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RESUMO

Introducdo: Nas duas Ultimas décadas houve aumento do numero de pacientes
imunocomprometidos, e como consequéncia o numero de infec¢fes fungicas, sobretudo
por fungos filamentosos. Além de fontes externas de contaminacéo do ar de unidades de
risco, recentemente investigacdes demonstraram que os sistemas de distribuicdo de agua
e reservatorios dos hospitais podem ser colonizados por fungos patogénicos constituindo
uma importante fonte de infecgcéo. Objetivos: Quantificar e identificar os fungos isolados
da agua e do ar de uma unidade de TCTH, e avaliar com o uso de técnicas moleculares a
relacdo genética entre amostras de A. fumigatus, A. flavus e F. solani, isoladas do ar e
agua. Metodologia : O estudo foi realizado em uma unidade de TCTH, com coletas
mensais em diferentes pontos ao longo de 12 meses. As coletas de ar das areas internas
e externas da unidade, foram realizadas com bioamostrador de ar, com placas de petri
contendo agar Sabouraud dextrose. Nas coletas de &gua, amostras provenientes do
sistema hidraulico da unidade, coletadas em frascos esterelizados, foram analisadas
quanto aos parametros fisico-quimicos e filtradas em membrana de 0,45 p, que
posteriormente foram incubadas em agar Sabouraud dextrose para a andlise
microbioldgica. A identificacdo fenotipica foi realizada utilizando chaves de identificagéo
De Hoog et al (2000). Na analise genotipica, os isolados de A. fumigatus, A. flavus e F.
solani foram tipados utilizando primers de minissatélite e microssatélite. Resultados:

Foram realizadas 164 coletas de 4gua, onde observamos maior quantidade de propagulos
nos meses correspondentes ao outono e verdo. A média de propagulos foi de 6,07 UFCI/L.
Os géneros mais prevalentes foram Paecilomyces, Penicillium e Cladosporium, sendo que
dos fungos com potencial patogénico, Fusarium foi mais frequente na agua da unidade. A
temperatura da agua foi o Unico parametro correlacionado com o aumento de propagulos
isolados. Na andlise microbiolégica do ar da unidade, um total de 264 coletas foram
realizadas, com maior quantidade de propagulos nos meses de outono. A média de
propagulos isolados foi de 11,09 UFC/m® por ponto de coleta. Os géneros prevalentes
foram Cladosporium e Penicillium. Dente os fungos com potencial patogénico, Aspergillus
foi 0 género mais isolado no ar da unidade. Na andalise molecular de F. solani nao
identificamos similaridade entre cepas do ar e da agua, contudo, documentamos que 0
mesmo isolado permaneceu um periodo superior a 30 dias no sistema hidraulico da
unidade. Duas amostras do ar, de ambientes distintos de A. fumigatus apresentaram alta
similaridade na andlise molecular. Na analise das amostras de A. flavus, perfis conflitantes
foram obtidos com os diferentes primers, ndo sendo possivel estabelecer relagdo direta
entre os isolados do ar e da dgua. Conclusdo: o monitoramento ambiental em unidades
de risco € de grande importancia ndo sé aplicado em ocasides de surtos, como também
na avaliacdo de potenciais fontes de infecgcdo nosocomial. Fungos patogénicos ao homem
podem ser isolados, na agua e persistir meses no sistema hidraulico constituindo um
reservatorio de infeccdo. Nao identificamos relacdo genotipica, entre amostras
provenientes do ar e da agua, na andlise de propagulos de A. fumigatus, A.flavus e F.
solani.
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ABSTRACT

Introduction: The expansion of the immunocompromised patient population in the last two
decades has led to an increased incidence of invasive fungal infections, especially by
filamentous fungi. Although external sources of contamination are well known related to air-
conditioning in units of risk, recent investigations have shown that water distribution
systems or linked to tanks of hospitals have been also identified as an important source of
infection when it is colonized by pathogenic fungi. Objectives: Quantify and identify
samples of fungi isolated from water and air of a unit of HSCT, and evaluate them by using
molecular techniques looking for their genetic relationship among strains of A. fumigatus,
A. flavus and F. solani. Material and Methods: The current study was performed in a unit
of HSCT, collecting samples monthly over 12-month period. Air samples were recovered
from outdoor air, bathrooms, and rooms in hospital unit, the air sample was collected with
six-faced Andersen collector, with Petri dishes containing Sabouraud-dextrose agar. All
water samples were collected in sterile polystyrene bottles and passed through sterile
0.45um filters using a filtration apparatus. Using sterile forceps, the filters were place
directly on Sabouraud-dextrose agar plates. The phenotypic identification was made using
keys for identification of Hoog (2000). In the genotypic analysis, the isolates of A.
fumigatus, A. flavus and F. solani were typing using oligonucleotide and microsatellite
minisatellite. Results: A total of 164 samples of water where collected. We observed
higher amount of conidia in the months corresponding to the autumn and summer. The
average conidia were 6.07 CFU / |. The most prevalent genera were Paecilomyces,
Penicillium and Cladosporium. Fusarium was more frequent in the water of the unit. The
unigue parameter correlated to the increasing isolation of fungi was the water temperature.
In the microbiological analysis of air from the hospital unit, a total of 264 samples were
collected recovering larger quantities of conidia during the fall. The individual average of
conidia was 11.09 CFU/m®. The most prevalent genera were Cladosporium and
Penicillium. The genus Aspergillus was isolated in the air mostly indoor. In the molecular
analysis, it was observed poor similarity among F. solani strains from air and water,
however, we reported that two isolates remained in the hydraulic system of the unit for a
period over 30 days. Two samples of air, showed 2 distinct environment strains of A.
fumigatus showing high similarity through molecular analysis. In our molecular analysis,
conflicting profiles of A. flavus strains were obtained with different oligonucleotide, it was
not possible to establish any direct relationship between samples of air and water.
Conclusions: environmental surveillance in the units of risk is the highest importance not
only applying to outbreaks, as well as to evaluate potential sources of nosocomial infection.
Pathogenic fungi to humans can be often isolated, and persist in the water for months in
the hydraulic system as a reservoir of infection. We did not identified genetic relationship
among samples from air and water, propagules of A. fumigatus, A. flavus and F. solani.
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Introducédo

1.1 Epidemiologia das doengas fungicas invasivas em unidade de transplante de

células tronco hematopoiéticas (TCTH)

Nas duas Ultimas décadas houve aumento do numero de pacientes
imunocomprometidos, e como consequéncia o numero de infec¢des por fungos, sobretudo
por fungos filamentosos. Os avan¢os na medicina nas duas Ultimas décadas levaram ao
surgimento de drogas eficazes na indugdo de Iimunossupressdo em pacientes
transplantados, fato que estd associado a um aumento no numero de doencas fungicas.
Vérios trabalhos tém sido publicados relatando casos de infec¢bes por fungos oportunistas
em pacientes transplantados, portadores de leucemia, linfoma e outras condi¢des tratadas
com quimioterapia. Da mesma forma, pacientes internados em unidades de queimados,
unidades de terapia intensiva, bem como aqueles em pos-operatério de grandes cirurgias
também estdo susceptiveis a desenvolver infeccées por fungos oportunistas (Gerson et
al., 1984; Rotstein et al., 1985; Mousa et al., 1999 Tavora, 2003, Richardson et al., 2008).

Os principais fatores de risco para desenvolvimento de infecgao
invasiva por fungo filamentoso é a prolongada e profunda neutropenia e exposicdo ao
patégeno. Uma das portas de entrada de fungos filamentosos € a inalagdo de propagulos,
uma vez que os principais agentes séo dispersos pelo ar, contudo a inoculagdo do fungo
através de um trauma, ou prévia infec¢cdo, como por exemplo, a existéncia de onicomicose
ocasionada por espécies nao-dermatofitos, ou mesmo ceratites podem constituir

importantes fatores de risco (Nucci & Anaissie, 2007).

Fungos anemofilos em geral sdo fungos do solo ou de vegetais que sdo
veiculados através do ar. Sdo exemplos de fungos anemofilos os seguintes géneros:
Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Paecilomyces, Cladosporium, Alternaria, Curvularia,

Phoma entre outros (Lacaz et al., 1998, Gambale, 1998).
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Mudancas na epidemiologia das doencas fangicas em unidades de
transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH) tem ocorrido nas ultimas duas
décadas. Ao contrario das infec¢Bes ocasionadas pelo género Candida, o principal agente
de doencas fungicas nosocomiais, nas unidades de transplantes de células tronco
hematopoiéticas (TCTH) destacam-se espécies do género Aspergillus, seguido de outros
agentes oportunistas como Fusarium spp., Scedosporium spp. e Zigomicetos. Estes
patbgenos causam infecgBes invasivas em pacientes com severa e prolongada
imunossupressdo. O diagnostico destes agentes € geralmente dificil e decorrente disso,

em muitos casos apresentam falhas no tratamento (Periroth et al., 2007).

O género Aspergillus é um importante agente de doengas fungicas
nosocomiais. Compreende cerca de 180 espécies, sendo que Aspergillus fumigatus,
Aspergillus flavus, Aspergillus terreus, Aspergillus niger e Aspergillus nidulans sao os
principais agentes de infec¢Bes invasivas em TCTH. Atualmente estas espécies sao
descritas como “complexas de espécies”, (complexo A. fumigatus, complexo A. flavus e
complexo A. niger), pois a identificagcéo fenotipica ndo diferencia espécies correlacionadas
geneticamente, como por exemplo, A. fumigatus e A. lentulus que apesar da morfologia
indiferenciavel apresentam perfis de susceptibilidade frente aos antifingicos totalmente
distintos (Fridkin et al., 1996; Pagano et al., 2006, Richardson et al., 2008).

A epidemiologia da aspergilose invasiva tem sido estudada em
pacientes com doencgas hematoldgicas e transplantados de células tronco hematopoiéticas
por diferentes autores. Porém, existem controvérsias sobre a origem comunitaria ou
hospitalar nos casos de aspergilose invasiva documentados em hospitais terciarios. A
resolucdo desta polémica ndo é simples, visto que ha pouco consenso sobre questbes
relevantes para elucidacdo deste tema. Neste contexto, ndo sabemos qual é o periodo de
incubacdo desta micose, aspecto este que dificulta o estabelecimento de uma definigdo
operacional consistente que possa ser utilizada na caracterizagdo da origem hospitalar ou
comunitaria de uma ocorréncia de aspergilose em pacientes internados. Este fato é ainda
agravado pela baixa sensibilidade dos métodos diagnésticos, limitacdo que
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frequentemente leva ao reconhecimento tardio desta micose na maioria dos pacientes. Ha
ainda muita controvérsia sobre a acuracia dos diferentes métodos moleculares utilizados
na tipagem molecular de Aspergillus. Finalizando, € preciso lembrar que a grande
variabilidade de gendtipos de uma mesma espécie de Aspergillus encontrada no
ambiente, muitas vezes também no 6rgdo de um paciente infectado, € fenbmeno que
torna complexa a tentativa de estabelecer-se a origem clonal de isolados clinicos e
ambientais quando utilizamos métodos de tipagem nesta comparacao (Yeo & Wong, 2002,
Sing & Paterson, 2005).

Ha inumeros estudos sobre a incidéncia e prevaléncia de aspergilose
em TCTH. Infec¢Bes fungicas invasivas por Aspergillus spp. podem acometer cerca de 3 a
11% dos pacientes submetidos a transplantes de medula 6ssea. Aspergilose invasiva (Al)
tem sido relatada em 0,08 a 2,6 % dos individuos submetidos a transplantes de medula
0ssea autdlogo e 3,6 a 10,3% dos individuos submetidos a transplantes alogénicos (Singh
& Paterson, 2005). Transplantes alogénicos de medula 6ssea apresentam o maior risco
para o desenvolvimento de Al, sendo que em alguns centros esta infeccdo flngica é
considerada a principal causa de mortalidade (Singh & Paterson, 2005). Nos Estados
Unidos estima-se que que a incidéncia seja de 5 em 100.000 pacientes, com mortalidade
gue varia de 45 a 80% (Barnes & Marr, 2007, Periroth et al., 2007). Na Europa, Alonso et
al (2006) num estudo prospectivo, ao longo de 5 anos numa unidade de TCTH de um
hospital terciario na Espanha, observaram a incidéncia de Al em TCTH, que em 1999 foi

de 1,4% e em 2003 de 17,5%, evidenciando assim o aumento.

Fusarium € um importante fitopatdgeno, amplamente distribuido na
natureza. Na Ultima década o género tem emergido como um importante patbgeno em
humanos, agente de onicomicoses e ceratites. Em transplantados de células tronco
hematopoiéticas é causa de infec¢des locais, invasivas ou disseminadas. A mortalidade
em pacientes com fusariose disseminada varia de 50-75%, grande parte devido ao tempo
de diagnostico e ao dificil tratamento. Fusarium spp. apresenta resisténcia a maioria dos
antifngicos disponiveis. A principal espécie isolada em infec¢fes invasivas € Fusarium
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solani, seguida de Fusarium oxysporum (Nucci et al, 2004, Jeansen et al, 2004, Nucci &
Anaissie, 2007, Periroth et al., 2007, Richardson & Lass-Fl6r, 2008).

Em relacdo a incidéncia de fusariose em TCTH, Nucci et al (2004)
conduziram um estudo retrospectivo em 7 hospitais no Brasil e 2 nos E.U.A., onde a
incidéncia de fusariose entre TCTH alogénico variou de 4,2 - 50 casos por 1000
pacientes. O tempo médio entre o transplante e o diagnéstico de fusariose foi de 48 dias.
O estudo demostrou ainda por analise multivariada, que a neutropenia persistente foi o

Unico fator de progndstico para a morte dos pacientes com fusariose.

Os Zigomicetos, principalmente pertencentes a ordem Mucorales sé@o
fungos oportunistas capazes de causar uma rapida e aguda infeccdo em pacientes
imunocomprometidos. Outro grupo de risco sao 0s pacientes diabéticos, onde o principal
fator de risco é a cetoacidose. Os principais agentes isolados pertencem aos géneros
Rhizopus e Mucor responsaveis por cerca de 50 e 18% dos casos de zigomicose
respectivamente. Surtos em ambientes hospitalares ndo s&o comuns, todavia em
imunocomprometidos a incidéncia tem aumentado, assim como a incidéncia de outros
fungos filamentosos potencialmente patdégenos pra pacientes de risco. Além disso,
Rhizopus e Mucor apresentam um perfil de resisténcia frente a grande maioria dos
antifingicos apresentando suceptibilidade a anfotericina B (Marr et al., 2002, Jeansen at
al, 2004, Alonso et al., 2006).

A ocorréncia de zigomicose em TCTH tem aumentado em alguns
centros nos E.U.A., onde estima-se que ocorra 500 casos por ano, com prevaléncia de 2-
3% em transplantes alogénicos. A mortalidade de pacientes com zigomicose chega a
64%, devido ao dificil diagnéstico do agente etiolégico (Marr et al., 2002, Alonso et al.,
2006, Barnes & Marr, 2007, Periroth et al., 2007). No Brasil ndo temos estudos que

decrevem a incidéncia de zigomicose em TCTH.
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1.2 Fungos filamentosos em ambientes nosocomiais

Os fungos filamentosos podem entrar nos recintos hospitalares pelo ar
externo utilizando os sistemas de ventilagdo, sistemas de ar condicionado ou podem
proliferar no interior dos recintos em vasos de flores, plantas e arbustos colocados em
areas inapropriadas, materiais como madeira, sintéticos e carpetes podem atuar como
reservatorio de fungos filamentosos e colocar em risco pacientes imunodeprimidos
(Girardin et al., 1994; Denning, 1998).

A prevencédo das infecgbes nosocomiais nas unidades TCTH depende
principalmente de sistemas que filtrem o ar externo, com filtros absolutos (HEPA), e/ou
sistemas de fluxo laminar (SFL). Estes sistemas reduzem o numero de propagulos
fungicos suspensos no ar (Anaissie et al., 2003; Warris et al., 2003). Outras medidas de
prevencgdo incluem o uso de mascaras, e as relacionadas ao paciente, como 0 aumento da
resposta imune natural utilizando fatores de crescimento recombinantes e quimioprofilaxia
utilizando drogas antifingicas (Nemunaitis et al., 1993; Behre et al., 1995; Oren et al.,
2001).

O monitoramento do ar em unidades com e sem filtros HEPA tem
grande relevancia na prevencdo de infeccdes em hospitais. Pardelli et al (2006)
monitoraram o ar utilizando o bioamostrador portatil Surface Air System, em varias
unidades de 10 hospitais na Italia. Durante as coletas de ar foram mantidas as
atividades rotineiras de cada unidade. A média de propagulos fungicos foi de 19
UFC/m®. em unidades equipada com filtros HEPA a média foi de 17 UFC/m®. O agente
mais frequente foi Penicillium, neste estudo o isolamento de Aspergillus foi de 35%.
Como concluséo, os autores relatam que a presenca de filtros HEPA ndo é suficiente
para a prevencgdo total de infecgBes fungias invasivas, uma vez que o isolamento de

propagulos fungicos permanece frequente.
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Em um hospital universitario na cidade de Minneapolis USA, durante 10
anos foi monitorado mensalmente o ar em unidades com filtros HEPA e em areas externas
para comparacao. Um total de 1523 amostra de ar foram coletas entre janeiro de 1995 e
dezembro de 2005. A média de UFC/m® em unidades de TCTH foi de 18, considerada
baixa em comparacdo com a média de propagulos isolados externamente ao hospital: 848
UFC/m°. O estudo sugere que a area externa atua como fonte de propagulos fangicos,
uma vez que ha fluxo constante de pessoas. Assim o monitoramento € considerado uma
importante medida de controle de infecgdes fungicas, contudo ndo deve ser utilizada

isoladamente ( Falvey & Streifel, 2007).

Em Portugal, Araujo et al (2008a), avaliaram a eficiéncia dos filtros
HEPA em diversas unidades de um hospital universitario, atrdves do monitoramento do
ar utilizando aparelho Andersen de um estagio, capaz de filtrar 28 L/min. Apesar da
média de propagulo isolados (10 UFC/m®) ser menor em relag&o a outras unidades sem
HEPA (100 UFC/m® , a combinacdo de filtros com pressdo positiva ndo elimina

propagulos infectantes do ar .

A origem hospitalar de infec¢des fungicas por fungos filamentosos tem
sido postulada, na maioria das vezes, sem base em investigacdes moleculares das
amostras de fungos envolvidas no processo. Um argumento forte utilizado para defender a
origem hospitalar de casos de aspergilose é representado pelos inuUmeros relatos de
ocorréncia de surtos, muitos deles associados a reformas ou construgdes realizadas em
ambiente hospitalar. Estes estudos, em sua maioria, ndo realizaram tipagem molecular
das amostras, sendo a associacdo estabelecida entre aumento de casos e reformas

estabelecidas apenas com base na simultaneidade das ocorréncias.

