. Além disso, ¢ estabelecida a relagio I/E = < 1,5, tendo como “I” a quantidade de
fungos no interior do ambiente ¢ “E” a quantidade de fungos no exterior do ambiente.
Essa relagao ¢ reivindicada como uma forma de avaliar a ideia de normalidade represen-
tado pelo ambiente exterior e a predisposicao epidemioldgica de aumento dos poluen-
tes nos ambientes fechados [11].

A anélise do ar foi feita através da equagio utilizada por Sobral ez 4. (2017) [21]. A
tabela 3 representa a quantidade total de Unidades Formadoras de Col6nias em cada
placa obtida na pesquisa ¢ a média calculada de UFC que foram utilizadas na execucio
da equagio.

Tabela 3. Quantidade de UFC coletadas em cada ambiente.

UFC
Ambiente Total UFC Média UFC
Placal Placa2
Ambiente Externo 5 16 21 10,5
Recepgao 6 7 13 6,5
Sala de Hemodialise 4 4 8 4
Salade 5 I 3 1s
Reprocessamento
Cozinha 1 1 2 1
Sal:,i de tratamento 1 ] 5 ]
de 4gua

Apds os dados necessdrios serem obtidos, estes foram aplicados na equagio e foi possi-
vel alcangar os resultados desejados. Como determinado pela ANVISA, a quantidade
méxima permitida de UFC/m? em um ambiente ¢ < 750, ¢ nos ambientes analisados
nenhum chegou a esta quantidade. A relagio entre o ar interior e exterior deve ser < 1,5.
Essa relagio ¢ feita através da soma da média de cada placa e a média da placa de coleta
do ambiente externo a qual foi coletada apenas para que essa avaliagao fosse feita e nao
foi atingida em nenhum ambiente estudado, como pode-se observar na tabela 4.

Tabela 4. UFC/m?® ¢ a relagio I/E dos ambientes analisados.

Ambiente UFC/m? I/E<1,5
Recepgio 209,3 0,62
(Continue)
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Ambiente UFC/m? I/E<1,5
Sala de Hemodialise 128.,8 0,38
Sala de Reprocessamento 483 0,14
Cozinha 32,2 0,10
Sala de tratamento de 4gua 32,2 0,10

Fonte: autores.

A partir da tabela 4 ¢ possivel identificar que todos os ambientes da clinica analisados
estdo de acordo com a norma reguladora (NR 09 de 16 de janeiro de 2003), tanto as
UFC/m? quanto a relagao que analisa o ar dos ambientes internos e externos, nao apre-
sentando risco aos seus usudrios. O valor de UFC total do ambiente externo calculado
utilizando a equagido de Frieberg que na Legislagao diz que deve ser menor ou igual a

750 UFC por ambiente, foi de 338,2 UFC/m?® neste trabalho.

A recepcio foi o ambiente que apresentou o maior crescimento de UFC (Tabela 3), ¢
isso pode estar associado a varios fatores, como o grande fluxo de pessoas entrando e
saindo, uma manutengao inadequada do ar-condicionado que gerou uma devolugio
de umidade ao ambiente, o deixando propicio ao crescimento de fungos, visto que a
temperatura do ar externo era bem maior e a porta estava sempre aberta, esse constante
atrito de temperaturas, a movimentagio de carros, dentre outros.

Ainda na mesma Norma Reguladora, ¢ determinado que em um ambiente fechado
e climatizado artificialmente ¢ inaceitdvel a presenca de fungos patogénicos e toxigé-
nicos, porém, nesta pesquisa, apesar dos fungos identificados apresentarem potencial
patogénico como descrito na literatura, como algumas espécies de Aspergillus, ensaios
mais especificos para detectar o potencial patogénico e toxigénico nio foram realizados
neste estudo, se fazendo necessério futuras pesquisas sobre o tema.

Apesar de nao haver tantos estudos sobre qualidade do ar interior em clinicas de hemo-
didlise para que possa ser feitas comparacoes de dados, em outros estudos em ambien-
tes hospitalares ¢ possivel observar que nem sempre esse resultado vai estd dentro dos
limites aceitdveis, como pode ser observado no estudo feito por Sodré, Tértora e Cor-
réa (2014) [29], o qual analisou o ar interior do Hospital Universitirio Pedro Ernesto
(UERJ-RJ) e foi constatado em diversos ambientes valores acima de 1000 UFC/m?,
podendo chegar a mais de 3000 UFC/m?® e a relagao do ar I/E chegando a mais de 6.

1132



Qualidade do ar e pesquisa de fungos em uma clinica de hemodialise

No estudo de Zenaide e Nascimento (2020) [30] essa andlise foi feita em um hospital
na Paraiba e 12 de 23 amostras foi possivel identificar um nimero de UFC/m? ¢ uma
razao I/E acima do estabelecido. Nas duas pesquisas, o género que teve maior prevalén-
cia foi o Aspergillus e os autores frisaram a limpeza como principal ponto de mudanca
para reverter essa situacao, além de uma fiscalizagio adequada por parte dos érgaos
competentes.

Algumas medidas podem ser adotadas para evitar a propagagao dos esporos e diminuir
a contaminacido dos ambientes, tais quais como: intensificar a manuten¢io dos apa-
relhos de ar-condicionado, adotar uma frequéncia maior de limpeza dos ambientes,
adotar medidas de higiene para os colaboradores e pacientes, como a limpeza de maos
e calcados e providenciar uma limpeza nas superficies que recebem contato frequente-
mente, como maganetas, cadeiras e poltronas, torneiras, entre outros.

CONCLUSAO

Os microrganismos anemoéfilos, apesar de terem sido encontrados em diversos ambien-
tes da clinica em estudo, variando em concentragio, estavam dentro dos limites preco-
nizados pela legislagao brasileira. E isso pode estar relacionado com a limpeza realizada
nas dependéncias da clinica e com a manutengao dos sistemas de ar-condicionado.

Mesmo estando dentro do permitido pelas normas, apds o isolamento e identificacio,
foi possivel observar a presenca dos géneros Cladosporium, Aspergillus, Bipolaris, a espé-
cie Mycelia sterilia e algumas leveduras nio identificadas, havendo uma maior prevalén-
cia dessas leveduras seguido do género Cladosporium.

Com relagao a qualidade do ar, foi possivel observar que o método de sedimentagao
espontinea se demonstrou eficaz ao que se propds ¢ que todos os locais analisados
estao dentro do que a ANVISA determina, tanto para o nimero maximo de UFC/ m’,
quanto para a relagao do ar interior/exterior. Para que haja a manutengao desses para-
metros adequados, sugere-se apenas que os cuidados com higiene continuem. Como
perspectiva, sugere-se que estudos sazonais possam ser realizados na referida clinica de
hemodialise e que ensaios para avaliar o verdadeiro potencial patogénico e/ou toxigé-
nico dos fungos presentes na microbiota anemoéfila possam ser realizados.
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