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“Faca dainterrupcac
um caminho novo,
da queda um passo de danca,
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do sonho uma ponte.”
Fernando Sabino

“Uns, com os olhos postos no passado,
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Sé todo em cada coisa.
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Assim, em cada lago
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Fernando Pessoa
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Com o objetivo de avaliar a microbiota fungica dos condicionadores de ar instalados em quatro
Unidades de Terapia Intensiva dos Hospitais Universitarios em Cuiaba, Mato Grosso - Brasil,
foram coletadas 525 amostras solidas ambientais, correspondendo a 285 referentes ao hospital
universitario A e 240 ao hospita B.

As coletas foram realizadas nos seguintes componentes dos aparelhos de ar condicionado:
serpentina, ventilador e filtros, com a utilizagdo de swabs estéreis.

A identificagdo dos fungos micelianos foi realizada por observacdo das caracteristicas
macroscopicas em diferentes meios de cultura (@gar fubg, &gar aveia, &gar batata e extrato de
malte), e micromorfol égicas, visualizadas através da técnica de Ridell.

Foram isolados e identificados 11 géneros e 27 espécies distintas pertencentes as classes dos
hifomicetos e ascomicetos. Os géneros mais frequentes para ambos os hospitais foram:
Aspergillus spp, Penicillium spp e Cladosporium spp.

Foram aplicados formularios, os quais foram respondidos por enfermeiros (as) responsavels por
cada unidade de terapia intensiva. N&o foi detectado controle de temperatura, umidade e presséo
do ar interno nas unidades avaliadas. Apenas duas unidades (UTIs adulto do hospital A e B
relataram medidas de isolamento quando em periodo de reforma ou construcdo hospitalar. O
plano de manutencdo e controle, quando localizado, ndo era seguido periodicamente. Foram
detectados ruidos perceptiveis nos sistemas de climatizacdo, bem como presenca de manchas
escurecidas nas paredes além da presenca de particulas macroscopi camente visiveis nas entradas
e saidas de ar em trés unidades.

Foi observado que a renovacdo do ar interno de uma unidade (UTI adulto do hospital B) é
realizada através da abertura do sistema, enquanto que nas outras trés ndo foram obtidas
informagdes a respeito deste parametro. A validade da limpeza dos condicionadores de ar ndo foi
considerada adequada em todas as unidades e a quantidade de unidades formadoras de
colbnias/grama encontrava-se em limites superiores aos preconizados pela portaria 176/00 do
Ministério da Sadde, em 64% e 75% dos pontos elegidos considerando o primeiro (A) e o
segundo (B) hospital respectivamente.

Concluimos, portanto, que a qualidade do ar encontra-se comprometida, nos dois hospitais
universitérios estudados podendo constituir fator de risco para aquisicdo de infeccBes nas
unidades de terapia intensiva. O conhecimento da microbiota fungica dos condicionadores de ar
foi 0 parémetro indiretamente utilizado para avaliacdo da qualidade do ar nas unidades de terapia

intensiva.
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Aimed at evaluating fungal microbiota in air conditioning units installed in Intensive Treatment
Units (ITUs) of the University Hospitas in Cuiabd, Mato Grosso, Brazil, 525 solid
environmental samples were collected, consisting of 285 from hospital A and 240 from hospital
B.

Collections were realized using sterile swabs on air conditioning unit components: cooling coils,
ventilators and filters.

Mycelia fungi identification was realized by observation of the macroscopic and
micromorphological characteristics in different culture mediums (maize meal, oatmea and
potato dextrose agars and malt extract) using the Ridell technique.

Eleven genera and 27 distinct species belonging to the hyphomycetes and ascomycetes classes
were isolated and identified. The most frequently found genera in both hospitals were
Aspergillus spp, Penicillium spp and Cladosporium spp.

Formulae were submitted to and responded by the nurses and heads of each ITU. Temperature,
humidity and internal air pressure control apparatus were not detected in any of the ITUs. Only
two ITUs (Hospitals A and B, Adult ITUs) reported isolation measures during periods of hospital
reform or construction. Perceivable noises were detected in the climatization units, together with
the presence of dark stains on the walls and macroscopically visible particles at the air entrances
and exits in three units.