Nao h& duvida que reformas e constru¢fes aumentam a concentragao
de propagulos fungicos no ar. Diferentes autores monitoraram propagulos fungicos no ar
antes e apoés a ocorréncia de reformas ou construgdes. Streifel et al (1983) monitoraram o
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ar externo e interno de um hospital universitario, na cidade de Minneapolis (USA),
avaliaram amostras colhidas antes, durante e ap6s a demolicdo de uma unidade do
hospital. Eles verificaram o aumento de propagulos fungicos de Aspergillus fumigatus,
Aspergillus niger e outros fungos filamentosos na area externa no periodo pés-demoli¢éo.
Na area interna do hospital também identificaram aumento de propagulos fungicos, mas
ndo foram valores significativos, isso devido as medidas de intervengdo adotadas no

periodo de reformas.

Kennedy et al (1995) analisaram a concentracdo de conidios de
Aspergillus fumigatus durante uma reforma realizada em hospital pediatrico na cidade de
Glasgow. O nivel basal dos conidios antes da construcéo era de 10 UFC/m?, variando de
47 UFC/m® a 94 UFC/m® ap06s as reformas. Baseados nestes achados os autores sugerem
gue medidas de vigilancia devem ser implantadas para prevenir aspergilose invasiva em

pacientes imunocomprometidos, quando realizadas reformas no hospital.

Um estudo conduzido em Paris num periodo de 2 anos monitoraram o
ar de uma unidade hematélogica com 4 unidades. Durante o monitoramento, houve
reforma por 6 meses. Os resultados mostraram que durante o periodo de reforma houve
aumento de propagulos fungicos no ar, contudo a combinacdo de filtros HEPA e fluxo
laminar no periodo sem reforma foram efetivos no controle de propagulos fungicos. O
estudo ressalta ainda que os filtros HEPA sozinhos n&o séo eficazes para o controle de

propagulos principalmente no periodo de reforma (Cornet et al., 1999).

Bouza et al (2002), analisaram a qualidade do ar de um hospital
terciario na Espanha antes e depois da demolicdo da sua unidade de maternidade. As
coletas foram realizadas no ar externo, interno e ar das unidades que utilizam filtros
HEPA. O estudo demonstrou um elevado numero de propagulos fungicos apds a
demolicdo no ar externo e interno do hospital, quando comparados com 0s niveis basais

obtidos antes do evento. Os niveis elevados mantiveram-se até 4 dias apés a demoli¢éo.
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Sabendo que reformas e construcdo levam ao aumento na
concentracdo de propagulos fangicos, alguns autores tentaram investigar a relevancia
clinica deste achado, documentando a ocorréncia de aspergilose invasiva antes e depois
da ocorréncia de reformas. Perraud et al (1987) analisaram 22 casos de aspergilose
invasiva documentados no Departamento de Hematologia de um hospital terciario da
cidade de Lyon (Franca). Os casos foram diagnosticados ao longo de um periodo de 29
meses, sendo que 17 deles ocorreram simultaneamente a reformas realizadas no hospital

e apenas 5 novos casos foram observados no periodo sem reformas.

Loo et al (1996) determinaram a incidéncia de aspergilose em
pacientes com leucemia e transplantados de células tronco hematopoiéticas durante um
surto associado a reforma realizada em hospital terciario em Montreal (Canada) entre os
anos de 1988 a 1993. Trinta e seis casos de aspergilose foram diagnosticados no periodo,
4 casos no periodo pré-reforma, 28 casos durante a reforma e 4 casos durante o periodo

de implantacdo das medidas de vigilancia.

Oren et al (2001), analisaram 31 casos de aspergilose invasiva
pulmonar em pacientes com leucemia aguda em hospital terciario de Israel entre setembro
de 1993 e julho de 1998. Neste periodo ocorreu um surto de aspergilose de origem
nosocomial, com aumento de cerca de 50% na ocorréncia dos casos. Os pesquisadores
concluiram que o dramatico incremento de aspergilose invasiva foi diretamente atribuido a
reforma realizada e a principal medida instituida para diminuir a incidéncia de aspergilose

foi a instalag&o de filtros HEPA na unidade.

Cooper et al (2003) monitoraram o ar em 18 areas de um hospital na

Australia num periodo de construgdo. Durante o periodo de construcdo medidas
profilaticas foram adotadas: os pacientes da unidade hematoldgicas receberam tratamento
com anfotericina B e itraconazol, medidas de barreira na unidade com a utilizacdo de
filtros HEPA, e em paralelo as coletas de ar foram realizadas utilizando o bioamostrador
9
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Reuter centrifugal air sampler. A média de foi de 5 UFC/m?®, durante e apés o periodo de
construcdo. A prevaléncia foi de género Aspergillus dentre os propagulos isolados.
Nenhum caso confirmado de aspergilose invasiva foi diagnosticado durante o periodo do

estudo.

Numa unidade hematolégica na cidade de Floréncia, Itélia, o
monitoramento do ar foi realizado, devido a realizacdo de reforma da unidade. A
concentracdo de fungos no ar do corredor da unidade foi maior (2,9 UFC/m®) em relacéo
aos quartos dos pacientes (1,4 UFC/ m®). No periodo houve 3 provaveis e 2 possiveis
casos de aspergilose invasiva em pacientes com leucemia aguda. Os casos coincidiram
com o periodo de reforma e maior nimero de propagulos no ar, sugerindo a possivel

relacdo entre concentracéo de propagulos e aspergilose (Pini et al., 2007).

Recentemente, alguns estudos utilizaram técnicas de biologia molecular
para comparar cepas de fungos filamentosos isolados do meio ambiente hospitalar e de
pacientes para confirmar a origem da infecgdo. Girardin et al (1994) realizaram um estudo
utilizando a técnica de sequéncias repetidas moderadas (MRSs), para tipar cepas de
Aspergillus fumigatus isoladas de ambiente e pacientes na cidade de Paris (Franca).
Neste estudo foram analisadas 19 cepas de Aspergillus fumigatus isoladas de 5 pacientes,
gue foram comparadas a 30 cepas ambientais. Os isolados sequenciais dos pacientes
apresentaram o mesmo perfil genotipico, exceto por um paciente. A origem nosocomial da
infecgéo foi confirmada em 2 pacientes, onde houve completa identidade genética entre as

cepas ambientais e clinicas.

Chazalet et al (1998) realizaram o primeiro estudo molecular sobre

Aspergillus fumigatus e aspergilose utilizando sondas marcadas como ferramenta de
tipagem. O estudo foi realizado com 700 amostras (ambientais/pacientes) obtidas de 4
hospitais terciarios da cidade de Paris (Franca) durante um periodo de 2 anos. Os
pesquisadores demonstraram que 85% das cepas apresentaram um Unico genétipo o que
10
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demosntrou baixa diversidade genotipica da espécie. Eles comprovaram também que dos

73 pacientes com aspergilose invasiva 30 eram de origem nosocomial.

Bart-Delabesse et al (1999) analisaram cepas de Aspergillus fumigatus
isoladas de ambiente e pacientes utilizando a técnica de microsatélites na cidade de
Créteil (Franga), com 89 isolados (62 ambientais — 27 de pacientes) obtidos durante um
periodo de 1 ano. O estudo demonstrou ampla diversidade genética das amostras, sendo
identificados 43 gendtipos diferentes entre as 62 amostras ambientais. Da mesma forma
observaram cepas geneticamente diferentes em amostras clinicas, concluindo que um
mesmo paciente pode ser colonizado ou infectado por véarias cepas, isso devido ao alto
poder discriminatério da técnica utilizada. Os pesquisadores foram capazes de confirmar a

origem nosocomial da infeccdo em 42% dos pacientes.

Blum et al (2008) monitoraram durante um ano, as caracteristicas
microbiolégicas do ar de uma unidade hematoldgica na cidade de Innbruck, Austria com
intuito de isolar Aspergillus terreus, um agente emergente em infec¢des invasivas. Além
das coletas de ar com o aparelho Surface Air System Sample, amostras de swab nasal
foram colhidas periodicamente dos pacientes da unidade. Ao final, 49 cepas de A. terreus
foram isoladas durante o estudo, incluindo amostras de colonizacdo e infeccdo de
pacientes. A tipagem molecular pela técnica de RAPD utilizou 3 primers e ndo detectou
nenhuma similaridade entre os isolados de pacientes e do ambiente. Obteve-se 46

distintos genotipos, indicando a grande diversidade gendmica de A. terreus.

No Brasil existem escassos trabalhos na area hospitalar relacionando a
concentracdo de propagulos fungicos com infeccdo hospitalar. Os trabalhos em geral
estdo limitados a avaliacdo da sindrome do edificio doente (SED), investigando a

prevaléncia de agentes fungicos na area ambiental e no setor de construcao civil.
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Gambale et al (1993) realizaram um estudo para avaliar a prevaléncia
de fungos no ar e livros de 28 bibliotecas da cidade de Sdo Paulo (Brasil) e sua possivel
relacdo com sintomas respiratorios. Os principais fungos isolados do ar foram
Cladosporium, Penicillium e Fusarium e dos livros utilizados na analise os agentes foram
Cladosporium, Penicillium e Trichoderma. Dos 314 bibliotecéarios interrogados, 49%
referiram sintomas de rinites ou asma, sendo estes sintomas relacionados ao ambiente de

trabalho.

Mezzari et al (2002) na cidade de Porto Alegre e Menezes et al (2004)
na cidade de Fortaleza (Brasil) analisaram a prevaléncia de fungos anemofilos como
agentes etiologicos de alergias em varias regides das respectivas cidades. Em ambas
cidades os principais agentes isolados foram os pertencentes aos géneros Aspergillus,

Penicillium e Cladosporium.

Graudenz et al (2002 e 2004) realizaram estudos relacionados a SED
em edificio que utilizava dois sistemas de ar condicionado (antigo e novo) na cidade de
Sao Paulo (Brasil). O estudo concluiu que os funciondrios que estavam expostos ao
sistema de ar condicionado antigo (20 anos aproximadamente) apresentaram uma alta
prevaléncia de sintomas respiratérios, mais estes sintomas néo foram relacionados aos

fungos isolados no interior do prédio se ndo a outros contaminantes presentes no ar.

No ambiente hospitalar, Cucé et al (1993) analisaram a microbiota
fungica anemdfila do Hospital das Clinicas na cidade de S&o Paulo (Brasil). As coletas
foram realizadas utilizando placas de Petri com agar Sabouraud nas areas do pronto
socorro e UTI dos servigos de gastroenterologia e pneumologia. Tanto no pronto socorro
como nas enfermarias das UTI prevaleceu o isolamento de fungos filamentosos na
proporcédo de 68,5% contra 10% de leveduras. Dos fungos filamentosos isolados os mais

frequentes foram Mycelia sterilia, Cladosporium spp. e Penicillium spp.
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Tavora (2002) analisaram a qualidade do ar do Hospital das Clinicas da
cidade de Séo Paulo, Brasil e sua relacdo com a SED, durante o periodo de outubro de
1999 e abril de 2000. Os géneros fungicos mais prevalentes foram Aspergillus spp,
Penicillium spp e Cladosporium spp com niveis elevados de propagulos fingicos por m®. O
estudo conclui que apesar de mais 80% dos entrevistados relatarem sinais e sintomas de

SED, néo foi identificada uma relagdo com os fungos isolados.

Martins-Diniz et al (2005) monitoraram o ar em diferentes periodos em
Unidades de terapia intensiva (UTIs) pediatrica e adulta e no centro cirirgico num hospital
universitario na cidade de Araraquara, S&o Paulo. Foram obtidas 196 amostras utilizando
o bioamostrador Andersen 1 estagio, amostras de superficies e de profissionais também
foram coletas para o isolamento de leveduras. Os géneros mais prevalentes foram:
Cladophialophora spp., Fusarium spp., Penicillium spp., Chrysosporium spp., e
Aspergillus spp. Dentre as leveduras isoladas Candida albicans, C. guilliermondii, C.
parapsilosis e C. lusitaniae foram as mais freqientes. Um numero relativamente alto de
UFC/m® foi isolado de ambientes internos: nas UTIs a média foi de 317,1 e no centro

cirurgico 332,2. Nenhuma das unidades possuiam filtros HEPA.

Num hospital terciario na cidade de Campinas, Sdo Paulo, Teixeira et al
(2005), avaliaram pacientes hematologicos com colonizagdo e infeccdo por fungos
filamentosos, e paralelamente avaliou a qualidade do ar da unidade, utilizando placas de
petri contendo Agar Sabouraud dextrose, no periodo de 1 ano. Fusarium foi o agente mais
frequente no ar durante o outono e Cladosporium na primavera. Dentre as amostras
clinicas os agentes mais frequentes foram: Aspergillus fumigatus, Fusarium solani e
Penicillium citrinum. O perfil de susceptibilidade foi realizado entre os isolados clinicos e
ambientais, sendo que os isolados clinicos demonstraram maior resisténcia frente aos

azolicos fluconazol, itraconazol e cetoconazol.
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Recentemente investigacOes realizadas por diversos pesquisadores
demonstraram que os sistemas de distribuicdo de agua e reservatorios dos hospitais
podem ser colonizados por fungos patogénicos como Aspergillus spp. e Fusarium spp e
concluiram também que os sistemas de agua podem ser considerados como a fonte de
contaminac&o do ar por fungos filamentosos, ampliando a possibilidade de ocorréncia de
surtos (Arvanitodou et al., 1999; Anaissie et al., 2003; Warris et al., 2002).

1.3 Fungos isolados em sistemas de distribuicdo de agua municipal

Historicamente, pouca atencéo tem sido dada aos fungos filamentosos
nos sistemas de distribuicdo de agua. Recentemente tem sido descrito que os fungos
filamentosos podem atravessar os filtros de areia, utilizados nas plantas de agua potavel e
gue 0s mesmos conseguem sobreviver aos procedimentos convencionais de desinfeccao

com adic¢&o de cloro (Doggett, 2000).

Nos sistemas de distribuicdo de agua, os fungos filamentosos podem
crescer nos espacos da tubulagdo onde o fluxo é mais lento. Além disso, o material que
constitui os reservatorios e tubulacées pode ajudar na formacdo do biofilme composto,
necessario para a sobrevivéncia dos fungos (Arvanitidou et al., 1999). Da mesma forma os
fatores fisicos e quimicos nos sistemas de distribuicdo de dgua podem ser considerados
fatores importantes para o depésito e crescimento dos fungos filamentosos, também como
a temperatura da agua que deve ser considerada um fator relevante para a fisiologia e

viabilidade dos propagulos fungicos (Garraway & Evans, 1984).

Fungos filamentosos nos sistemas de distribuicdo de agua podem
afetar diretamente a saude das populagbes, contribuindo para a ocorréncia de
14
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intoxicacOes, reacdes alérgicas e na ocorréncia de infecgdes nosocomiais em individuos
imunocomprometidos. Podem contaminar os alimentos durante o processamento ou
preparacdo e interferem diretamente com a distribuicdo de &agua potavel, através da
deterioracdo dos reservatorios e tubulacdes (Rosenzweig et al., 1983; Watrris et al., 2001;
Anaissie et al., 2002).

Nagy & Olson (1982) coletaram 66 amostras de agua no sistema de
distribuicdo de agua (32 em sistema clorado e 36 no sistema né&o clorado) da cidade de
Orange no Canad4a, durante um periodo de 9 meses foram isoladas 18 coldnias fangicas
por 100 ml de &gua no sistema néo clorado e 34 no sistema clorado. Os principais agentes
identificados foram Penicillium spp., Acremonium spp., Paecilomyces spp. e Fusarium
spp. em ambos sistemas. A concentragdo de cloro livre residual no sistema clorado era de

0,63 ppm.

Doggett (2000) analisou o sistema de distribuicdo de dgua municipal da
cidade de Springfield (USA) que abastece uma populacdo de 100.000 pessoas
aproximadamente, durante janeiro a julho de 1997. Foram identificados 39 espécies
fungicas diferentes obtidas de 8 amostras da superficie dos reservatorios. Os principais
agentes isolados no biofilme flngico foram espécies dos géneros Aspergillus spp. e
Penicillium spp. A concentracdo de cloro livre residual no sistema era de 0,88 mg/l. Este €
0 Unico trabalho na literatura que analisou o biofilme fungico nos sistemas de distribuicao
de agua, a investigacdo conclui utilizando microscopia eletrénica de varredura que 0s

propagulos constituem o maior componente do biofilme.

Zacheus et al., (2001), coletaram amostras de agua e sedimento de 16
sistemas de distribuicdo de agua de 8 cidades na Finlandia, durante um periodo 2 anos.
Os principais fungos identificados no sedimento analisado foram Penicillium spp.,
Phialophora spp., Cladosporium spp. e Acremonium spp. O estudo conclui que os
sedimentos depositados nas tubulagfes dos sistemas de distribuicdo de agua, podem ser
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considerados reservatorios de bactérias heterotréficas, bactérias entéricas, actinomicetos

e fungos.

Um estudo conduzido na Alemanha monitorou ao longo de 12 meses a
agua do sistema publico de distribuicdo. Observou-se pouca diversidade de espécies,
sugerindo assim que os fungos sobrevivem no sistema de distribuicdo por longos
periodos. Além do monitoramento de fungos o estudo realizou contagem de coliformes
totais e fecais. Nao houve correlacdo entre UFC e quantidade de coliformes. Os géneros
fungicos mais frequentes foram Acremonium, Phialophora, Exophiala e Penicillium (Géttich
et al., 2002).

Na Noruega 273 amostras de agua de 14 pontos diferentes que
incluiram o sistema publico de distribuigdo, residéncias e hospitais, foram realizadas para
determinar a ocorréncia e distribuicdo de espécies de fungos. As mais frequentes foram:
Penicillium spp., Trichoderma spp. e Aspergillus spp. Nao foi observada significancia
sazonal no numero de propagulos fungicos isolados (Hageskal et al., 2006).

Kanzler et al., (2007) avaliaram a ocorréncia e relevancia de fungos no
sistema de distribuicio de agua na cidade de Graz, Austria. Das 38 amostras coletadas,
32 diferentes géneros foram isolados, sendo os mais freqiientes Cladosporium e
Penicillium. O estudo demonstrou que a agua pode ser um reservatério de fungos

oportunistas.

Estes estudos concluiram que os sistemas de distribuicdo de agua
podem ser colonizados por biofilmes mistos compostos de bactérias, fungos e algas. E
gue gracas aos fungos estes biofilmes conseguem resistir aos tratamentos convencionais

de cloracdo da agua.
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1.4 Fungos isolados em sistemas de distribuicdo de agua de hospitais

Os reservatoérios dos fungos filamentosos no ambiente hospitalar ndo
sdo completamente conhecidos. A identificacdo de tais reservatorios € fundamental para

implantar medidas de controle de infec¢do hospitalar mais efetivas (Anaissie et al., 2001).

Arvanitidou et al. (1999) na Grécia avaliaram 126 amostras de agua
potavel obtidas da comunidade (42) e de hospitais (84). Os fungos foram isolados em
95,2% das amostras da comunidade e 76,2% das amostras obtidas de hospitais. Os
principais agentes isolados foram Penicillium spp., Aspergillus spp. e Candida spp. No
trabalho ndo foram determinadas as concentracdes de cloro livre residual dos respectivos

sistemas hidricos.

Anaissie et al. (2001), realizaram uma investigacdo durante um periodo
de 10 anos no sistema de distribuicdo de agua de um hospital terciario da cidade de
Houston (USA). No estudo, os fungos isolados foram identificados como Fusarium solani e
Fusarium oxysporum. Este estudo demonstrou que as espécies do género Fusarium
podem colonizar sistemas de distribuicdo de agua de hospitais em concentracdes de cloro
livre residual de 0,3 ppm e confirmou utilizando técnicas moleculares que as espécies de

Fusarium podem permanecer no sistema durante anos.

Warris et al. (2001), analisaram 168 amostras de agua coletadas da
unidade de TCTH (pediatrica) de um hospital terciario da cidade de Oslo na Noruega,
durante um periodo de 6 meses. Fungos filamentosos foram isolados em 94% das
amostras coletadas, sendo os principais agentes isolados: Aspergillus fumigatus,
Trichoderma spp., Paecilomyces spp. e Cladosporium spp. As concentracdes de cloro livre

residual variaram entre 0,3 ppm a 0,5 ppm nos diferentes sitios analisados.
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Anaissie et al. (2003) coletaram 416 amostras de agua provenientes do
sistema de distribuicdo de dgua municipal, reservatérios de agua (fria e quente), chuveiro
e torneiras dos quartos de um hospital terciario da cidade de Little Rock, AR (USA).
Fungos filamentosos foram isolados em 67% das amostras de agua municipal e 82% das
amostras obtidas dos reservatorios do hospital. Os principais agentes isolados foram
Penicillium spp, Aspergillus spp, Paecilomyces spp. e Fusarium spp. As concentragdes de

cloro livre residual variaram entre 0,05 ppm a 0,2 ppm nos diferentes sitios analisados.

No Brasil 2 estudos avaliaram o potencial da adgua como fonte de
infecgdo. Nucci et al. (2002) no periodo de dezembro de 1996 a setembro de 1997
realizaram uma investigacdo para determinar a origem de um surto ocasionado por
Exophiala jeanselmei. Esta espécie foi isolada na dgua do reservatorio do hospital e na
adgua deionizada utilizada na farmacia para preparo de solucdo anti-séptica. A tipagem
molecular por RAPD mostrou que o isolado de um paciente e do isolado da &agua
deionizada eram altamente relacionados. Outro estudo no estado de Sao Paulo avaliou a
agua do sistema de abastecimento e a agua utilizada numa unidade de hemodiélise.
Houve prevaléncia de Trichoderma spp., Aspergillus spp., e Cladosporium spp. Apesar de
ndo haver relatos de infec¢gbes por estes agentes o estudo sugere monitoramento continuo

na unidade e medidas profilaticas (Varo et al., 2007).

Estes dados sugerem que fungos filamentosos sdo frequentemente
isolados de sistemas de distribuicdo de aguam de hospitais, ainda na presenca de
concentracdes elevadas de cloro livre residual. Rosenzweig et al (1983) realizaram um
estudo com o objetivo de determinar a sensibilidade dos propagulos fungicos a
concentracdes crescentes de cloro residual. Eles concluiram que fungos filamentosos
sobrevivem aos tratamentos convencionais de tratamento de agua gracas a capacidade
gue possuem os propagulos de diminuir a concentracdo de cloro residual nos sistemas.
Este fato é importante j& que ao diminuir a concentracao de cloro livre residual estimulam

a proliferagdo de bactérias heterotréficas aumentando o biofilme.
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1.5 Técnicas moleculares aplicadas a estudos epidem iolégicos com Aspergillus e

Fusarium

As técnicas de biologia molecular vém sendo cada vez mais utilizadas,
com a finalidade de caracterizar a epidemiologia de fungos filamentosos isolados do meio
ambiente, animais, reservatorios de agua de hospitais e pacientes. As principais técnicas
utiizadas para caracterizar a epidemiologia dos fungos filamentosos sdo métodos
baseados em PCR (polimerase chain reaction): Amplificacéo aleatoria de DNA polimorfico
(RAPD), analise das varia¢cbes de tamanho de fragmentos de DNA gerados por digestéo
com enzimas de restricdo “endonucleases” (RFLP), andalise do DNA gendmico por
sequéncias intergénicas repetidas de enterobactérias (ERIC-PCR) e a analise comparativa
de sequéncias de nucleotideos de genes homdlogos principalmente (Sharples & Lloyd,
1990; Swaminathan & Matar, 1994; Power, 1996; Taylor et al, 1999, Soll, 2000).

Bart-Delabesse et al (2001) analisaram 67 cepas de Aspergillus
fumigatus isoladas de pacientes, ambiente hospitalar e banco de microganismos,
utilizando trés técnicas moleculares RAPD, RFLP e polimorfismo de microsatélites (MLP).
A técnica de RFLP apresentou o maior poder discriminatério gerando 49 gendétipos
diferentes, em segundo lugar a técnica de MLP gerou 43 genétipos e por Ultimo a técnica

de RAPD com 31 genotipos diferentes.

Leenders et al (1999) utilizaram a técnica de RAPD utilizando os
“‘primers” ERIC1 e ERIC2 para tipagem molecular de cepas de Aspergillus fumigatus,
isoladas de ambiente hospitalar e de pacientes com aspergilose invasiva. O estudo conclui
gue cepas de Aspergillus fumigatus podem permanecer no ambiente hospitalar até
periodos de 1 ano e que as cepas isoladas dos pacientes apresentaram um perfil

genotipico diferente das ambientais.
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Cimon et al (2001) analisaram um total de 109 cepas de Aspergillus
fumigatus isoladas de 7 pacientes com fibrose cistica na cidade de Nantes na Franca.
Foram utilizadas 2 técnicas moleculares para determinar a diversidade genética das cepas
de Aspergillus fumigatus, a técnica de RAPD utilizando o “primer” NS3 e a técnica que
utiiza os “primers” de DNA sequéncia especifico (SSDP). Foram identificados 10
genotipos utilizando a técnica de RAPD e 9 gendtipos utilizando a técnica de SSDP. O
estudo confirmou a diversidade genotipica da espécie e revelou que cepas de Aspergillus
fumigatus podem permanecer durante anos colonizando as vias aéreas de pacientes com

fibrose cistica.

Anaissie e Costa (2001) relataram o isolamento de Aspergillus
fumigatus de um paciente internado numa unidade de um hospital terciario da cidade de
Houston (USA) e a compararam com uma cepa de Aspergillus fumigatus isolada da
parede do Box do chuveiro utilizado pelo paciente. Utilizando técnicas moleculares

(RAPD) comprovaram que as cepas eram idénticas geneticamente.

Bertout et al (2001) compararam 52 isolados de Aspergillus fumigatus
provenientes de 12 pacientes de diferentes hospitais na Europa, através das técnicas de
RAPD, microssatélite, polimorfismo de sequéncia especifica de DNA (SSDP), e enzima
multilocus em eletroforese (MLEE). A combinacéo dos resultados mostrou que 3 pacientes
foram infectados com o mesmo genoétipo. O estudo demonstrou que a combinacéo de
métodos moleculares € uma importante ferramenta para entender a epidemiologia da

aspergilose.

Saracli et al (2007) realizaram genotipagem pela técnica de RAPD, 8
isolados de Aspergillus ustus provenientes de casos de endoftalmite. 3 diferentes isolados
de um mesmo paciente apresentaram o mesmo perfil pela técnica, sugerindo uma Unica
fonte de infecgdo. Nao foram isolados A. ustus no ambiente da unidade de Oftalmologia do
hospital.
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Com o intuito de caracterizar os genotipos de 22 isolados de A.
fumigatus provenientes de 5 pacientes, Alvarez-Perez et al (2008) compararam as
técnicas de RAPD , microssatélite e determinacédo de mating type. Varios genétipos foram
encontrados na andlise em conjunto das técnicas utilizadas, aumentando assim o poder
discriminatério. O estudo concluiu que a determinacdo do mating type € de grande

utilidade na diferenciacao de diferentes isolados.

Utilizando a técnica de RAPD e os “primers” (GACA);  (GTG)s de
microssatélites, Batista et al (2008) analisaram 25 isolados identificados fenotipicamente
como Aspergillus flavus, importante patdogeno e produtor de aflatoxinas. As andlises
demonstraram que alguns isolados estavam erroneamente classificados como A. flavus. A
analise genotipica encontrou 1 isolado de Aspergillus oryzae, 2 Aspergillus tamari e 1
Aspergillus parasiticus. Todas as espécies foram geneticamente relacionadas. O estudo
mostrou que a identificagdo molecular é de suma importancia na identificacdo de espécies

fenotipicamente similares.

Hering e Nirenberg (1995) analisaram 41 isolados de Fusarium
sambucinum utilizando a técnica de PCR-fingerprinting com os “primers” M13 de
minisatélites e (GACA)4 de microsatélites. Os pesquisadores concluiram que os “primers”
demonstraram ter um poder discriminatorio superior a outros “primers” testados,

conseguindo diferenciar trés grupos dentro da espécie analisada F. sambucinum.

Castella et al (1999) utilizaram a técnica de RAPD para analisar um
total de 7 cepas de Fusarium solani isoladas de ambiente, tartaruga marinha e cepas
padrdo (ATCC), a andlise molecular foi realizada utilizando 5 “primers” (ABA-02, ABA-10,
ABA-11, ABA-18 e ABA-20). O estudo demonstrou um elevado poder discriminatorio da
técnica onde se comprovou que as cepas de F. solani isoladas da areia do tanque e das

lesGes da tartaruga eram similares geneticamente.
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Introducédo

Godoy et al (2004) analisaram 44 cepas de F. solani isoladas de
episodios de ceratites utilizando duas técnicas moleculares ERIC-PCR e PCR-RFLP. A
técnica de ERIC-PCR apresentou um maior poder discriminatério, sendo identificados 39
genotipos diferentes que confirmou a diversidade genética da espécie tipo Fusarium

solani.

Estes estudos mostram que as técnicas de DNA fingerprinting sao
faceis e rapidas, ndo requerem a informacéo prévia e exata de uma sequéncia do DNA, e
assim podem ser aplicadas a uma espécie de interesse. No caso de minissatélites e
microssatélites, que sdo pequenas sequéncias de oligonucleotideos repetidas, a grande
vantagem € que a tipagem pode ser realizada por uma reagdo de PCR e visualizada em
gel de agarose. Estas sequéncias sdo abundantes no DNA de eucariotos, e se mostram
polimoficos dentro das espécies, inerentes em um padrdo co-dominante. Além disso, o
método é altamente reprodutivel entre laboratérios, e sua sensibilidade é maior quando a
analise € realizada por programas especificos. Outra vantagem € que o método pode ser
aplicado na solucédo de problemas epidemioldgicos e discriminatorios entre espécies em
micologia médica (Weising et al., 1995, Soll, 2000, Galagan et al., 2005).

A partir destes trabalhos analisados podemos afirmar que técnicas
moleculares apropriadas podem ser utilizadas como ferramentas que ajudem a conhecer a
histéria natural das infec¢fes fungicas, correlacionando os fungos isolados de pacientes

com os fungos identificados no ambiente.

N&o ha registro na literatura de nenhum estudo brasileiro realizado com
técnicas microbiolégicas de aceitacdo internacional que tenha investigado a presenca de
fungos filamentosos e leveduriformes em sistemas de distribuicdo e reservatérios de agua

de hospitais, comparando com isolamento do ar por técnicas moleculares.
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2.0 OBJETIVOS




Objetivos

A presente investigacao tem por objetivos:

| - Quantificar e identificar fenotipicamente todos os fungos isolados da agua dos
reservatérios e torneiras de uma unidade pediatrica de transplante de células tronco
hematopoiéticas (TCTH), localizado no quinto andar de um hospital terciario de
oncologia pediatrica na cidade de Sao Paulo;

Il - Determinar os parametros fisico quimicos da agua: cloro livre residual, pH, turbidez

e temperatura dos reservatorios e torneiras da unidade;

Il - Quantificar e identificar fenotipicamente todos os fungos isolados do ar da unidade
de TCTH;

IV - Avaliar utilizando técnicas moleculares a relacdo dos fungos potencialmente

patogénicos isolados da agua e fungos isolados do ar no ambiente hospitalar.
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Material e Métodos

3.1. Caracterizagédo da unidade

O estudo foi conduzido numa unidade pediatrica de transplante de
células tronco hematopoiéticas (TCTH) na cidade de S&o Paulo, que atente pacientes

submetidos a transplantes autdlogos e alogénicos.

A unidade possui 4 quartos com banheiros, com um total de 6 leitos,
todos equipados com filtros HEPA e presséo positiva, além de um corredor onde estéo
localizados uma sala de prescricdo médica e outra da enfermagem. Localizada a direita
do quinto andar do hospital pediéatrico, na entrada do andar esta localizado o hall do
elevador que é a entrada também do centro cirargico localizada a esquerda.

3.2 Coletas de 4gua e processamento de amostras

Os 14 sitios escolhidos para as coletas foram: tubulagdo de
entrada do reservatoério de agua do hospital, 4 reservatorios de agua (2 superiores e 2
subterraneos), 4 torneiras dos quartos , e 4 torneiras dos banheiros, e 1 torneira do
corredor da unidade. As coletas foram realizadas mensalmente durante o periodo de
marco de 2007 a fevereiro de 2008 (Figura 1).

As coletas para os reservatorios foram realizadas utilizando um
coletor de agua automatico de abertura controlada (Policontrol, Brasil). Apds as coletas,
as amostras foram armazenadas em frascos com tampa rosca esterilizadas. O volume
coletado de cada reservatério foi de 1 I. As amostras das torneiras foram obtidas

diretamente, com frascos de tampa rosca esterilizados com volume de 500 ml.
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Reservatorios (4) Volume: 1 l/coleta Unidade de Internagéo (Q1-Q4)
e corredor:

9 pontos de coleta (torneiras)
Volume: 500 ml /Coleta

R3 R4
35.000 | 35.000 | _— 200000 1
Reservatoério Reservatoério

9°¢ andar 9° andar

‘i X)) eeo ) X X
H Q@ Q l @ Q4
1 corredor

Cavalete:
Entrada
da agua
Volume:
1 l/coleta — . a
35.000 | 35.000 |
Reservatoério Reservatoério
subterraneo subterraneo

Figura 1. Pontos de coleta e volumes de agua coletados ao longo do estudo envolvendo a
unidade pediatrica de TCTH e sistema hidraulico.

Nas amostras de agua foram realizadas analise fisico—quimica, onde
foi determinado a concentracdo do cloro livre residual e cloro total utilizando
fotocolorimetro microprocessado portéatil (Policontrol, Brasil) de acordo com as
instrucées do fabricante, a temperatura e o pH da amostras utilizando pHgametro
digital portétil (Policontrol, Brasil), e a turbidez utilizando um turbidimetro portatil
microprocessado (Policontrol, Brasi), de acordo com a metodologia do fabricante.
Todas as analises foram realizadas em cabine de fluxo laminar para evitar

contaminagao.

Apds a analise fisico-quimica, as amostras dos diferentes sitios
foram filtradas utilizando um sistema Manifold de filtracdo a vacuo (Millipore). Este
sistema possui um suporte para processamento de 3 amostras e utiliza filtros de
celulose de 0,45 um (Millipore) esterilizados. A filtragem das amostras também foi

realizada em cabine de fluxo laminar para evitar contaminagao.
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Apés a filtragem, os filtros de celulose foram depositados na
superficie de placas de Petri contendo agar Sabouraud dextrose (Oxoid) e incubados a
26°C durante um periodo de 20 dias. As placas que apresentaram crescimento foram
analisadas quantitativamente e as colonias isoladas identificacdo fenotipicamente e
armazenadas no banco do estudo pela técnica de congelamento descrita

anteriormente.

3.3 Coletas de ar

Os sitios escolhidos para as coletas foram: area externa do hospital,
hall do elevador, corredor da unidade, quartos e banheiros da unidade de TCTH. As
coletas dos banheiros foram realizadas na modalidade seca e imida. A coleta da area
externa ao hospital teve o intuito de comparar as concentracdes de propagulos
fungicos do ambiente externo com as das &reas criticas. as coletas seréo realizadasl

vez por més durante um periodo de Marco de 2007 a Fevereiro de 2008.

As coletas de ar foram realizadas nos periodos da manha e tarde,
com o aparelho coletor de Bioaerossol (Energética, Brasil) de 6 estagios que tem a
capacidade de filtrar 28 litros de ar por minuto. Para cada coleta de ar foram utilizadas
seis placas de Petri de vidro contendo agar Sabouraud dextrose (Oxoid), com duragéo
de 30 minutos. A coleta realizada com ar umido foi realizada ligando a torneira do
banheiro durante 5 minutos antes da medicdo. No momento de cada coleta, foram
medidas a temperatura do ambiente e a umidade relativa do ar utilizando um
termohigrometro portéatil (Policontrol, Brasil). A determinacdo de UFC/m® foi realizada
de acordo com a instrucdo do fabricante do amostrador de aerossol (Energética,
Brasil).

As placas contendo agar Sabouraud foram mantidas a 26 e
observadas diariamente até um periodo maximo de 20 dias. As placas que
apresentaram crescimento foram analisadas quantitativamente e as colOnias

identificadas. Todas as colbnias identificadas foram armazenadas pela técnica de
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congelamento em glicerol 60 %. Nesta metodologia as colGnias foram subcultivadas em
agar GPYA durante 07 dias. ApGs o crescimento, as coldnias foram transferidas com o
agar GPYA para criotubos de 2 ml com 700 pul de glicerol 60%, e armazenadas a -20 °C

no banco deste estudo, para posterior analise genotipica.

3.4 Identificagdo fenotipica dos fungos filamentoso S isolados

Foi realizada a analise descritiva das colbnias identificadas de
todos os fungos filamentosos isolados tendo em vista 0S seguintes aspectos: textura,
topografia, superficie, cor da coldnia, pigmento, cor do pigmento, tempo de crescimento

e diametro da colbnia.

Cada colbnia foi semeada, com o auxilio de agulha de niquel-
cromo ou alca de platina, em trés pontos sobre a superficie da placa de Petri contendo
agar batata, agar aveia (Difco) ou agar Czapeck. Os meios de cultura foram escolhidos
de acordo com as caracteristicas da andlise descritva e exame direto, ambos
realizados na andlise preliminar a identificacdo de género e espécie. Os pontos feitos
sobre o agar foram cobertos com laminula esterilizada em angulo de 45°e incubados a
25T durante 7 a 15 dias, as caracteristicas das estruturas do micélio reprodutivo,
como macroconidios, microconidios, ascocarpos, picnidios e conidi6éforos foram
indispensaveis para classificar a espécie fungica, visualizada em microscopio Optico

(Olimpus®) e utilizando as chaves de classificacdo de De Hoog et al (2000).