Observation reveded that internal air renewal in one ITU (Hospita B Adult ITU) was achieved
by opening the system, while in the other three ITUs no information was obtained regarding this
parameter. The validity of air conditioning unit hygiene was considered inadequate in al the
ITUs and the quantity of colony forming units per gram was above the limits recommended by
Health Ministry resolution 176/00 in 64% and 75% of the points selected for analysis in hospitals
A and B respectively.

In conclusion, the air quality was found to be compromised in both university hospitals analyzed,
which congtitutes a risk factor for infection acquisition in the intensive treatment units.
Knowledge regarding the fungal microbiota in the air conditioning units was the parameter that

indirectly determined this assessment of the air quality in the intensive treatment units.
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1. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA
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A cidade de Cuiaba € a capital do estado de Mato Grosso. O municipio € cercado por trés
grandes ecossistemas. aamazonia, 0 cerrado e o pantanal; de localizagdo préximaa Chapada dos
Guimardes é ainda considerado a “porta de entrada” da floresta amazonica. O clima é tropical
guente e sub-umido. A temperatura maxima média atinge 34,1°C, mas as maximas absol utas sdo
superioresa 40°C.

Nas regides de clima quente, como no Centro Oeste do Brasil, tornou-se muito difundido
0 uso de condicionadores de ar, tanto em residéncias como em ambientes de trabalho e estudo.
Este fato tem gerado problemas, devido a ndo serem consideradas satisfatOrias as taxas de
renovagdo de ar. Desta forma, o ar viciado recircula no ambiente, propiciando a colonizagdo de
microorganismos causando risco nos estabelecimentos de salde que atendem pacientes
imunodeprimidos.

No Brasil, segundo a classificaco de Spaudiling, éreas criticas hospitalares sdo aguelas
gue oferecem risco potencial parainfeccdo, sgjam pelos procedimentos invasivos ou presenca de
pacientes imunocomprometidos ou ainda pelo risco ocupaciona elacionado ao manuseio de
substancias infectantes como, por exemplo, as unidades de terapia intensiva, centro cirdrgico,
unidades de transplantes, entre outros.

Os contaminantes biolégicos ou bioaerossodis, como os fungos, bactérias, agas, acaros,
utilizamrse de matéria particulada (pdlen, fragmentos de insetos, escamas de pele humana e
pélos) como substrato, onde se multiplicam, duplicando a populacdo a cada vinte segundos, pois
dependem do parasitismo celular para reproducéo. Surtos de Infecgdo Hospitalar - I1H podem
estar associados a contaminagdo de filtros de ar condicionado por estes bioaerossois.

As fontes geradoras de particulas capazes de carrear microorganismos causadores de
infeccdo hospitalar sdo classificadas em internas e externas. Dentre as fontes internas destacamos
0s seres humanos, os ventiladores, os aparelhos de ar condicionado, os nebulizadores e
umidificadores, o0s pisos vasos de plantas e certos tipos de alimentos. Quanto as fontes externas
destacamos. 0 solo, a agua, 0 material organico em decomposi¢éo, a poeira proveniente de
construcgdes e reformas.

O aparelho de ar condicionado € contaminado por particulas, poeira ou filtros
colonizados, uma vez que estas particulas sGo geradas na sua maioria por hospedeiros
inanimados e afetam principa mente individuos imunocomprometidos.

A ANVISA — Agencia Nacional de Vigilancia Sanitéria preconiza a higienizagdo mensal
dos componentes do sistema de climatizacdo, porém no componente hidrico, usado para

umidificacdo do ar, recomenda-se limpeza quinzeral, pois ha risco de crescimento bacteriano,
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producdo de aerossbis e indacd dos mesmos. Semestralmente preconiza-se a limpeza dos
sistemas de ar e de forros falsos.