3.5 Identificagdo fenotipica dos fungos leveduriformes isolados

Todas as coldnias leveduriformes foram identificadas pela analise
micromorfologica, perfil bioquimico. A analise micromorfologica foi realizada com o
auxilio de agulha de niquel-cromo, amostras de leveduras foram semeadas em trés

estrias paralelas sobre a superficie de meio contendo agar fuba com Tween-20

29

Sabrina Mesquita Rocha-Mestrado 2009



Material e Métodos

(Sigma®), preparado previamente em placa de Petri (90x15 mm). As estrias eram
cobertas com laminula esterilizada e as placas eram incubadas a 30° C, durante 48-72
horas. Posteriormente, as col6nias foram avaliadas ao microscépio 6ptico (Olimpus®),

através de objetiva com aumento de 10 e 40 vezes.

Para a realizagdo dos testes bioquimicos utilizamos o sistema
comercial ID32 C. Foi preparado o inéculo, consistindo de uma suspensdo do
microrganismo em agua destilada esterilizada com turbidez ajustada ao padrdo n°2 da
escala de McFarland, a partir de cultura com crescimento de 48 horas a 30 °C. Foram
dispensados 250 uL de cada suspensdo de inéculo a ser testado em ampola contendo
o meio C (meio classico, desprovido de fontes de carbono), sendo o conteudo final
delicadamente homogeneizado. Finalmente, 135 ul do contetdo da ampola foi pipetado
em cada poco da galeria. Foi preparada uma camara umida para evitar a desidratacdo
dos testes, onde foram armazenadas as galerias para incubacao durante 72 horas, a
30° C. Foram realizadas leituras a cada 24 horas até a leitura final apés 72 horas,
sendo a assimilacdo positiva indicada nos pogos que apresentaram turvagao superior

aguela do controle negativo (Fricker-Hidalgo et al., 1996).

A identificacdo das amostras foi obtida pela definicdo de cddigo
numeérico gerado pela presenca ou auséncia de crescimento em cada substrato, sendo
a interpretacao final realizada com a ajuda de programa analitico ApiWeb verséo 3.0
(bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Franca).

3.6 Analise estatistica dos dados provenientes das coletas de ar e 4gua

A analise estatistica dos dados provenientes das coletas do ar e da
agua foi realizada utilizando o programa R Development Core Team (2005), Vienna,

Austria disponivel em http://www.R-project.org.
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Realizamos a andlise descritiva de frequencias de propagulos
isolados de diferentes espécies, bem como a correlagdo entre UFC/m® com
parametros ambientais (temperatura e umidade relativa do ar) dos isolados do ar de

todo o monitoramento.

As espécies isoladas da agua foram analisadas descritivamente e
realizada a correlagdo entre UFC e parametros fisico-quimicos utilizando o coeficiente
de correlacdo de Pearson.

3.7 Caracterizagao genotipica

Os fungos identificados como Fusarium solani, Aspergillus
fumigatus e Aspergillus flavus foram avaliados genotipicamente. A técnica molecular
utilizada para avaliagdo genotipica foi analise do DNA gendmico por PCR-fingerprinting
utilizando os iniciadores M13 minisatélite e (GACA); (GTG)s e (GAC)s para
microsatélites (IDT, San Jose, CA, USA)

3.7.1 Formacéo de protoplastos e extracdo do DNA (K it Prepman Ultra Sample

Preparation Reagent , Applied Biosystem)

O kit “PrepMan™ Ultra Sample Preparation Ragent” (Applied
Biosystem, California, USA ) é um sistema que consegue extrair e purificar DNA de
tecidos vegetais e animais, cultivos celulares, bactérias e fungos em um intervalo de
tempo relativamente curto utilizando apenas um reagente. Para a extracdo de DNA,
utilizamos o protocolo do fabricante com modificagcbes (CDC, Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories, 1993). Os isolados de Fusarium solani
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foram subcultivados em agar batata dextrose por 5 dias, e os isolados de Aspergillus

fumigatus e Aspergillus flavus em agar YES por 3 dias.

Apds o crescimento das colbnias, selecionamos uma pequena
quantidade de células da borda destas, evitando coletar células com agar. Um tamanho
de aproximadamente 0,5 cm por 0,5 cm de micélio foram transferidos para um
microtubo contendo 300 ul de PrepMan Ultra Sample Preparation Ragent. As amostras
foram homogeneizadas por 30 segundos e em seguida colocadas em banho-maria a
100 °C por 15 minutos. Apés esta etapa, as amostras foram centrifugadas durante 7
minutos a 14000 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para um novo
microtubo, e acondicionadas a — 20 °C para a posterior quantificagéo.

3.7.2 Quantificagdo do DNA

Aliguotas de 20 ul de DNA foram diluidas em 1 ml de agua milli-Q.
Em seguida, a absorbancia foi medida em 260 nm de comprimento de onda em
espectrofotometro (GeneQuantpro Amersham Pharmacia Biotech AB, Cambridge,
England). Segundo Sambrook et al. (1989), a absorbancia igual a 1, contém uma
concentracdo de 50 ug/ml de DNA dupla fita, 40 ug/mL de DNA fita simples e ~ 20
ug/ml de oligonucleotideos fita simples. Também era medida a absorbancia em 280 nm
de comprimento de onda para verificar a presenca de proteinas e calcular a pureza do
DNA. A razao entre as leituras DO2s0/DO2gp permite uma estimativa da pureza do DNA,
gue deve apresentar valores entre 1,8 e 2,0. A razdo abaixo de 1,6 indica grande
quantidade de contaminantes e proteinas, e na sua ocorréncia, a extracao foi realizada

novamente.

3.8 Reacdes de PCR fingerprinting por minissatélite e microssatélite
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Para as reacOes destes meétodos utilizando as 3 espécies:
Fusarium solani, Aspergillus fumigatus e Aspergillus flavus, foram adicionados em
tubos de microcentrifugacéo de 0,2 ml, as seguintes substancias: 8,5 ul de agua milli-Q
esterilizada, 2,5 ul de 10 X buffer (Invitrogen), 5 ul de dNTP 100 Mm (Amersham -
Pharmacia Biotech), 3,5 ul de MgCl; (Invitrogen) 25 mM, 1 ul de iniciador 50 pmol, 0,13
ul de Tween-20, 0,4 ul de Tag DNA polimerase (Invitrogen) e 4 ul de DNA diluido a 40

ng/ul, resultando em um volume total de 25 pl.

A amplificacao foi realizada em um termociclador (Gene Amp PCR
System 9600, Perkin ElImer Corporation, Norwalk, CT, USA). Para o iniciador M13 foi
programado com ciclo inicial de 97°C por 3 minutos, seguidos de 40 ciclos a 93°C - 20
segundos; 50° C 30 segundos e 72°C - 2 minutos. No ultimo ciclo a temperatura de
72° C era mantida por um periodo de extensdo de 5 minutos e, em seguida, reduzida
para 4°C, na qual as amostras ficaram incubadas at é sua retirada do aparelho.

Para o “primer” (GACA), foi programado com ciclo inicial de 97°C
por 3 minutos, seguidos de 40 ciclos a 93°C - 20 s egundos; 48°C -30 segundos e 72°
C - 2 minutos. No ultimo ciclo a temperatura de 72° C era mantida por um periodo de
extensao de 5 minutos e, em seguida, reduzida para 4°C, na qual as amostras ficaram

incubadas até sua retirada do aparelho.

Para o “primer” (GTG)s foi programado com ciclo inicial de 94°C por
5 minutos, seguidos de 40 ciclos a 94°C - 15 segun dos; 55°C -30 segundos e 72°C —
1 minuto e 30 segundos. No ultimo ciclo a temperatura de 72° C era mantida por um
periodo de extensdao de 4 minutos e, em seguida, reduzida para 4° C, na qual as

amostras ficaram incubadas até sua retirada do aparelho.

Para o “primer” (GAC)s foi programado com ciclo inicial de 94°C por
5 minutos, seguidos de 40 ciclos a 94°C - 15 segun dos; 45°C -30 segundos e 72°C —
1 minuto e 30 segundos. No ultimo ciclo a temperatura de 72° C era mantida por um
periodo de extensdo de 4 minutos e, em seguida, reduzida para 4° C, na qual as
amostras ficaram incubadas até sua retirada do aparelho.
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Apds o término da reacdo, o DNA amplificado com cada “primer” foi

armazenado em freezer a -20°C.

3.8.1 Eletroforese em gel de agarose

Foi utilizado gel de agarose (Ultra Pure Agarose-Invitrogen) para
eletroforese na concentracdo de 1,2% em solucdo tampao TAE 1X (Tris acetato
EDTA). Quanto as amostras ambientais e as cepas de referéncia, foram adicionados
10 pL dos produtos de PCR destas a 2 uL de tampé&o Orange G. Para o marcador de
peso molecular (100 base pair Ladder / Amersham - Pharmacia Biotech), 1 uL deste foi
diluido em 9 uL de &gua milli-Q esterilizada e 2 uL de Orange G. Doze microlitros das
amostras foram utilizados na eletroforese realizada com os seguintes parametros: 400

mA a 100 volts durante 20 minutos, 55 volts por 3 horas e 40 minutos.

Apés este periodo, o gel foi corado com solucdo de brometo de
etidio (USB Corporation, Cleveland, OH USA) durante 20 minutos (400 mL de TAE 1X
+ 20 uL de brometo de etidio 10 mg/mL) e descorado em agua destilada por 15
minutos. Os padrbes de bandas contidos nos géis tiveram, entdo, sua imagem
visualizada em um transiluminador de raios UV (UVP — BioDoc - it ® System),
capturada e transferida para um disquete (no formato JPEG) para posterior analise em

programa analitico.

3.8.2 Avaliacdo da similaridade dos padrdes de bandas

A andlise dos resultados gerados pelo método microssatélite e
minissatélite foi realizada por dendrograma utilizando o programa GEL COMPAR Il
versdo 4.5 Bionumerics (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica) através de analise de

agrupamento, de acordo com a similaridade dos padrdes de bandas obtidos.
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Os géis foram comparados entre si apds o0 aporte de suas imagens
pelo programa Gel Compar Il. Este programa corrige distor¢bes do gel, como padrdes
de sorriso, através da comparacdo com um padrdo universal e seleciona
automaticamente as bandas presentes no gel. As imagens originais dos géis foram
analisadas visualmente para desconsiderar os artefatos. Na construcdo dos
dendrogramas, niveis de similaridade entre os perfis foram calculados utilizando o
coeficiente de Dice e as analises das matrizes de similaridade foram realizadas
utilizando o método aritmético para dados nao pareados (UPGMA). A tolerancia

escolhida para comparar as bandas foi de 2% (Soll, 2000).
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Resultados

4.1 Analise da agua na unidade pediatrica de transp  lante de células tronco

hematopoiéticas

Durante os 12 meses de estudo (marco de 2007 a fevereiro de 2008)
foram realizadas 106 coletas de 500ml de agua e 58 coletas de 1000ml de 4gua em 14
pontos (locais) diferentes da unidade pediatrica de transplante de células tronco
hematopoiéticas (TCTH), a saber: quarto 1, quarto 2, quarto 3, quarto 4, banheiro 1,
banheiro 2, banheiro 3, banheiro 4 e corredor da unidade; e dos 4 reservatérios que
fornecem &gua para a unidade, além da porta de entrada da 4gua no hospital, o cavalete.
O numero de coletas ao longo do ano variou de 10-12 por ponto, devido a manutencéo do

sistema hidraulico em alguns meses do monitoramento (Tabela 1).

Tabela 1. Descricdo dos pontos e volumes de coletas de dgua realizadas ao longo de
12 meses de estudo.

Pontos de coleta Ndmero de Volume/coleta
coletas

Quarto 1 12 500 ml
Quarto 2 12 500 ml
Quarto 3 10 500 ml
Quarto 4 12 500 ml
Banheiro 1 12 500 ml
Banheiro 2 12 500 ml
Banheiro 3 12 500 ml
Banheiro 4 12 500 ml
Corredor 12 500 ml
Reservatorio 1 12 1000 ml
Reservatorio 2 11 1000 ml
Reservatério 3 12 1000 ml
Reservatorio 4 12 1000 ml
Cavalete 11 1000 ml
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A analise da frequencia de fungos filamentos isolados da unidade
interna e dos reservatorios externos é apresentada na Figura 2. Os fungos foram
agrupados da seguinte forma: Aspergillus spp, Fusarium spp, Zigomicetos, fungos pretos
ou demaceos, fungos hialinos e Mycelia sterilia para facilitar a analise. Podemos observar
uma maior frequencia de propagulos fungicos nos meses de marco e abril de 2007, e
janeiro e fevereiro de 2008. O grupo fungos demaceos foi isolado em todos 0os meses de
coleta sendo o principal género isolado Cladosporium spp.

Soma de UFCI/L

450

400 -
350
300
GRUPO
B Zygomicetos
250 B Pretos
OMycelia
200 . OHialinos
B Fusarium
B Aspergillus

150

100
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Figura 2. Grafico descritivo dos principais géneros e grupos de fungos isolados durante
todo o monitoramento das areas interna (torneiras dos quartos, banheiros e corredor) e
externa (reservatoérios) da unidade.

Na Figura 3 observa-se que houve maior niumero de propagulos

fungicos isolados na unidade interna (torneiras dos quartos, banheiros e corredor) nos
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meses de marco e abril de 2007 e janeiro e fevereiro de 2008, que corresponde aos
meses de altas temperaturas e elevado indice pluviométrico. O género Fusarium foi mais
frequente no més de marco de 2007, enquanto que o género Aspergillus no més de julho
de 2007. Houve maior isolamento de fungos hialinos, com prevaléncia de Penicillium spp.
e Paecilomyces spp. Nao houve isolamento de Zigomicetos nos pontos de coleta da

unidade durante todo o monitoramento.
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Figura 3. Grafico descritivo dos principais grupos de fungos isolados durante todo o
monitoramento da area interna da unidade (torneiras dos quartos, banheiros e corredor).

Na andlise dos principais grupos isolados na area externa da unidade (4

reservatorios) o género Aspergillus foi isolado em 7 meses do monitoramento, enquanto
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gque Fusarium spp. apenas foi isolado no més de abril de 2007. Fungos hialinos e
deméaceos foram isolados em todos os meses de coleta, com prevaléncia de Penicillium

spp. e Cladosporium spp. respectivamente. (Figura 4 ).
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Figura 4. Grafico descritivo dos principais grupos de fungos isolados durante todo o
monitoramento da area externa da unidade (reservatorios).

A analise da agua do cavalete (porta de entrada da agua no hospital,
proveniente do sistema municipal de distribuicdo) mostrou baixo valor de propagulos
fungicos (valor maximo 16 UFC/l), se comparado com os valores obtidos no
monitoramento da area interna e externa. Os agentes mais frequentes foram os fungos
hialinos (prevaléncia de Penicillium spp.) e demaceos ou pretos (prevaléncia de
Cladosporium spp.). Nos meses de julho e outubro de 2007, e janeiro e fevereiro de 2008
ndo houve isolamento de fungos. O Unico agente com potencial patogénico para
populacdes de risco isolado do cavalete foi Aspergillus spp (Figura 5).
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Figura 5. Grafico descritivo dos principais grupos de fungos isolados durante todo o
monitoramento da porta de entrada da agua no hospital, proveniente do sistema de
distribuicdo municipal (cavalete).

As espécies pertencentes ao género Aspergillus apresentaram uma
maior frequencia de isolamento nos meses de abril e novembro de 2007 sendo a principal
espécie isolada Aspergillus flavus. As espécies do género Fusarium apresentaram uma
elevada concentracdo no més de abril de 2007 sendo a principal espécie Fusarium solani,

0s microrganismos foram isolados principalmente nos reservatérios do hospital (Figura 6).
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Figura 6. Frequencia de Aspergillus spp, Fusarium spp e Zigomicetos isolados dos
reservatorios do hospital pediatrico no periodo de margo de 2007 a fevereiro de 2008.

Dos microrganismos isolados da unidade interna podemos observar
gue o grupo Fusarium spp apresentou uma maior frequéncia de isolamento nos meses de
marcgo e abril de 2007 apresentando novamente uma tendéncia ao aumento em janeiro de
2008, a principal espécie isolada foi Fusarium solani. N&o houve isolamento de

Zigomicetos durante todo o monitoramento da unidade interna (Figura 7).
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Figura 7. Frequencia de Aspergillus spp, Fusarium spp e Zigomicetos isolados da agua da
unidade interna de TCTH (torneiras dos quartos, banheiro e corredor) do hospital pediatrico
no periodo de marco de 2007 a fevereiro de 2008.

A média de UFC/L da agua coletada da unidade interna (total 9 pontos
de coleta) variou de 1,1 a 13,1, com média de 6,07 UFC/I em todo o monitoramento. Nas
coletas da unidade externa a variagéo foi de 1,2 a 20 UFC/l (total de 5 pontos de coleta)
com média anual de 11,05. A Tabela 2 descreve os 17 agentes isolados no estudo e o
valor de UFC total, médio e numero de amostras positivas para cada agente nas 164
coletas. Observa-se que dos agentes isolados, 290 UFC puderam ser identificadas
fenotipicamente (denominados assim Mycelia sterilia), sendo que deste total 8,62%

correspondem a fungos hialinos e 3,7 % a fungos deméaceos sem frutificacéo.
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Tabela 2. Valor total, médio e nimero de amostras positivas para cada espécie de
fungo isolada ao longo de 12 meses de monitoramento da agua de uma unidade
pediatrica de transplante de células tronco hematopoiéticas.

Agentes UFC total* Média N°_d_e amostras
(n=164) (UFC/L) positivas (n=164)
Paecilomyces lilacinus 584 3,561 25
Penicillium spp. 468 2,854 45
Cladosporium spp. 406 2,476 45
Mycelia sterilia 290 1,768 40
Fusarium solani 256 1,561 16
Aspergillus flavus 73 0,445 16
Aureobasidium
pulullans 72 0,439 7
Rhizopus spp. 55 0,335 2
Aspergillus niger 39 0,238 7
Trichoderma spp. 35 0,213 3
Aspergillus deflectus 25 0,152 1
Aspergillus spp. 24 0,146 2
Chrysonilia sitophila 13 0,079 2
Mucor spp. 5 0,030 1
Fusarium dimerum 4 0,024 1
Aspergillus sydowii 2 0,012 1
Aspergillus oryzae 1 0,006 1

* Este numero reflete o total de coldnias que cresceram em placas, ao longo de 12
meses, contemplando todas as amostras positivas.

4.1.2 Andlise estatistica e correlacdo com parametr

os fisico-quimicos

De cada amostra de agua foram avaliados os seguintes parametros

fisico-quimicos: Temperatura em Graus Celsius (),

Potencial Hidrogeniénico (pH),

Turbidez, Cloro Livre Residual. Na tabela 2 podemos observar o resumo das medidas de
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tendéncia central obtidas, a média do isolamento de fungos considerando a somatoria de
todas as coletas mensais (14 pontos) foi de 196UFC/I e concentracdo de cloro livre
residual apresentou uma média de 0,38 ppm sendo que os valores de referéncia variam
entre 0,2 e 2,5 ppm segundo a portaria n°® 518, de 2004. Os valores de turbidez variaram
entre 0,49 e 1,11 dentro dos valores de referencia que determinam valores menores a 5

NTU (unidade de turbidez) segundo a mesma portaria (Tabela 3).

Tabela 3: Medidas de tendéncia central de todos os dados coletados na unidade interna
e externa da unidade oncoldgica pediatrica ao longo de 12 meses de estudo.

Cl. Livre Turbidez
Valores UFC/L Temp. (°C) pH
(mg/ml) (NTU)
Minimo 94,0 0,14 20,08 7,53 0,49
Mediana 179,0 0,37 22,98 8,18 0,77
Média 196,0 0,38 23,21 8,13 0,81
Maximo 421,0 0,89 26,69 8,47 1,11

A analise estatistica dos resultados foi realizada com a correlacdo entre
as UFC e parametros fisico-quimicos utilizando o coeficiente de correlacdo de Pearson.
Na Figura 8 observamos uma correlagdo que indica quando temos uma maior
concentracdo de cloro livre residual obtivemos uma diminuicdo de propagulos fungicos,

contudo esta diferenca ndo é estatisticamente significante.
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r. -0.46
IC 95%: - 0.817 - 0.157
p:0.134

Cl

Figura 8. Correlacdo entre valores mensais de cloro livre residual (CL) da agua e valores
mensais de unidades formadoras de coldonias (UFC) de fungos filamentosos obtidos em todas
as coletas de agua ao longo de 12 meses de estudo.

Na Figura 9 observamos uma correlacdo que indica que com uma
maior temperatura obtivemos um aumento de propagulos fungicos sendo esta diferenca
estatisticamente significante, o que nos leva a determinar este parametro fisico-quimico

como o principal fator.

r:0.72
IC 95%: 0.246 - 0.915
p: 0.008

™

Figura 9. Correlagédo entre valores mensais da temperatura da agua (TP) e valores mensais
de unidades formadoras de colénias (UFC) de fungos filamentosos obtidos em todas as
coletas de agua ao longo de 12 meses de estudo.
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Na Figura 10 o gréafico ndo demonstra uma correlagdo entre o pH e a
concentracao de propagulos fungicos.

r: - 0.05

% ° IC 95%: - 0.606 -0.539
Cb———— < | p:0878

7.4 7.6 78 a0 8.2 84 86

pH

Figura 10 . Correlagdo entre valores potencial hidrogeniénico (pH) da agua e valores mensais
de unidades formadoras de colénias (UFC) de fungos filamentosos obtidos em todas as
coletas de agua ao longo de 12 meses de estudo.

No gréfico da proxima péagina (Figura 11) observamos uma correlacao
que indica que com uma maior a turbidez da agua obtivemos um aumento de propagulos

fungicos, contudo esta diferenca ndo é estatisticamente significante.
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p:0.117
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Figura 11 . Correlacdo entre valores mensais de turbidez (TU) da 4gua e valores mensais de
unidades formadoras de colbnias (UFC) de fungos filamentosos obtidos em todas as coletas
de agua ao longo de 12 meses de estudo.

4.2 Andlise do ar realizada na unidade pediatrica de tr  ansplante de medula 6ssea

Durante os 12 meses de estudo (marco de 2007 a fevereiro de 2008)
foram realizadas 264 coletas de ar com duracdo de 30 minutos em 11 pontos (locais)
diferentes da unidade pediatrica de transplante de medula éssea a saber: quarto 1, quarto
2, quarto 3, quarto 4, banheiro 2 (seco e imido), banheiro 4 (seco e umido), corredor, hall
do elevador e area externa do hospital. Em relacdo as coletas nos banheiros somente

foram realizadas nos quartos 2 e 4 devido ao tipo de transplante que é realizado nos

pacientes alojados nestes quartos e ao risco potencial de infec¢cao nestes casos.

Observou-se uma elevada concentracdo de propégulos fungicos nos
meses de abril a julho de 2007, a freqiiéncia analisada corresponde a 6 pontos de coletas
4 quartos e 2 banheiros, o que corresponde a 21 UFC/m® por ponto de coleta

aproximadamente nesse periodo. Os fungos isolados em todos 0os meses de coleta foram
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0 grupo dos demaceos sendo o seu principal agente Cladosporium spp e dos fungos
hialinos o principal agente isolado foi Penicllium spp. Dentre as espécies que apresentam
poder patogénico Fusarium spp foi encontrado principalmente nos meses de marco, abril e
junho de 2007 sendo a principal espécie isolada Fusarium solani. As espécies do género
Aspergillus foram isoladas nos meses de maio a setembro de 2007 e novamente em

janeiro de 2008 sendo a principal espécie Aspergillus flavus (Figura 12 ).
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Figura 12 . Frequencia (UFC/m?) de todos os propagulos fangicos isolados do ar na unidade
interna (quartos e banheiros) que utilizam filtros HEPA no periodo de marco de 2007 a
fevereiro de 2008.

Os fungos que foram isolados em todos 0os meses de coleta na unidade
externa que corresponde ao corredor, hall e exterior do hospital foram os demaceos sendo
0 seu principal agente Cladosporium spp e dos fungos hialinos o principal agente isolado

foi Penicllium spp.. Dos fungos que apresentam poder patogénico ndo isolamos Fusarium
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spp.. As espécies do género Aspergillus foram isoladas nos meses de julho a setembro de
2007 e novamente em novembro de 2007, janeiro e fevereiro de 2008 (Figura 13 ), sendo

a principal espécie Aspergillus flavus.
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Figura 13 . Frequencia (UFC/m®) de todos propagulos flingicos isolados do ar na unidade
externa (corredor, hall do elevador e coleta externa) da unidade no periodo de marco de
2007 a fevereiro de 2008. MESES

Dentre os fungos que apresentam poder patogénico, Fusarium sendo o
principal agente F. solani, foram isolados nos meses de marc¢o, abril e junho de 2007 na
unidade interna que corresponde aos quartos e banheiros da unidade. As espécies do
género Aspergillus foram isoladas em todos os meses de coleta exceto no més de outubro
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de 2007, sendo a principal espécie Aspergillus flavus. Os Zigomicetos foram isolados

principalmente nos meses de abril, agosto e outubro de 2007 (Figura 14).
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Figura 14. Frequencia (UFC/m®) de propagulos fangicos de isolados do ar apenas de
Aspergillus spp., Fusarium spp. e Zigomicetos na unidade interna (quartos e banheiros) da
unidade de transplante de células tronco hematopoiéticas no periodo de marco de 2007 a
fevereiro de 2008.

Na area externa, Fusarium spp. foi isolado somente no més de

dezembro de 2007. As espécies do género Aspergillus foram isoladas nos meses de junho

a novembro de 2007 e janeiro a fevereiro de 2008, sendo a principal espécie Aspergillus

flavus. Os Zigomicetos foram isolados principalmente nos meses de marco a julho de 2007

e outubro e novembro de 2007 (Figura 15).
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Figura 15. Frequencia (UFC/m® de propagulos fangicos de apenas Aspergillus spp.,
Fusarium spp. e Zigomicetos, isolados do ar na unidade externa (corredor, hall do elevador e
area externa do hospital) no periodo de marco de 2007 a fevereiro de 2008.

Um total de 36 espécies diferentes foram isoladas ao longo de todo o
monitoramento do ar na unidade equipada com filtros HEPA, e na é&rea externa. Os
agentes mais frequentes nas 264 coletas foram Cladosporium spp. e Penicillium spp. O
isolamento de leveduras correspondeu a 0,79% do total de fungos isolados, sendo que os
agentes foram: Candida quilliermondii, Candida parapsilosis, Rhodotorula spp e
Trichosporon spp. Assim como nos isolamentos das coletas de agua, Mycelia sterilia
representou alto valor de UFC (697,2), dos isolados durante todo o monitoramento, sendo
gque 80% (557,76 UFC total) destes isolados foram fungos hialinos e 20 % (140,14 UFC
total) de fungos demaceos sem frutificacéo, impossivel de identificacdo fenotipica (Tabela
4).
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Tabela 4. Valor total, médio e nimero de amostras positivas para cada espécie de
fungo isolada ao longo de 12 meses de monitoramento do ar de uma unidade
pediatrica de transplante de células tronco hematopoiéticas.

Agentes UFC total* Média N°_d_e amostras
(n=264) (UFC/coleta) positivas (n=264)
Cladosporium spp. 1508,1 5,713 237
Penicillium spp. 1136,4 4,305 178
Mycelia sterilia 697,2 2,641 171
Aspergillus flavus 139,6 0,529 32
Paecilomyces lilacinus 129,8 0,492 24
Chrysonilia sitophila 129,1 0,489 12
Mucor spp. 92,2 0,349 12
Rhizopus spp. 72 0,273 7
Trichoderma spp. 62,6 0,237 12
Aspergillus niger 28,5 0,108 12
Fusarium solani 16,6 0,063 5
Scopulariopsis brevicaulis 16,5 0,063 4
Phoma spp. 14,2 0,054 3
Trichosporon spp. 10,8 0,041 6
Aspergillus fumigatus 10,6 0,040 4
Aspergillus sydowii 10,6 0,040 3
Candida parapsilosis 7,2 0,027 3
Candida guilliermondii 7,1 0,027 3
Alternaria alternata 48 0,018 3
Aspergillus avenaceus 4,7 0,018 1
Curvularia spp. 3,6 0,014 2
Rhodotorula mucilaginosa 3,5 0,013 1
Rhodotorula spp. 2,4 0,009 2
Syncephalastrum racemosum 2,4 0,009 1
Acremonium spp. 1,2 0,005 1
Aspergillus carneus 1,2 0,005 1
Aspergillus janus 1,2 0,005 1
Aspergillus parasiticus 1,2 0,005 1
Aspergillus sclerotiorum 1,2 0,005 1
Aspergillus spp. 1,2 0,005 1
Curvularia lunata 1,2 0,005 1
Exophiala spp. 1,2 0,005 1
Fusarium dimerum 1,2 0,005 1
Fusarium incarnatum 1,2 0,005 1
Geotrichum candidum 1,2 0,005 1
Paecilomyces variotii 1,2 0,005 1

* Este namero reflete o total de colbnias que cresceram em placas, ao longo de 12 meses,
contemplando todas as amostras positivas.
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4.2.2 Correlagéo dos resultados descritivos com con dicdes ambientais

No momento de cada coleta de ar foram medidas a temperatura e a
unidade relativa do ar. Na Tabela 5 observamos o resumo das medidas de tendéncia
central obtidas nas coletas da unidade interior (quartos e banheiros) que utilizam filtros
HEPA, sendo no total 6 pontos de coleta, a média do isolamento de fungos foi de 66,52
UFC/m®, temperatura media de 23,08°C e umidade média de 61,5% no periodo de 12
meses de coleta, os valores ndo podem ser comparados com valores de referencia, ja que
a associacao de vigilancia sanitaria ndo possui uma portaria que especifique os valores

para hospitais que utilizam filtros HEPA .

Tabela 5. Medidas de tendéncia central UFC/m°, temperatura e umidade coletados na
unidade interna de transplante de células tronco hematopoiéticas em 12 meses de
estudo.

Valores UFC/m?® Umidade (%) Temp. (°C)
Minimo 14,30 53,45 21,37
Mediana 57,0 62,46 23,16
Média 66,52 61,15 23,08
Maximo 130,10 67,24 24,57
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No grafico da Figura 16 observa-se uma correlagdo entre a
temperatura e a concentracdo de propagulos fungicos da unidade interna (quartos e

banheiro), mas esta diferenga nao é estatisticamente significante.

r:-0,19

g \ IC 95%: - 0,690 - 0,428
2 p: 0,5494

28 220 225 20 235 M0 245

P

Figura 16 . Correlacdo entre valores mensais de temperatura ambiente (TP) e unidades
formadoras de coldnias por metro cubico (UFC/m®) obtidas em 12 meses de estudos na
unidade interna (quartos e banheiros) de TCTH.

N&o houve uma correlacdo entre umidade relativa do ar e a
concentracdo de propagulos fungicos da unidade interna (quartos e banheiro), conforme

gréfico da Figura 17 .
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Figura 17. Correlacdo entre valores mensais de umidade relativa do ar (U) e unidades
formadoras de col6nias por metro cibico (UFC/m?®) obtidas em 12 meses de estudos na unidade
interna (quartos e banheiros) de TCTH.

Na Tabela 6 observamos o resumo das medidas de tendéncia central
obtidas nas coletas da unidade exterior (corredor e hall do elevador) que ndo utilizam
filtros HEPA, sendo no total 3 pontos de coleta, a média do total de isolamento de fungos
foi de 98,93 UFC/m°®, temperatura media de 23,39°C e umidade média de 54,84% no

periodo de 12 meses de coleta.

Tabela 6. Medidas de tendéncia central: UFC/m®, temperatura e umidade coletados na
area externa da unidade de transplante de células tronco hematopoiéticas.

Valores UFC/m® Umidade (%) Temp. (°C)
Minimo 28,40 35,75 21,75
Mediana 84,40 56,83 23,35
Média 98,93 54,84 23,39
Maximo 320,60 62,85 25,28
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No grafico abaixo (Figura 18) observa-se uma correlagdo entre a
temperatura e a concentracdo de propagulos fungicos da unidade externa (corredor e hall
do elevador), sendo esta diferenga estatisticamente significante, o que nos leva a

determinar este parametro fisico-quimico como o principal fator.

300
|

250
|

r: 0, 59
oo IC 95%: 0,024 - 0,869
o p: 0,043

100
|

50
|

TF

Figura 18. Correlacdo entre valores mensais de temperatura ambiente (TP) e unidades
formadoras de colénias por metro cibico (UFC/m®) obtidas em 12 meses de estudos na
unidade externa (corredor, hall do elevador e area externa do hospital de pediatria oncoldgica).

Observou-se uma tendéncia a correlagdo entre a umidade e a
concentracdo de propagulos fungicos da unidade externa (corredor e hall do elevador e
area externa do hospital), mas esta diferenca néo € estatisticamente significante (Figura
19).
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Figura 19. Correlagdo entre valores mensais de umidade relativa do ar (U) e unidades
formadoras de colénias por metro cibico (UFC/m? obtidas em 12 meses de estudos na
unidade externa (corredor, hall do elevador e area externa do hospital de pediatria oncoldgica)

4.3 Comparacéo entre valores e espécies isoladas do ar e da 4gua ao longo do
estudo

Ao longo do estudo foram isoladas em todas as coletas de agua (14
pontos de coletas mensais) 2352 colénias de fungos filamentosos de 17 espécies
distintas, e 4124 colonias de fungos filamentosos e leveduriformes obtidos em 12 meses
de coletas de ar (11 pontos de coletas mensais) de 35 espécies diferentes. A média de
propagulos isolados da 4gua, na unidade interna que corresponde as torneiras de quartos,
banheiros e corredor variou de 1,1 a 13,1 UFC/I, com média anual de 6,07 UFC/l por
pontos de coleta. Nas coletas de ar na unidade (quartos e banheiros) que possuem filtros
HEPA e press&o positiva, a média por ponto de coleta variou de 2,38 a 21,8 UFC/m®, com

média anual por de 11,09 UFC/m® ponto de coleta.
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Quando comparamos os resultados obtidos das coletas de ar na
unidade de TCTH, da agua da mesma unidade e da agua dos reservatorios observamos
que apenas no més de abril de 2007, houve grande quantidade de propégulos fangicos
nos diferentes sitios. No geral, a quantidade de fungos isolados da agua e do ar da
unidade interna (quartos e banheiros) e dos reservatérios ndo demonstrou o mesmo
padrao de variacdo ao longo dos 12 meses, como observamos na Figura 20, contudo na
comparacgédo entre UFC da agua coletada na unidade interna e nos valores de UFC obtidos
nas coletas de ar da mesma unidade, observamos queda de propagulos fungicos nos
meses de maio, agosto e setembro de 2007, e picos de isolamento nos meses de abril,
julho, e outubro de 2007.
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Figura 20. Comparagdo entre propagulos fungicos (UFC) isolados da &gua dos 4
reservatérios e da unidade interna (quartos e banheiros) e do ar da unidade interna de

TCTH (quartos e banheiro) ao longo de 12 meses de estudo. 59
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Avaliando os valores de UFC do género Fusarium, obtidos nas coletas
de 4gua e ar, da unidade de TCTH, evidenciamos que o isolamento foi mais frequente na
agua da unidade (total de UFC 220 em todo o estudo). No ar o total de UFC/m? foi de 17,8
em todo o monitoramento. Nao observamos um padrdo na variacdo dos 2 sitios (ar a

agua) nos 12 meses de estudo (Figura 21).
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Figura 2 1. Comparacao entre propagulos fungicos (UFC) do género Fusarium isolados da
agua e do ar da unidade interna (quartos e banheiros) de TCTH ao longo de 12 meses de
estudo.

O género Aspergillus foi mais frequente no ar da unidade de TCTH,
sendo isolado em 10 meses ao longo do monitoramento (n&o houve isolamento apenas

nos meses de outubro e dezembro de 2007), com grande nimero de propagulos isolados
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no més de julho de 2007 (total de 69,9 UFC). No mesmo més observamos também maior
guantidade de propagulos de Aspergillus spp. na agua das torneiras da unidade (total
del2 UFC no més). A espécie mais frequente no ar e na agua da unidade foi Aspergillus
flavus. O total de UFC na unidade (quartos e banheiros) em 12 meses de estudo foi de 24,
enquanto que no ar da mesma unidade e no mesmo periodo foi de 120,4 UFC (Figura
22).
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Figura 2 2. Comparacao entre propagulos fungicos (UFC) do género Aspergillus isolados da
agua e do ar da unidade interna (quartos e banheiros) de TCTH ao longo de 12 meses de
estudo.
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Os Zigomicetos representados por Rhizopus spp. e Mucor spp. nao
foram isolados na agua das torneiras da unidade (quartos e banheiros). No ar da mesma
unidade houve isolamento de Zigomicetos em somente 3 meses: abril, agosto e outubro
de 2007. O valor total maximo isolado na unidade (8 pontos) foi de 15,4 UFC (Figura 23).
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Figura 2 3. Comparacéo entre propagulos fungicos (UFC) de Zigomicetos isolados da agua
e do ar da unidade interna (quartos e banheiros) de TCTH ao longo de 12 meses de estudo.
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Os Zigomicetos Rhizopus spp. e Mucor spp. foram mais frequentes da
agua dos reservatoérios, se compararmos aos resultados obtidos nas coletas de agua das
torneiras e do ar dos quartos e banheiros da mesma unidade. A espécie Fusarium solani
foi mais isolada da agua do que no ar da unidade (216 UFC e 16,6 UFC total,
respectivamente). Em comparacdo ao numero de propagulos isolados dos reservatorios,
os valores maximos obtidos por ponto de coleta Na unidade foram 5 vezes maiores do que
dos reservatérios. Dentre as espécies de Aspergillus com poder patogénico para
populacdes de risco, A. flavus foi mais frequente no ar da unidade e na agua dos
reservatorios. A. fumigatus ndo foi isolado na agua em nenhuma das coletas ao longo de

12 meses de estudo (Tabela 7).