O interesse pelos estudos de contaminagdo dos sistemas de ar surgiu a partir da
preocupacdo com pacientes imunodeprimidos. Ainda hoje, a contagem de bactérias e fungos no
ar pode ser indicada quando ha construgcdo préxima ou em unidade provavel para admissdo de
pacientes neutropénicos, em uso de corticdides ou em outros riscos especiais.

Quanto a contaminagdo fungica, o género Aspergillus spp € o de maior importancia,
estando associado a infeccdo em pacientes imunodeprimidos

As fontes de contaminag&o pelos esporos de fungos do género Aspergillus sdo: vasos
com plantas, embal agens de papel, construgdes e reformas, certos alimentos como a farinha, péo,
pimenta seca em po, pos liofilizados e alimentos crus como tubércul os.

As infecgdes hospitalares causadas por fungos representam, portanto, uma das
complicagBes mais freqlientes que podem acometer o0 paciente hospitalizado e por este motivo, é
grande a preocupagado com a qualidade do ar interno de ambientes hospitalares, como Unidades
de TerapiaIntensiva (UTIs).

A ANVISA, desde 0 ano de 2002 iniciou o projeto “Hospitais Sentinela e colaboradores”
cujo objetivo principal foi a constituicdo de uma rede de hospitais terciarios distribuida em todo
0 pais, motivada e qualificada para a notificacdo de eventos adversos e queixas técnicas de
produtos de sallde. Dentre os objetivos especificos, destacamos: criacdo de geréncias de risco em
servigos hospitalares, incentivo ao pleno funcionamento das Comissies de Prontuarios e Obitos,
Comissdo de Controle de Infeccdo Hospitalar — CCIH e consolidacéo da rede nacional de
hospitais para troca de experiéncias em questdes de tecnovigilancia, farmacovigilancia e
hemovigilancia, visando maior qualidade e maior seguranca na assisténcia prestada ao
paciente/cliente.

A escolha se baseou narelagdo do Ministério da Educacéo e Cultura (MEC), dos maiores
hospitais do Brasil com programas de residéncia médica do pais. Para a implantacéo da Rede
foram desenvolvidas oficinas de capacitacdo para profissionais de salide: médicos, enfermeiros,
farmacéuticos, engenheiros, de areas hospitalares afins. Engenharia e Manutencdo, Farmacia
Hospitalar, Servicos de Hemoterapia para constituicdo do nicleo da Geréncia de Risco Sanitario
e Hospitalar.

Os hospitais universitarios em Cuiaba fazem parte da rede sentinela da ANVISA e ambos
disponibilizam UTIs adulto e neonatal. Além disso, o Hospital Universitario Julio Mdiller, atua

como referéncia para internacdo de pacientes HIV positivos. O Hospital Geral Universitario em
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breve devera iniciar procedimentos referentes aos transplantes autdlogos, porém ja conta com
atendimento disponivel a pacientes acometidos por neoplasias, portanto imunodeprimidos.

Face as peculiaridades destes servicos, julgamos relevante redlizar a avaliacdo da
gualidade dos ambientes presentes atuamente nas unidades de terapia intensiva, priorizando o
isolamento de fungos e verificando a contagem de col6nias obtidas em observancia as normas
exigidas pela ANVISA.

Este trabalho faz parte da linha de pesquisa do Laboratério de Micologia — LI/FCM —
UFMT, denominada Aspectos epidemiol 6gicos e taxondmicos da microbiota hospitalar fungica,
objetivando neste momento avaliar aqualidade do ar nasUTIs.

Consideramos que microorganismos presentes em diferentes ambientes podem ser
responsabilizados por infecgdes hospitalares em determinados grupos de pacientes mais
susceptiveis, como também desencadear surtos em distintas unidades. Este fato é da maior
importancia e merece atencdo de equipe multiprofissional.