Tabela 7. Comparacdo de concentracdo de propagulos fungicos (apenas Aspergillus spp.
Fusarium spp. e Zigomicetos) isolados nas coletas de 4gua e ar na unidade de TCTH (quartos e
banheiros) e agua dos reservatorios no monitoramento de 12 meses.

Espécies Agua Reservatorios Agua Torneiras Ar Quart  os e Banheiros
UFC total* Maximo Média Minimo tl;;% Maximo Média Minimo tch);(I:* Maximo Médio Minimo
Aspergillus
flavus 55 20 0,94 1 18 8 0,23 1 118,3 13 0,2 1,2
Aspergillus
fumigatus 0 0 0 0 0 0 0 0 8,2 35 0,014 1,2
Fusarium
solani 40 20 0,68 1 216 80 2,76 1 16,6 9,4 0,02 1,2
Mucor spp. 5 5 0,03 0 0 0 0 0 15,4 11,8 0,02 1,2
Rhizopus spp. 55 50 0,4 1 0 0 0 0 24,8 11,8 0,04 1,2

* Este numero reflete o total de coldnias que cresceram em placas, ao longo de 12 meses, contemplando todas as amostras positivas
para cada espécie nos referidos ambientes.
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4.4 Avaliacao genotipica das amostras de  Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus
e Fusarium solani

4.4.1 Genotipagem por minissatélite e microssatélit e

Os fungos viaveis identificados fenotipicamente como Fusarium solani,
Aspergillus fumigatus e Aspergillus flavus foram analisados utilizando as técnicas
moleculares: DNA gendmico por PCR-fingerprinting utilizando os iniciadores M13
minisatélite e (GACA)4, (GTG)s e (GAC)s para microsatélites.

4.4.2 Genotipagem das cepas de Fusarium solani isoladas do ar e da agua na

unidade pediatrica de transplante de células tronco hematopoiéticas

Para a andlise genotipica foram utilizados 8 isolados identificados
fenotipicamente como Fusarium solani e a cepa controle Fusarium solani ATCC 62877
(Tabela 8).
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Tabela 8. Isolados de Fusarium solani utilizados na analise genotipica

Numero Mes da Ponto de coleta Tipo de
Coleta amostra
1 Margo/2007 Quarto 2 Agua
10 Margo/2007 Quarto 3 Agua
15 Marco/2007 Quarto 2 mod. seca Ar
16 Marco/2007 Quarto 3 mod. Seca Ar
38 Abril/l2007 Quarto 4 Ar
57 Abril/2007 Reservatorio 4 Agua
79 Maio/2007 Quarto 4 Agua
144 Abril/2007 Quarto 4 Agua

A Figura 24 mostra o resultado do microssatélite com o iniciador
(GTG)s da espécie em estudo. Nota-se que apesar de pequenas variacbes serem
observadas entre os perfis de bandas, as de alta intensidade estavam presentes na

maioria das amostras, 0 que permitiu a correta analise.
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PM 1 10 15 16 38 57 79 144 FS PM

1500 pp —»

600pb —»

100pb —»

Figura 2 4. Gel de agarose exibindo padrbes genotipicos de isolados de F. solani amplificados
pela técnica microsatélite, com o iniciador GTG)s. Nas canaletas temos: PM (marcador
molecular); cepas 1, 10, 15, 16, 38, 57, 79, 144 FS (ATCC F. solani 62877) e PM (marcador
molecular).

Com a andlise de dendrograma gerado pela andlise das bandas
amplificadas utilizando o programa Gel Compar Il, versdo 4.5 Bionumerics foi possivel
sugerir que as cepas 144 e 79 correspondentes a duas amostras de agua do quarto 4
apresentam um alto grau de similaridade; as cepas 01 e 10 que correspondem a uma
amostra de agua do quarto 2 e 3 respectivamente apresentam também um alto grau de
similaridade; os isolados 15 e 16 que correspondem a uma amostra de ar do quarto 2 e
quarto 3 respectivamente também apresentaram um alto grau de similaridade quando

comparamos os perfis utilizando os 4 “primers” (Figuras 25, 26, 27 e 28).
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Figura 25. Dendrograma gerado pelo programa GelCompar |l pelo método UPGMA
referente aos padrées de bandas gerados por amplificacdo de cepas de Fusarium solani
utilizando o “primer” (GACA), de microssatélite.
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Figura 26. Dendrograma gerado pelo programa GelCompar |l pelo método UPGMA
referente aos padrdes de bandas gerados por amplificagdo de cepas de Fusarium solani,
utilizando o “primer” (GTG)s de microssatélite.
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Figura 27. Dendrograma gerado pelo programa GelCompar |l pelo método UPGMA
referente aos padrées de bandas gerados por amplificacdo de cepas de Fusarium solani
utilizando o “primer” (GAC)s de microssatélite.
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Figura 28 . Dendrograma gerado pelo programa GelCompar Il pelo método UPGMA referente aos
padrdes de bandas gerados por amplificagdo de cepas de Fusarium solani utilizando o “primer”
M13 de minisssatélite.
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4.4.3 Genotipagem das cepas de Aspergillus fumigatus isoladas do ar e da agua na

unidade pediatrica de transplante de células tronco hematopoiéticas

Para a andlise genotipica foram utilizados apenas 3 isolados
identificados fenotipicamente como Aspergillus fumigatus (Tabela 9) e a cepa controle
Fusarium solani ATCC 62877. Como ja descrito anteriormente A. fumigatus teve baixa

frequéncia entre os isolados do ar e da agua de todo o monitoramento.

Tabela 9. Isolados de Aspergillus fumigatus utilizados na andlise genotipica

NUmero Més da Ponto de coleta Tipo de Espécie
Coleta amostra
Banheiro 2 mod.
88 Junho/2007 umida Ar Aspergillus fumigatus
89 Junho/2007 Quarto 4 Ar Aspergillus fumigatus
90 Junho/2007 Corredor Ar Aspergillus fumigatus

A Figura 29 mostra o gel de agarose corado com brometo de etidio,
resultado do microssatélite com o iniciador (GACA), com isolados de A. fumigatus. Nota-
se que apesar das variacOes serem observadas entre os perfis de bandas, o perfil de

bandas da cepa controle (ATCC F. solani) diferem muito dos 3 isolados.
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PM 88 89 90 FS PM

1500pb —»
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100pb —»

Figura 2 9. Gel de agarose exibindo padrdes genotipicos de isolados de Aspergillus fumigatus
amplificados pela técnica microsatélite, com o iniciador (GACA),;. Nas canaletas temos: PM
(marcador molecular); cepas 88, 89, 90, FS (ATCC F. solani 62877) e PM (marcador
molecular).

Com a andlise do dendrograma gerado pela andlise das bandas
amplificadas foi possivel sugerir que as cepas 88 e 90 correspondem a duas amostras de
ar do banheiro 2 (Umido) e quarto 4 apresentaram 100% de similaridade quando utilizados
3 “primers” (GTG)s, (GAC)s e M13 (Figuras 31, 32 e 33). Utilizando o “primer” (GACA), a

analise mostrou 86% de similaridade entre os isolados (Figura 30) .
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Figura 30. Dendrograma gerado pelo programa GelCompar Il pelo método UPGMA referente aos
padrdes de bandas gerados por amplificacdo de cepas de Aspergillus fumigatus, utilizando o
“primer” (GACA), de microsssatélite.
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Figura 31 . Dendrograma gerado pelo programa GelCompar Il pelo método UPGMA referente aos
padrdes de bandas gerados por amplificacdo de cepas de Aspergillus fumigatus utilizando o
“primer” (GTG)s de microsssatélite.
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Figura 32. Dendrograma gerado pelo programa GelCompar Il pelo método UPGMA referente aos
padrdes de bandas gerados por amplificacdo de cepas de Aspergillus fumigatus utilizando o
“primer” (GAC)s de microsssatélite.
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Figura 33 . Dendrograma gerado pelo programa GelCompar Il pelo método UPGMA referente aos

padrdes de bandas gerados por amplificacdo de cepas de Aspergillus fumigatus utilizando o
“primer” M13 de minisssatélite.
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4.4.4 Genotipagem de cepas de Aspergillus flavus isoladas do ar e da agua na

unidade pediatrica de transplante de células tronco hematopoiéticas.

Para a analise genotipica foram utilizados 24 isolados identificados
fenotipicamente como Aspergillus flavus (Tabela 10) e a cepa controle Aspergillus flavus
IMI 190443. A. flavus teve isolamento frequente se comparado a outras espécies do

género Aspergillus, entre os isolados do ar e da agua de todo o monitoramento.

Tabela 10. Isolados de Aspergillus flavus utilizados na analise genotipica

NUmero Més da Coleta Ponto de coleta Tipo de
amostra
91 Junho/2007 Quarto 3 Ar
92 Junho/2007 Quarto 4 Ar
93 Junho/2007 Hall do elevador Ar
95 Junho/2007 Quarto 1 Ar
106 Junho/2007 Banheiro 4 mod. imida Ar
107 Junho/2007 Reservatorio 2 Agua
111 Julho/2007 Quarto 1 Agua
118 Julho/2007 Banheiro 2 mod. Umida Ar
119 Julho/2007 Banheiro 4 mod. seca Ar
120 Julho/2007 Quarto 4 Ar
124 Julho/2007 Banheiro 4 Agua
127 Julho/2007 Quarto 2 Ar
130 Julho/2007 Quarto 1 Ar
132 Julho/2007 Reservatorio 2 Agua
134 Julho/2007 Reservatorio 3 Agua
135 Julho/2007 Banheiro 3 Agua
136 Julho/2007 Banheiro 4 mod. imida Ar
137 Julho/2007 Banheiro 2 Agua
138 Julho/2007 Corredor Agua
142 Julho/2007 Quarto 3 Ar
149 Agosto/2007 Banheiro 2 mod. Umida Ar
150 Agosto/2007 Banheiro 2 Agua
152 Agosto/2007 Quarto 2 Ar
207 Novembro/2007 Reservatorio 3 Agua

Sabrina Mesquita Rocha-Mestrado 2009
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A Figura 34 mostra o gel de agarose corado com brometo de etidio,
resultado do microssatélite com o iniciador (GTG)s com isolados de A. flavus. Nota-se

grandes variacdes dos perfis de bandas visualizadas.

PM 130 132 134 135 136 137 138 142 149 150 152 207 AF PM

1500 pb —»

600pb —»

100pb —»

Figura 34. Gel de agarose exibindo padrdes genotipicos de isolados de Aspergillus
flavus amplificados pela técnica microssatélite, com o iniciador (GTG)s. Nas canaletas
temos: PM (marcador molecular); cepas 130, 132 134 135 136 137 138 142 149 150
152 207, AF (ATCC A. flavus IMI 190443) e PM (marcador molecular).

Com a andlise do dendrograma gerado pelo padrdo de bandas
amplificadas foi possivel sugerir que as cepas 119 e 120 correspondentes a duas
amostras de ar do quarto 4 apresentaram um alto grau de similaridade quando utilizados
os “primers” (GACA), e (GAC)s; as cepa 150 e 152 correspondentes a amostra de agua do
banheiro 2 e uma amostra de ar do quarto 4 respectivamente, apresentaram um alto grau
de similaridade quando utilizados os “primers” M13 e (GTG)s. As cepas 95 e 106
correspondentes a duas amostras de ar do quarto 1 e banheiro 4 apresentaram um alto
grau de similaridade quando utilizados os primers (GTG)s e (GAC)s (Figuras 35, 36, 37 e
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38). Para esta espécie os “primers” de minissatélite e microssatélite utilizados neste
estudo mostraram grande diversidade genotipica das amostras isolados do ar e da agua, o
gue demonstra da heterogeneidade da espécie, hoje considerada um grupo de espécies
(Complexo Flavi) com caracteristicas fenotipicas muito similares e muitas vezes

indistinguiveis.
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Figura 3 5. Dendrograma gerado pelo programa GelCompar Il pelo método UPGMA referente aos
padrdes de bandas gerados por amplificagdo de cepas de Aspergillus flavus utilizando o “primer”
(GACA),; de microsssatélite.
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Figura 3 6. Dendrograma gerado pelo programa GelCompar Il pelo método UPGMA referente aos
padrdes de bandas gerados por amplificagdo de Aspergillus flavus utilizando o “primer” (GTG)s de
microsssatélite.
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Figura 3 7. Dendrograma gerado pelo programa GelCompar Il pelo método UPGMA referente aos
padrdes de bandas gerados por amplificacdo de cepas de Aspergillus flavus utilizando-se o
“primer” (GAC)s de microsssatélite.
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Figura 3 8. Dendrograma gerado pelo programa GelCompar Il pelo método UPGMA referente aos
padrdes de bandas gerados por amplificagdo de cepas de Aspergillus flavus utilizando o “primer”
M13 de minisssatélite.
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Discussao

O aumento da incidéncia de doencgas flgicas invasivas (DFIs) em
unidades oncohematolégicas , principalmente por fungos filamentosos emergem como
um fator de limitacdo na sobrevida dos pacientes. De origem ambiental, os fungos
filamentosos sdo facilmente dispersos, e sobrevivem em diferentes condicdes
atmosféricas, representando assim um risco potencial para estes pacientes,
particularmente Aspergillus spp., Fusarium spp., Zigomicetos e Scedosporium spp. Nas
ultimas duas décadas a terapia imunossupressora e o transplante de células tronco
hematopoiéticas emergiram como condi¢cdes de risco para o desenvolvimento de DFIs
por fungos filamentosos (Marr et al.,, 2002, Segal et al., 2007, Pagano et al., 2007,
Haiduven et al., 2008, Bartley & Olmsted, 2008).

Para o estabelecimento de medidas preventivas eficazes, sao
necessarios estudos para o claro entendimento de como as infec¢des fungicas séo
adquiridas e qual a fonte ambiental de infeccdo. Aspergillus spp. € primordialmente
disperso pelo ar e assim inalado pelo paciente. Numerosos surtos de aspergilose sdo
descritos em unidades hematolégicas em todo o mundo, principalmente em periodos
de construcdo no ambiente hospitalar. Medidas como filtros HEPA, fluxo laminar e
pressao positiva nos quartos reduzem substancialmente a quantidade de propagulos
dispersos no ar, todavia ndo inibem totalmente propagulos fungicos, e outras vias de
disseminacdo como a agua, onde evidenciadas em estudos de monitoramento como
fontes potenciais de fungos e bactérias, poderiam assim ter funcdo de disseminacao
para o ar através da aerossolizagdo (Hayjeh & Warnock, 2001, Warris et al., 2001,
Warris & Verweij, 2005, Periroth et al., 2007).

No passado, o isolamento de fungos na agua foi pouco considerado
quando eram discutidos e analisados microrganismos de veiculacdo hidrica e sua
importancia como agentes de doencas. Recentes estudos demonstraram a importancia
de reservatérios de agua como fontes de infeccdo por fungos filamentosos (Nagy &
Olson, 1983, Gottlich et al., 2005, Hageskal et al., 2006; Kanzler et al., 2007).

No presente estudo nés constatamos que a agua proveniente do
sistema de distribuicdo que abastece o hospital, dos reservatérios e torneiras dos

guartos e banheiros da unidade de TCTH constituem potenciais reservatorios de
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fungos filamentosos patogénicos ao homem, ressaltando a presenca de Fusarium

solani e Aspergillus flavus.

Nossos resultados demonstraram maior isolamento de fungos no
sistema hidraulico, nos meses de marc¢o e abril de 2007 e janeiro e fevereiro de 2008,
que correspondem as estacbes outono e verdo respectivamente. Estudos que
realizaram monitoramento microbioldgico da agua por um periodo superior a 12 meses
na Europa obtiveram resultados diferentes, quanto ao padrao de distribuicdo sazonal
principalmente por haver diferencas nas condi¢cdes atmosféricas continentais e mesmo
regionais (Fisher et al., 2007, Morris et al., 2008). Vale mencionar que, dependendo da
regido avaliada ha menor quantidade de chuvas, e periodos de seca. Da mesma forma,
a presenca de fontes ambientais naturais de fungos, como o padrédo de vegetacéo,

variam de acordo com os diferentes paises e continentes.

Warris et al. (2001) num estudo conduzido numa unidade de TCTH,
onde foi monitorado o perfil microbiolégico da agua de torneiras e chuveiros, e em
paralelo monitorado pontos do sistema de distribuicdo da cidade de Oslo, Noruega,
observaram maior isolamento de fungos nos meses correspondentes ao inverno.
Gongalves et al., (2006), numa investigacdo conduzida em Portugal ao longo de 16
meses, também isolou maior quantidade de propagulos fungicos no inverno.
Panagopoulou et al. (2002), em um monitoramento da agua de 3 distintos hospitais na
Grécia, ndo observou nenhuma associagdo entre isolamento de fungos e variacdo
sazonal. Variacdes geograficas sugerem haver mudanca do padréo de distribuicédo e
guantidade de espécies isoladas do ambiente.

Na analise estatistica realizada no presente estudo, a temperatura
da agua foi o unico parametro fisico que foi estatisticamente significante quando
correlacionamos a maior quantidade de propagulos isolados em todos o0s pontos e a
variacdo de temperatura da 4gua coletada. Poucos estudos correlacionam parametros
fisico-quimicos com quantidade de propagulos presente na agua, sendo que o cloro
residual livre o parametro isolado mais comumente analisado, por sua utilizagdo no
tratamento da agua e controle de doencas de veiculacdo hidrica. Os valores de cloro
livre residual ndo foram correlacionados com o aumento ou diminuicdo de propagulos

fungicos isolados ao longo de 12 meses de estudo. Este aspecto pode ter relagdo com
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o fato de, ao longo do estudo, a variacao cloro livre residual esteve entre 0,14 e 0,89
mg/ml, com média de 0,38 mg/ml, valor este dentro dos parametros estabelecidos pela
Portaria 518 de 2004 do Ministério da Saude, que estabelece o padrdo de potabilidade

da agua para consumo humano.

Outra probabilidade para explicar a auséncia de correlacao
significativa, pode ser representado pelo menor impacto do cloro livre residual sobre o
crescimento de fungos, quando comparados a sua acao sobre enterobactérias. Nagy &
Olson (1983) num estudo conduzido na Califérnia, USA, monitorou a agua do sistema
de distribuicdo municipal, e concluiu que o tratamento da dgua potavel com cloro ndo
inibe a ocorréncia de fungos, o contrario do que ocorre com enterobactérias.
Rosenzweig et al., (1983) também demonstrou que conidios de fungos filamentosos
sd0 mais resistentes ao tratamento com cloro, seguido de blastoconidios de leveduras
e enterobactérias.

O isolamento de fungos demaceos, principalmente Cladosporium
spp. foi frequente em todo o monitoramento, estando presente em todos 0os meses de
coleta. Dentre os fungos hialinos os géneros prevalentes incluiram Penicillium spp. e
Paecilomyces lilacinus, considerando a agua do cavalete, reservatérios e torneiras dos
guartos e banheiros da unidade. Nossos resultados estdo de acordo com dados
europeus e norte americanos, onde estudos de monitoramento da 4gua observaram
também grande frequencia de isolamento Cladosporium spp. e Penicillium spp., o que
sugere distribuicdo mundial destes agentes em reservatorios de agua (Arvantidou et al.,
1999, Gongalves et al., 2006; Hageskal et al., 2006, Kanzler et al., 2007, Varo et al.,
2007, Kauffmann-Lacroix et al., 2009).

Ao contrdrio de investigacbes européias e norte americana, que
realizaram monitoramento da agua de reservatorios, torneiras e chuveiros de hospitais
(Arvantidou et al., 1999, Arvantidou et al., 2000, Panagopoulou et al., 2002, Anaissie et
al., 2003), espécies de Aspergillus foram pouco frequentes em isolamentos de fungos
da 4gua, sendo A. flavus e A. niger as espécies mais isoladas, e A. fumigatus ausente
em todo o monitoramento. Vale ressaltar que a contagem de propagulos fangicos
infectantes nos reservatorios foi maior em comparagdo ao isolamento na agua das

torneiras. Aparentemente, estes fungos ndo apresentaram adaptacdo ao sistema
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hidraulico, com formacdo de biofiime e ampliacdo de seu inoculo ao longo da

tubulagao.

Dentre os fungos com potencial patogénico para populagcéao de risco,
Fusarium spp. teve elevado isolamento na agua das torneiras (quartos e banheiros) da
unidade, com menor frequencia nos reservatorio e nenhum isolamento na agua do
cavalete. Anaissie et al. (2001) documentou num estudo realizado durante 10 anos,
num hospital no Texas, USA, que Fusarium spp. colonizava o sistema hidraulico do
hospital, e que propagulos eram constantemente aerossolizados no ar dos banheiros
durante o banho dos pacientes. A maior ocorréncia de Fusarium na 4gua de torneiras
em comparacao ao seu isolamento na 4gua dos reservatorios, pode sugerir que este
agente seja muito eficaz na formacdo de biofilme, ampliando seu inoculo ao longo do
sistema hidraulico, aspecto que justificaria sua maior concentracdo ao longo do

sistema.

Dogget (2000) caracterizou o biofilme formado no sistema de
distribuicdo municipal de &gua na cidade de Springfield (USA), por microscopia
eletrénica. Esporos e fragmentos hifas de fungos, além de outros microrganismos
foram observados aderidos na matriz do biofilme, conferindo assim resisténcia ao
tratamento de agua, e liberagdo constante de fungos na agua, incluindo propagulos
Aspergillus spp. e Cladosporium spp. e Penicillium spp. No entanto, dois estudos
relataram a abundancia de Fusarium spp. em biofilme misto em duas situagbes
diferentes: uma no sistema de distribuicdo de um centro de hemodidlise e outra em
tanques de agua utilizados em tanques industriais, evidenciando assim o potencial
deste agente na formacdo de biofilme e constante liberacdo de propagulos na agua
(Elvers et al., 1998, Pires-Gongalves et al., 2008).

No caso dos Zigomicetos, Rizopus spp. e Mucor spp. foram apenas
isolados na agua dos reservatdrios ndo sendo encontrados nas torneiras ao longo do
monitoramento. Estes dados sugerem assim que o sistema hidraulico representa uma
barreira a sobrevivéncia destes fungos na agua, e consequentemente menor poder de

aerossolizacao e esporos no ambiente nosocomial.
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Outros estudos que coletaram agua de torneiras e chuveiros, a
ocorréncia de Zigomicetos foi baixa ou ausente (Arvantidou et al., 1999, Arvantidou et
al., 2000, Warris et al., 2001). Gongalves et al. (2006) num estudo conduzido em
Portugal, analisou a qualidade da agua de torneiras de varios pontos na Universidade
de Braga, onde em 16 meses houve isolamento de zigomicetos em apenas um mes.
Por outro lado, em reservatoérios e andlise de biofilme de sistema de distribuicdo de
agua, o isolamento de Rhizopus foi reportado (Dogget, 2000, Anaissie et al, 2003). O
fato de estes agentes terem menor frequencia de isolamento na agua, pode justificar
sua presenca na formacdo de biofilme, com pouca sobrevivéncia de suas hifas ao
longo do sistema hidraulico, uma vez que sao naturalmente menor resistentes devido a
largura e pouca presenca de quitina na parede, isso quando comparados aos
Ascomicetos (De Hoog et al., 2000).

O monitoramento do ar na unidade hematologica equipada com
filtros HEPA ao longo dos 12 meses de estudo, teve media de propagulos fungicos com
variacéo de 2,38 a 21,8 UFC/m®, sendo o valor médio de propéagulos em 12 meses de
estudo 11,09 UFC/m® com maior frequencia nos meses de abril, maio, junho e julho de
2007, que correspondem ao outono e inicio de inverno. Nestes meses de elevada
concentragdo de fungos no ar da unidade, ndo observamos nenhum evento que
justificasse estes valores, como por exemplo, reformas. As reformas sdo descrita como
periodos onde ha aumento de propagulos no ar, mesmo em unidade que adotam
medidas preventivas como filtros HEPA, presséo positiva nos quartos e sistema de
fluxo laminar (Cornet et al., 1999, Cooper et al., 2003, Araujo et al., 2008). A correta
manutencdo dos filtros HEPA € necessaria para que sua eficiéncia no controle
ambiental seja garantida. Recomenda-se que o sistema de filtros esteja realizando no
minimo 12 trocas de ar por hora para o 6timo funcionamento em unidades de TCTH
(Dykewicz, 2001, Humphreys, 2004). O controle da presséo positiva € fundamental
para evitar a propagacao de conidios da area externa para os quartos. Ao longo do
estudo, ndo monitoramos a eficiéncia da pressao positiva, e sendo assim ndo podemos
comentar qualquer resultado técnico com variagdo de propagulos nos quartos com
filtros HEPA.
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Apesar deste aumento de propagulos no ar no periodo descrito,
nenhum caso de IFI foi relatado na unidade, que adota medidas como a utilizacao de
pressdo positiva e filtros HEPA nos quartos, além da remocdo dos chuveiros, para
evitar uma possivel aerossolizacdo de propagulos fungicos nos banheiros
representando assim um risco a mais para os pacientes submetidos a TCTH.

O padrdo sazonal de distribuicdo de fungos é descritos em estudos
de monitoramento de ar. Observamos no monitoramento ambiental da unidade

pediatrica, maior ocorréncia de propagulos fingicos no outono.

Em outras investigacdes o padrao sazonal de ocorréncia de fungos
no ar também foi avaliado. Anaissie et al. (2003) num estudo conduzido no Texas
(USA) isolou maior quantidade de propagulos no ar de ambiente nosocomial durante o
outono (21 UFC/m® e menor quantidade de propagulos durante a primavera (7.1
UFC/m®). Na europa Panagopoulou et al. (2002) também isolou maior quantidade de
propagulos em periodos que correspondem ao verao e outono, com variacéo de 0.6-37
UFC/m3. Em outro estudo de monitoramento microbiolégico do ar, conduzido em um
hospital terciario, Panagopoulou et al. (2007), também observou maior quantidade de
propagulos durante o verdo e o outono, com variacdo de propagulos isolados nestes
periodos de 8 a 56 UFC/m®. Sautour et al. (2009), avaliou a distribuicdo sazonal de
fungos isolados no ar em duas unidades hematoldgicas de hospitais na Franca. O
estudo observou variacdo de propagulos no ambiente interno da unidade, com
elevacao durante o verdo e outono. Estes estudos sugerem que, as estagdes outono e
verdo sao periodos de maior concentracéo de propagulos no ar.

No nosso estudo, em paralelo as coletas de ar, em cada ponto foi
medido a temperatura e umidade relativa do ar. A analise estatistica ndo correlacionou
estes valores com o0 aumento ou diminuicbes de propagulos isolados. A auséncia de
correlacdo de temperatura e umidade relativa do ar com a ocorréncia de propagulos,
era esperada na unidade com filtro HEPA, visto que nestes ambientes ha o controle de
temperatura pelo uso concomitante de ar condicionado que mantém o ambiente com
pouca variagdo de temperatura. Ao longo de estudo houve pequena variacdo de
temperatura (21,37 - 24,57 °C) e maior variacdo observada nos valores de umidade

relativa do ar (53,45 - 67,24 %).
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No ambiente externo grande quantidade de propagulos foram
isolados no ar, como era esperado, sendo que picos de isolamento ocorreram nos

meses de marco e abril de 2007.

Recentemente, uma atencdo maior tem sido dada a micobiota em
ambientes externos por representar fonte de patologias em plantas, animais e
humanos. Os fungos sédo importantes agentes de alergias, além de estarem
relacionados a Sindrome do Edificio Doente em patologias ligadas a atividades
ocupacionais. A mudancga nos parametros atmosféricos, ocorréncia de eventos como
chuvas e furacbes alteram sensivelmente a composicdo atmosférica, podendo
aumentar a quantidade de fungos no ar de residéncias e hospitais (Guinea et al., 2006,
Albrecht et al., 2007, Pyrri & Gotsi, 2007, Rao et al., 2007, Wang et al., 2007, Gorman &
Fuller, 2008, Kasprzyk, 2008, Morris et al., 2008, Srikanth et al., 2008).

Ao contrario do ambiente interno, a andlise estatistica correlacionou
a temperatura ambiental, que variou de 21,75 a 25,28 °C, com maior quantidade de
fungos isolados nas areas externa a unidade. A interferéncia de chuvas, velocidade do
vento e presenca de arvores de arbustos nas areas externas, principalmente a area
externa do hospital, promove a disperséo de conidios, diferentemente do que ocorre no
ambiente interno, onde ha controle de temperatura, além de ndo ser influenciada pela
velocidade do vento, onde ha isolamento nas janelas (Peternel et al., 2004, Gomes et
al., 2006, Fischer et al., 2007).

No ar dos ambientes interno e externo da unidade de TCTH houve
predominio dos géneros Cladosporium e Penicillium, que em todos os meses foram
isolados. Cladosporium spp. é um agente pouco frequiente em IFI em unidades de
risco, contudo considerado um importante agente em processos respiratorios alérgicos
(Peternel et al.,, 2004, Gomes et al., 2006, Gorman & Fuller, 2008). Em ordem de
frequencia (UFC/m®), ap6s Cladosporium spp. (36%) e Penicillium spp. (27,54),
seguem Mycelia sterilia (17%), Aspergillus flavus (3,4%) e Paecilomyces lilacinus
(3,14%).
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Penicillium spp. (exceto P. marneffei) emerge como um patdgeno
oportunista na ultima década, apesar da baixa frequencia em IFIs (Lyratzopoulos et al.,
2002). Recentemente Araujo et al. (2008a) prop6s que Penicillium spp. seja
considerado como um indicador geral de niveis de fungos no ambiente interno do
hospital S. Jodo em Portugal, onde realizou monitoramento ambiental, e observou

grande frequencia do agente no ar.

No nosso estudo, entre os isolados de Aspergillus, houve
prevaléncia foi de A. flavus seguida de A. niger e A. fumigatus, diferente do que é
descrito em monitoramentos de ar em ambientes nosocomiais norte-americanos e
europeus. Na maioria dos estudos, parece haver prevaléncia de isolamentos de A.
fumigatus e ndo A. flavus. (Cornet et al., 1999, Rainer et al., 2000, Anaissie et al., 2002,
Pardelli et al., 2006, Falvey & Streifel, 2007, Pini et al., 2007).

Entretanto, diferencas geograficas podem ser observadas na
distribuicdo e prevalénica de Aspergillus spp. no ar. Panagopoulou et al (2002)
monitorou o ar em 3 diferentes hospitais na Grécia. Neste estudo, a espécie prevalente
foi A. niger, seguida de A. flavus e A. fumigatus. Curtis et al., (2004) numa investigacéo
do ar de um hospital terciario de TCTH em Chicago (USA), durante periodo de reforma,
isolou maior quantidade de propagulos de A. niger, seguido de A. candidus, A. flavus e
A. fumigatus. Em outro estudo conduzido na Grécia, o predominio foi de A. niger
seguido de A. flavus no ar de unidades de um hospital terciario, ao longo de 12 meses
(Panagopoulou et al., 2007).

Em relacdo a quantidade de propégulos isolados de Fusarium spp.,
na area externa da unidade observamos menor quantidade em relacdo aos valores
obtidos nas coletas de ar nos quartos e banheiros. Menos frequente em IFIs, Fusarium
spp., principalmente F. solani, € um importante patdbgeno emergente, frequentemente
isolado no ar e na 4gua em estudos ambientais e epidemiolégicos na investigacdo de
surtos (Anaissie et al., 2001, Raad et al., 2002). Estes dados sugerem que a fonte de
propagulos infectantes deste patégeno pode ser o0s reservatérios de agua, uma vez que
esta espécie foi isolada na adgua das torneiras dos quartos e banheiros em grande
guantidade.
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No Brasil, 2 estudos relataram a presenca de Fusarium no ar em
distintos hospitais. Tavora et al. (2003), num estudo conduzido na cidade de Séo Paulo,
em 3 unidades de transplantes (hepético, renal e TCTH), equipadas com filtros HEPA,
monitorou a qualidade do ar com 2 amostradores diferentes (Andersen 6 estagios e
RCS portatil). A média de propagulos isolados na unidade de TCTH foi de 12UFC/m?, e

Fusarium spp. 0 quarto agente mais frequente.

Martins-Diniz et al. (2005), com intuito de caracterizar os fungos
anemofilos e leveduras de uma unidade hospitalar na cidade de Araraquara (S&o
Paulo), que né&o utiliza filtros HEPA, realizou coletas de ar com o amostrador Andersen
1 estagio. Neste estudo Fusarium spp. foi o segundo agente mais freqiiente no ar,
inclusive no periodo pré-reforma, principalmente nas UTIs do hospital.

Quando comparamos os resultados obtidos nas coletas de ar e de
agua na unidade observamos maior diversidade de espécies nos isolamentos do ar (36
espécies quando comparadas com aos isolados da agua, 17 espécies). Apesar da
variacdo de propagulos ndo apresentar ao mesmo padrdo de variagdo nos diferentes
sitios de coleta (agua das torneiras, ar da unidade e agua dos reservatorios), ao longo
dos 12 meses, observamos picos e quedas de propagulos isolados no ar e agua
coletados na unidade em todos os pontos de coleta.

Anaissie et al. (2001) documentou a aerossolizacdo de propagulos
de Fusarium spp. num estudo de monitoramento de ar e 4gua. No presente estudo, F.
solani foi isolado em grande quantidade na agua das torneiras da unidade dos quartos
e banheiros, sendo este valor superior aos valores obtidos nas coletas dos
reservatoérios, quando analisamos a quantidade total de UFC isoladas, o valor maximo
por ponto de coleta e o valor médio do agente, 0 que sugere uma possivel colonizacdo
deste agente no sistema hidraulico do hospital.

Aspergillus spp. teve maior isolamento no ar da unidade, quando
comparado aos valores obtidos nas coletas de ar com os valore obtidos nas coletas de
agua da unidade, ndo observamos o0 mesmo padréo de ocorréncia (picos e quedas de
isolamento), ndo parecendo ser a dgua um reservatorio significativo na composigcéo

deste agente no ar. Assim como ocorre com outros agentes, o ambiente externo pode
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ser um fator que influencia a concentracdo de fungos em ambientes internos, sobretudo
Aspergillus. Diferente do que ocorreu com a maioria das espécies, A. fumigatus so foi
isolado do ar da unidade, ndo ocorrendo em nenhuma das 106 coletas de agua
realizadas nas torneiras. Neste caso sugerimos a principal fonte de conidios o
ambiente externo, que é descrito constantemente como principal fonte de propagulos
(Vackova et al., 2006, Araujo et al., 2008b, Falvey & Streifel 2008).

Agentes emergentes em IFIs em unidades hematoldgicas, os
Zigomicetos, representados neste estudo pelos géneros Rhizopus e Mucor foram
isolados do ar da unidade, representando 1,5% do total de propagulos em 12 meses.
Na area externa, o isolamento representou 2,47%. O fato do n&o isolamento nas
torneiras da unidade a despeito do seu isolamento na agua dos reservatérios sugere
que apesar da presenca na agua, o sistema hidraulico pode oferecer uma barreira a
disseminacdo de propégulos destes agentes. Da mesma forma que com A. fumigatus,
nossos dados sugerem que o perfil micolégico do ar externo é o principal determinante
na concentracdo de Zigomicetos no ar da unidade, sendo a agua um reservatorio com

pouca importancia.

O isolamento de leveduras do ar da unidade representou 0,79% de
todos os isolados. As espécies isoladas sdo reconhecidamente de origem ambiental (C.
parapsilosis, C. guilliermondii, Rhodotorula spp. e Trichosporon spp.), e isoladas em
estudos investigativos em superficies inanimadas e profissionais de saude (Martins-
Diniz et al., 2005). No presente estudo, constatamos a presenca de esporos
leveduriformes dispersos no ar, 0 que nos leva a pensar esta via como uma das formas

de contaminacdo em hospitais.

No Brasil a portaria 518 de 2004 do Ministério da Saude estabelece
0 padrdo da qualidade da agua para o consumo humano, definindo também a
guantidade minima e a frequencia de as amostra de agua para a analise microbiol6gica
e fisico-quimica. No entanto, a portaria ndo estabelece parametros para a quantidade
de fungos isolados da agua potavel, ndo sendo possivel utilizar esta portaria como
referéncia para estabelecer qualquer juizo de valor sobre os resultados obtidos neste
estudo.
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Em relagdo aos resultados obtidos no monitoramento de ar na
unidade de TCTH, a resolu¢cdo niumero 9 de 2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria (ANVISA), dispbe sobre a qualidade do ar interior em ambientes climatizados
artificialmente e de uso publico e coletivo, estabelece que o valor maximo de fungos no
ar ndo deve ultrapassar a 750 UFC/m®, valor este obtido através de coleta de ar com
amostrador de ar por impactacéo de 1 a 6 estagios. Nossos resultados assim estédo de
acordo com o preconizado por esta resolugcdo, uma vez que os valores obtidos no
presente estudo na unidade de TCTH, ndo ultrapassaram 21,8 UFC/m® (2,38 a 21,8
UFC/m?®) por ponto de coleta, utilizando o mesmo amostrador descrito na portaria como
o indicado em monitoramento de ar em ambientes internos. Entretanto, salientando que
a portaria nao relata valores maximos de propagulos fungicos em unidades com filtros
HEPA. A consulta publica n® 109 de 2003 (ANVISA), ndo publicada até a presente
data, dispbe sobre a qualidade do ar ambiental interior em servigos de saude, estipula
gue em ambientes criticos com filtros HEPA, a concentracdo de propagulos no ar ndo
deve ultrapassar 50 UFC/m*®. O Guideline for Isolation Precautions: Preventing
Transmission of Infectious Agents in Healthcare Settings (Siegel et al, 2007) nao
estabelece valores de UFC/m® em unidades oncohematoldgicas, se limitando a
recomendacdes a respeito de medidas preventivas (filtro HEPA com 12 trocas de ar por
hora, fluxo laminar, medidas de higiene de superficies e medidas de contato).