Além da caracterizacao taxonémica e contagem de col dnias respectivamente, este estudo
teve como meta colaborar quanto a conscientizacdo dos dirigentes de servigos, responsaveis por
comissdes de controle de infecgbes hospitalares em relagdo as condicdes encontradas em locais

criticos componentes dos hospitais universitarios, apresentando carater inédito em nosso estado.
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21 - A qualidade do ar em ambientes climatizados e sua influéncia na

ocorréncia de infeccoes

A qualidade do ar em ambientes fechados tem sido motivo de pesquisa em todo o mundo
devido aos danos causados aos seres humanos. Inicialmente, as pesquisas direcionaram sua
atencdo para ambientes industriais, onde havia uma carga elevada de poluentes devido a
manipulacdo e exposi¢do a substancias toxicas na sua produgdo, consumo, e armazenamento. Em
virtude do aumento da industrializagdo em todo mundo, principalmente a partir da segunda
metade do século passado, muitos estudos foram realizados nessa area e foi possivel relacionar
os indices de poluicdo interna com efeitos adversos a salide. A qualidade do ar nesses ambientes
esta incluida em salde ocupacional (Gioda & Aquino Neto, 2003).

Na década de 30 surgiram os primeiros ambientes climatizados, onde temperatura e
umidade do ar eram controladas, proporcionando conforto térmico para as pessoas que ali
conviviam. Com a crise do petroleo e mudanca dos materiais de construcdo ocorridos na década
de 70, diminuiu-se o indice de renovacdo do ar, bem como o indice de umidade, pois para a
reducdo da temperatura de um ambiente é necess&ria a evaporagdo da &gua presente. Como
consequéncias diretas foram observadas: diminuicdo da concentracdo de oxigénio, diminuicdo da
umidade do ar e leses das vias aéreas respiratorias, pele e mucosas Estas situacdes constituem
um risco eminente na transmissdo de microorganismos em areas hospitalares, pois a renovacao
do ar se Bz presente em percentuais iguais ou inferiores a 10% (Siqueira & Dantas, 1999;
Basenge, 2001).

Acompanhando as edificacBes construidas nas Ultimas décadas em todo mundo, tem sido
observados sistemas de ar-condicionado central para um maior conforto e produtividade. No
entanto, estes podem conter bactérias, virus e fungos que sdo capazes de sobreviver em
ambientes secos por longos periodos (Afonso et al, 2004).

A maioria dos poluentes em ambientes fechados agem diretamente no sistema
respiratorio e cardiovascular, afetando de acordo com a intensidade e a duragdo da exposi¢ao,
sendo ainda funcdo do nivel de salide da populacéo exposta. A inadacdo de microorganismos
liberados por pessoas e animais € um mecanismo de contégio priméario para maioria dos quadros
agudos de infeccdo respiratéria. O ambiente interno € caracterizado pela recirculagdo de uma
guantidade de ar externo, criando assim uma condicdo favordvel ao crescimento de

microorganismos (WHO, 2000).
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Fungos pertencentes a0 género Aspergillus e bactérias tais como, Legionela spp,
Actinobacter spp, Clostridium spp, Nocardia spp, foram encontrados em sistemas de ar
condicionado, sendo os trés primeiros responsabilizados por surtos de infeccdo hospitalar,
evidenciando a necessidade de medidas de controle da qualidade do ar em ambientes hospitalares
climatizados (Afonso et al, 2004).

Ambiente climatizado € aquele onde a temperatura e a umidade do ar € controlado, sendo
que as caracteristicas fisicas destas instalacOes refletem as adequacGes de normalizacéo e
regulamentacdo estrangeiras (Gioda & Aquino Neto 2003; Afonso et al, 2004).

Em 1976, foi descrito o primeiro surto de pneumonia bacteriana, relacionada a aparelhos
climatizadores de ar, ocorrida em uma convencdo de legionarios americanos na Filadéfia. Na
ocasi 8o foi identificada uma nova bactéria, denominada Legionella pneumophila (Hart & Makin,
1991).

No Brasil, apds a morte do ministro Sérgio Mota, ocorrida em 20 de agosto de 1998,
provavel vitima da sindrome do Edificio Doente (Radiobrés, 1998), surgiu a primeira norma para
ambientes climatizados, a portaria n° 3.523/GM, de 28 de agosto de 1998, que aprova a
regulamentacdo técnica referente aos procedimentos de verificacdo de limpeza, remocéo de
sujidades e eficiéncia de todos os componentes dos sistemas de climatizagdo (Ministério da
Salide, 1998a).