Um dos objetivos da presente investigacdo era correlacionar 0s
isolados de F. solani, A. fumigatus e A. flavus provenientes da agua, do ar e de
possiveis amostras clinicas na unidade de TCTH. Durante o monitoramento ndo houve
relato de nenhum caso de infecgdo fangica ocasionada por fungos filamentosos, sendo

gue a andlise de genotipagem restringiu-se a culturas ambientais.

Para a correlacéo entre cepas de ar e agua descritos anteriormente,
utilizamos a técnica molecular de minissatélite e microssatélite, que é aplicada na
solucdo de problemas epidemioldgicos, investigacdes de surtos, e na determinacéo de
fontes nosocomiais de infecgéo, pela alta reprodutibilidade, baixo custo e aumento do
poder discriminatério com a andlise do perfil de bandas gerado com a utilizacdo de
softwares especificos. Os “primers” escolhidos de minissatelite e microssatelite sdo
utilizados em genotipagem de diversas espécies de fungos como Candida albicans,
Cryptococcus neoformans, Saccharomyces cereviae e Fusarium solani (Meyer et al.,
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1993, Couto et al, 1996, Castella et al., 1999, Bartie et al., 2001, Brasileiro et al., 2004,
Trilles et al., 2008).

Na analise dos isolados identificados fenotipicamente como F.
solani, utilizando 3 iniciadores de microssatelite e 1 de minissatelite, observamos que a
similaridade esteve entre 70% e 96 % na maior parte das amostras (baixo nivel de
identidade . Consequentemente, houve evidente diversidade no perfil genotipico das
amostras do ar e da agua. Além da grande diversidade ambiental entre amostras de F.
solani genotipados, ndo identificamos isolados do ar e da dgua em nosso estudo que
apresentaram perfil idéntico na analise molecular. Em relagdo a caracteristicas de
dispersdo ambiental da espécie, algumas conclusdes sdo pertinentes: a) nao
identificamos alta similaridade entre cepas isoladas do ar e da 4gua; b) 2 isolados (79 e
144) provenientes da dgua do mesmo quarto em periodos diferentes tiveram 0 mesmo
perfil genotipico na andlise molecular; c) o0 mesmo ocorreu em 2 isolados da agua de
pontos diferentes (1 e 10, quartos 2 e 3 respectivamente) no mesmo més. Em contra
partida, correlacionamos 2 cepas isolados do ar de coletas diferentes, obtidas em um

mesmo periodo, sugerem uma fonte externa em comum de propagulos de F. solani.

Estes resultados sugerem que F. solani pode estar presente no
sistema de distribuicdo de agua do hospital, com a formacéo de biofilme, permitindo
persistir e ampliar constantemente seu inoculo ao longo do percurso do reservatério até
a torneira, e que, além disso, sua presenca no ar nos quartos pode ter uma fonte
comum. Qualquer conclusdo apontada neste contexto é limitada pelo pequeno nimero
de amostras ambientais estudadas, assim como o poder discriminatério da técnica de
microssatélite e minissatélite utilizadas neste estudo. Através da ferramenta de
tipagem que utilizamos n&o fomos capazes de estabelecer relacéo direta da presenca
de Fusarium na agua e seu impacto no perfil microbiolégico do ar. Por outro lado
demonstramos que a mesma cepa de Fusarium pode permanecer no sistema

hidraulico por um periodo superior a 30 dias, sugerindo que este € um potencial

reservatorio para infeccdo humana.

Anaissie et al. (2001) utilizando as técnicas de IR-PCR (interrrepeat

polymerase chain raction), RAPD (random amplifield polymorrphic DNA) e RFPL
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(restriction fragment-length polymorphism), em isolados de F. solani do ar, agua e
amostras clinicas, correlacionou isolados ambientais com amostras de pacientes. Além
disso, grande diversidade genética foi observada entre os isolados provenientes da
agua do hospital, sendo que alguns genadtipos persistiram no sistema de distribuicdo de
agua hospitalar, ao longo do monitoramento de 10 anos.

Em relagcdo a A. fumigatus, duas cepas provenientes do ar de
ambientes distintos (banheiro 2 e quarto 4) num mesmo periodo, apresentaram na
analise genotipica o mesmo perfil, 0 que sugere uma fonte externa de dispersdo deste

agente no ambiente interno pra ambos os ambientes.

O wuso de técnicas moleculares ¢é descrito em estudos
epidemiologicos e de andlise de polimorfismo de A. fumigatus, uma espécie de
distribuicdo mundial, e descrita como o segundo agente em DFIs em unidades de risco.
Warris et al. (2003) num estudo conduzido numa unidade oncoldgica pediatrica na
cidade de Oslo, Noruega, utilizou a técnica de DNA fingerprinting AFLP (amplifield
fragment length polymorphism) na genotipagem de isolados de A. fumigatus, do ar,
agua e de amostras clinicas de pacientes. Houve correlacdo entre os isolados da agua
e do ar com amostras de pacientes da unidade, sugerindo que estes sitios sdo
potenciais fontes de infeccdo nesta unidade de risco. No presente estudo, nao
podemos comparar o potencial dos reservatérios de agua como fonte de propagulos no
perfil microbiolégico do ar da unidade de risco, uma vez que ao longo do estudo néo

houve isolamento deste agente na agua.

Na andlise genotipica de 24 amostras de A. flavus, apesar de haver
perfis idénticos entre amostras obtidas nas coletas de ar e de 4gua na unidade de
TCTH, os resultados conflitantes entre diferentes “primers” nos apontam o panorama
da grande diversidade genotipica entre as amostras, ndo sendo possivel assim,
estabelecer relacdo direta entre propagulos isolados do ar e da agua.

Diante da dificuldade na identificagdo e da grande diversidade
genética do “complexo” A. flavus, o uso de sequenciamento da regido ITS, ou de genes
essenciais como B-tubulina, ou mesmo a combinagédo de técnicas sdo necesséarias na

diferenciacao de espécies do complexo e melhor entendimento da epidemiologia de A.
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flavus em estudos de monitoramento ambiental e correta identificacdo de amostras
clinicas (Henry et al., 2000, Cary & Ehrlich, 2006, Hedayati et al., 2007).

Concluimos que o monitoramento ambiental em unidades de risco &
possivelmente de grande importancia ndo s6 aplicado em ocasifes de surtos, como
também na avaliacdo de potenciais fontes de infec¢cdo nosocomial. Apesar do uso de
fillros HEPA e pressédo positiva nos quartos da unidade, o monitoramento do ar
demonstrou que o isolamento de fungos patogénicos ao longo dos 12 meses, foi
constante, com variacdes sazonais. N&o estabelecemos relagcdo genotipica entre
cepas de F. solani, A. fumigatus e A. flavus isoladas do ar e da agua. A auséncia de
similaridade genotipica entre as cepas isoladas do ar e da &agua, ndo exclui a
possibilidade de comunicacdo entre estes diferentes reservatérios, podendo este
achado, refletir as limitagdo no nimero de amostras estudadas e eficiéncia do método

molecular.

Neste estudo demonstramos que fungos filamentosos patogénicos
ao homem podem ser isolados, com frequencia, do sistema hidraulico e de torneiras de
guartos de hospital terciario. Documentamos ainda que, cepas de F. solani sao
capazes de persistir meses no sistema hidraulico, o que evidencia seu potencial na

contaminacao de pacientes.
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Conclusbées

A presente investigacao obteve as seguintes conclusdes:

1. A agua proveniente do sistema de distribuicdo do hospital pediatrico € um
reservatério de fungos com potencial patogénico para pacientes submetidos a
TCTH, uma vez que documentamos o isolamento constante de espécies de

Aspergillus e Fusarium ao longo dos 12 meses de estudo;

2. A temperatura da agua no presente estudo, foi o Unico parametro

correlacionado com a quantidade de propagulos fungicos isolados a agua;

3. Apesar da presenca de medidas preventivas contra a exposicdo a propagulos
fungicos (filtros HEPA e presséo positiva), adotadas nos quartos da unidade, o
monitoramento do ar ao longo de 12 meses, demonstrou constante isolamento

de fungos;

4. Através do uso das técnicas de tipagem minissatélite e microssatélite, ndo
identificamos relacdo genotipica, entre amostras provenientes do ar e da agua,

de propagulos de A. fumigatus, A. flavus e F. solani.
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Anexos

Anexo 1. Preparo dos meios e reagentes utilizados no estudo

Agar aveia com cloranfenicol

o Agar aveia DIfCO).......uuuuuiiiiiie et 75,29
e Cloranfenicol (Farmitalia/Carlo Erba)............cccoceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 0,309
o Agua destilada g.S.Pueececeeeeeeecre e, 1000,0mL

Em baldo de 2000mL, o &gar aveia foi adicionado a agua destilada e a solucdo foi
aquecida até completa dissolugdo, adicionando depois o0 cloranfenicol. Apéds
homogeneizagdo, o meio foi esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos e

distribuido em placas de Petri 90 X 15 mm.

Agar Batata

o INfUSEO0 de DALAAS .....evvveiiiiiiie e 500 mL
o GlicoSe (INAD)......coo i 10,09
LI Yo T T (© )7 (0] [ ) T 15,0g
o AgQua destilada g.S.P...cceeeeieeieereeeireeeeeeee et 1000,0mL

Em baldo de 2000mL, foi adicionado 200 gramas de batatas descascadas em 500 mL
de agua e cozinhados durante 1 hora. A infusao foi filtrada através de gaze e o volume
completado a 500 mL com agua destilada. Apés, foi adicionado o agar, dissolvido
completamente e para a posterior adi¢cdo de glicose. Ap6s homogeneizagéo, o meio foi
esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos e distribuido em placas de Petri 90 X

15 mm.

Agar Czapeck

o Sacarose (Inlab).... ... 30¢g
e Nitrato de sO0dio (Synth)........cccoceii i . 3,0 @
e Fosfato dibasico de potassio (SYNth).........cceeeeeeeeiiiiieiiiiiieiee 10g¢g
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e Sulfato de magnésio 7H0(SYNth).........eeeveviiiiiiiiiiiiccccee 0,59
e Cloreto de potassio (SYNth)........cooiiiiiiiiiiiie e 0,59
o Sulfato de ferro 7H20 (Synth).......coooiiiiiiiiiiiiicei e 0,01 ¢
LI o =T g (@) o] Lo ) IR PSSP 15¢
o Agua destilada 0.5.P ...cooeoveeeeeieeeeeeee e 1000,0 mL

Em baldo de 2000mL, foi dissolvido o agar em 1000 mL de agua destilada, aquecendo
em banho-maria, adicionando os sais em agitacdo. Em seguida foi misturado a
sacarose, dissolvendo-a completamente. Ap6s homogeneizagéo, o meio foi esterilizado

em autoclave a 121°C por 15 minutos e distribuido em placas de Petri 90 X 15mm.

Agar fubd com Tween-80

o Farinha de MilN0..........oouiiiiiii e 12,59
I o = L g (@) (o] o ) TSRS 3.89
@  TWEEN-80 (BECLO).. . ceeieeeeeee ettt e e e e e e e e e e eeeeeeeenanes 3,0 mL
o Agua destilada .5.P ..coveereeeeeeeeeeeeeeceee et 300,0 mL

A farinha de milho foi adicionada a 300 mL de agua destilada, aquecida durante uma
hora a 60°C, filtrada através de gaze dobrada e o volume completado para 300 mL. O
agar foi adicionado ao preparo acima e aquecido até a sua completa fusdo. Apés
acrescentar o Tween-80, o meio foi distribuido em aliquotas de 18 mL em tubos de
ensaio e autoclavados a 121° C por 15 minutos. No momento do uso, o meio foi

dissolvido e vertido em placas de Petri 90 X 15 mm.

Agar GPYA — (Glucose peptone yeast extract agar) co m cloranfenicol

o Dextrose (INlah) ... 209
e Extrato de levedura (DifCO)..........covviiiiiiiiiii i D O
@ PepPtoNa (DIfCO)...uuuueeunieeiiei et 59
e Cloranfenicol (Farmitalia/Carlo Erba)............ccoovviiiiiiiiiiiiiieeeeee 0,3m
LI o =T g (@) o] [ ) RS SPPPRP 209
o Agua destilada 0.5.P ..ccovoeeeeeieeeee e, 1000,0 mL
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Em um baldo volumétrico de 2000 mL foi adicionado a dextrose, peptona, extrato de
levedura, agar technical, a agua destilada, o cloranfenicol e homogeneizado. Ap6s
dissolver os componentes em microondas, o meio foi esterilizado em autoclave a

121°C por 15 minutos e distribuido em placas de Petri 90 X 15 mm.

Agar Sabouraud-dextrose com cloranfenicol

e Sabouraud dextrose agar (OXO0Id)........ccceeeiiiiiiiiiiiiiiiie e 659
e Cloranfenicol (Farmitalia/Carlo Erba)............ccoooiviiiiiiiiiiiiiie. 0,3 mL
o Agua destilada 0.5.0 .c.coveeveieireiieeeecece e, 1000,0 mL

Em um baldo de 2000 mL, o Sabouraud foi adicionado a agua destilada juntamente
com o cloranfenicol e homogeneizado. Apés homogeneizagéo, o meio foi autoclavado a

121°C por 15 minutos e distribuido em placas de Pe tri 90 X 15 mm.

Agar YES ( yeast extract sucrose)

o Sacarose (Inlab)..... ..o 150 g
o Extrato de levedura (DifC0O).........viviiiiiiiie i e 209
LI o =T g (@) o] o ) TSRS 20g
o Agua destilada 0.5.0 .ccoveeveieireiieeeeeeee e, 1000,0 mL

Em um baldo volumétrico de 2000 mL foi adicionado a sacarose, extrato de levedura, o
agar e a agua destilada e homogeneizado. ApdGs dissolver os componentes em
microondas, o meio foi esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos e distribuido

em placas de Petri 90 X 15 mm.

Brometo de Etidio 10 mg/mL

e Brometo de etidio (Pharmacia)..........cccoeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 0,29
o Agua destiladan............cooeveeveieeieiece e, 19,80 mL
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O brometo de etidio foi dissolvido em &gua destilada e estocado a temperatura

ambiente em frasco escuro.

Caldo de cultura YEPD

o Extrato de leveduras (DifCO).........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 5,09
@ DeXroSe (DifCO)...uuueeruiiiiiee et 10,0 mL
o Bactopeptona (DifCO)........uuuuuuuuiiiiiieieee et 10,0 mL
o Agua destilada 0.5.P ..coviveeeviieeieeece e 500,0 mL

Todos os componentes foram dissolvidos em agua destilada, distribuidos em tubos de

ensaio e autoclavados a 121<C por 15 minutos.

CHROMagar Candida®

e CHROMagar Candida (CHOMAQAr).........ccoeeeeiieiiiiiiiiiieiiiie e 47,69

o Agua destilada 0.5.0 .ccoveeveieereiieee e, 1000,0 mL
O meio foi aguecido em agua destilada autoclavada, evitando a fervura, até que o po6
estivesse completamente dissolvido. Em seguida, foi distribuido em placas de Petri 90
X 15 mm.

EDTA 0,.5M pH 8.0

o EDTA (GIDCO BRL)...cooiiiiiiiiiecece e 186,19

o Agua destilada 0.5.0 .ccoveeveieireiieee e, 1000,0 mL
O EDTA foi dissolvido (em agitador magnético) em 700 mL de &agua destilada
acrescentando-se NaOH em pastilhas até que o EDTA estivesse dissolvido. O pH foi
ajustado para 8,0 com HCI e NaOH. O volume foi completado para 1000,0 mL. A
solucdo foi autoclavada a 121° C durante 15 minutos e estocada a temperatura

ambiente.
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Gel de agarose 1,2% para Microsatélite e Minissatél ite

o  AQAaroSe (INVItIOGEN).......iiiiiiieeeeeie ittt e e e e e e e e eeeeeeeeennnees 2,169

A agarose foi adicionada ao TAE 1X e a mistura resultante foi aquecida em microondas

até torna-se completamente limpida.

Iniciadores

Cada iniciador liofilizado foi hidratado com &agua milli-Q autoclavada, para a
concentracdo de 1 nmol/uL. Aliquotas foram diluidas na proporcéo de 1:20 (20 pL de
oligonucluotideo + 380 pL de agua milli-Q autoclavada), resultando em uma
concentracdo de 50 pmol/uL, para uso na reacao de microssatélite e minissatélite.

Solucdo de dNTP

o dATP 100mM (Pharmacia)..........ccuueimuummmumnniiiiiae e e e e e e e eeeeeeeeeeinnnnes 6,3 uL
o dCTP 100MM (PRarmMacCia)........uuuuuuieaiiaeeeeeaeeeeeeeeeeeeeiiieiiiinnnne e 6,3 uL
o dGTP 100mMM (Pharmacia)...........ccuueeeuuummmiiniiiiieeeeeeeeeeeeeeeeiieeeeinnnnes 6,3 uL
o dTTP 100MM (Pharmacia)..........cuuuueuuiiiiiieeeeeeeeeeeeeeiiiieeiiinsna e 6,3 uL

o AguamilliQ.....oovviiriiiiiii e, WAT5,0 UL
Os nucleotideos foram pipetados na ordem descrita, homogeneizados gentilmente, e a
solucao foi mantida a -20°C.

TAE — Tris acetato EDTA — solucdo concentrada 50X

o Trizma base (GIDCO BRL).....cccooeiiiiiiiiiiieeeeeiee e 242,09
o Acido acético glacial (SYNth)........c.ccceeeiieeeeiieeeeeeee e, 57,1 mL
 EDTAOSMPH 8,0 it 100,0 mL
o Agua destilada 0.5.0 ..coeeveieiveiieee e, 1000,0 mL
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Os componentes foram dissolvidos sob agitacdo manual e a solu¢éo foi armazenada a

temperatura ambiente.

TAE — Tris acetato EDTA — solucdo concentrada 1X

e TAE — Tris acetato — solugao concentrada 50X............cccevvvvviieeeenn. 20 mL
o Agua destilada 0.5.0 .ccoveeveieireiieeeeeece e, 1000,0 mL
Os reagentes acima foram misturados nas quantidades determinadas e

homogeneizados. A solugao foi preparada na hora do uso.
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