Foi publicada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) a Resolucéo —
RE n° 176, contendo orientagdo técnica sobre padrbes referenciais de qualidade do a interior,
em ambientes de uso publico e coletivo (ANVISA, 2000), a qual foi aprimorada pela Resolugédo
— RE n° 9, de 16 de janeiro de 2003 (ANVISA, 2003b). No entanto, observa-se que em ambas
ndo hé aplicacéo direta aos ambientes hospitalares.

O Center Pr Desease Control and Prevention, CDC, em seu Guidelines for Preventing
Opportunistic Functional Among Hematopoietic Sem Cell Transplant Recipients recomendam:
evitar passaros no local de admissdo do ar, pois fezes de pombos podem elevar o risco de
criptococose; a captacdo do ar deve ser distante de poluentes, e locais de vegetacdo abundante;
guanto as trocas de ar, estas devem ser maiores que 12 trocas de ar externo/hora com uso de
filtros do tipo High Efficiency Filter — HEPA, mantendo o ambiente selado e com presséo
positivade 2.5 atm (CDC, 2000).
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2.2- Sindrome do Edificio Doente - SED

Os efeitos mai's compl exos de salide ocorrem quando se caracterizaa SBS (Sick Building
Syndrome) ou a BRI (Building Related Illness). Os sintomas incluem a irritagcdo das mucosas,
pele e olhos, fadiga, dor de cabega, mal estar, letargia, dificuldade de concentragdo, sensibilidade
a odores e sensacdo de gripe, mas henhum agente causador pode ser provavel mente identificado.
Em guase todos os casos, BRI € um estégio avancado da SBS (Carmo & Araljo, 1999).

Os ambientes de escritorios foram, durante muitos anos, considerados isentos dos
problemas de salde ocupacional. Porém, no final dos anos 70, os pedidos de avaliacdo das
condicdes ambientais em escritérios aos Orgaos americanos ligados a salde ocupacional
(National Indtitute for Occupational Safety and Heath - NIOSH) aumentaram
consideravelmente. O mesmo ocorreu na Europa, com similaridades entre as queixas (Carmo &
Araljo, 1999).

Para Ricard (1998), os estudos da OMS no inicio da década de 80 descreveram a relacéo
entre 0s sintomas caracteristicos da Sindrome do Edificio Doente (SED) e a ventilacdo mecanica.

Um estudo britanico estabel eceu uma relacéo entre a existéncia dos sintomas e 0 sistema
de ar condicionado, porém, foi a partir dos anos 90 que a SED tornouse um conceito comum na
literatura cientifica (Brickus & Aquino Neto, 1999).

Hospitais e outros centros de salide séo locais em termos de meio ambiente complexos,
gue requerem ventilagcOes adequadas para conforto e controle das emissdes que possam ser
prejudiciais a pacientes, funcionarios e visitantes (Flatheim, 2002).

A qualidade do ar nestes ambientes € mais critica do que em outros locais fechados,
devido a0 aumento da suscetibilidade dos pacientes. Tém sido diagnosticados sintomas
referentes a SED em funcionérios de hospitais e centros de salide em virtude da exposicdo a
varios agentes quimicos e microbioldgicos. Nesses ambientes sdo diagnosticadas principa mente
infecgdes nosocomiais (Brickus & Aquino Neto, 1999).

Por causa desses fatores, apoluicdo de interiores é hoje reconhecida como uma das

mai ores ameagas a saude publica, de acordo com a OMS (WHO, 2000).
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2.3- Ar condicionado

O ar ndo é um meio no qual possam crescer microorganismos. Ele é, antes, um portador
de matéria particulada, podendo sua qualidade ser influenciada pelo grau de suscetibilidade ou
resisténcia de uma espécie particular ao novo ambiente fisico e sua capacidade de formar esporos
Ou Cistos resistentes (Santos, 1999).

Ambiente climatizado é aguele onde temperatura e a umidade do ar sdo controladas,
sendo que as caracteristicas destas instalagdes refletem as adequacBes de normalizagdo e

regulamentacéo estrangeiras (Afonso et a, 2004)

2.3.1 - Sstemas de Condicionamento

Segundo a NBR 6401 (ABNT, 1980), as instalacbes de condicionamento de ar sdo
classificadas em dois grupos: sistemas de evaporacéo direta, onde o liquido refrigerante, contido
em uma serpentina entra em contato direto com o ar e sistemas de evaporagao indireta, onde
existe agua ou salmoura resfriada em outra central que por sua vez alimenta os condicionadores
dear.

Silva (2003) classificou o sistema de evaporacao direta como sistema de expansdo direta
e 0 de evaporacdo indireta como sistema de expansao indireta.

Em relacdo aqualquer tipo de sistema, de evaporacdo direta ou indireta, os sistemas de
ar condicionado funcionam com substéncias que podem ser amonia (usada em grandes sistemas),
compostos de cloro, fltor e carbono (CFC) ou agua gelada (Myspace, 2004). Estas substancias,
chamadas refrigerantes, realizam troca de energia em forma de calor, por meio de mudanca de
estado fisico de vapor paraliquido, liberando calor para 0 meio, e de liquido para vapor, gerando
retirada de calor do meio. No sistema de evaporacdo direta, existe o evaporador, interposto ao
fluxo de ar vindo do ambiente interno a ser condicionado (Silva, 2003).

O evaporador € uma peca composta de finos tubos metdlicos justapostos como em um
radiador de carro (serpentinas metalicas), em cujo interior, circula um liquido refrigerante, com
funcéo de retirar o calor do ambiente. Em sua parte exterior, ha o ar a ser refrigerado, passando
entre as serpentinas, antes de ser devolvido ao ambiente (Cabano, 2000; Silva, 2003).

Quando o ar, proveniente do ambiente interno, entra em contato com a superficie do
evaporador, que estd em menor temperatura, se resfria e desumidifica, ocorre a condensacéo e

precipitacdo da umidade contida neste ar (Basenge, 2001; Silva, 2003).



Revisdo Bibliografica 10

O liquido refrigerante, por sua vez, ganha calor, modificando seu estado para vapor. O

refrigerante, agora em forma de vapor, é enviado ao condensador, que tem funcéo inversa ao

evaporador, onde como o proprio nome indica, sera submetida a pressdo, condensando-se,

perdendo calor para o ambiente externo e tornando o vapor novamente em liquido (Silva, 2003).

O referido autor classificaos sistemas de condicionamento de ar em:

a) Condicionadores de ar de janela: sdo os condicionadores destinados ao uso

doméstico, que sdo instalados em janelas ou paredes. Nao deve ser colocado a
uma atura menor que 1,60m para ndo ocorrer a estratificagdo do ar. Possuem
uma poténcia que variade 0,5 a 3,0 Toneladas de Refrigeracéo - TR, sendo que
uma TR éigual a 12000 british termal unit - BTU/h.

b) Sistema tipo split: apresenta separagdo entre o corpo do compressor (que se

localiza na parte externa do ambiente, geralmente ao ar livre) e o corpo do
evaporador (unidade interna a0 ambiente). Os dois encontramse ligados
através de tubulacdo de cobre revestida por isolante térmico. O sistema pode
ser simples, utilizando um evaporador para cada condensador, ou complexo,
onde um condensador atende a varios evaporadores distribuidos em diversos
ambientes.

c) Sistema tipo fan-coil/chiller: € um sistema de expansdo indireta, sendo sua

d)

condensacdo feita a agua ou ar. Na serpentina do evaporador temos &gua
gelada a 7°C, gque apos a passagem do ar é eliminada a uma temperatura de
12°C. Esta &gua resfriada é proveniente de uma central de dgua gelada, chiller,
ou de uma torre de resfriamento, Cooling-towers, que executa o papel de
condensador (Silva, 2003).

Condicionadores de ar tipo self-contained: sdo de uso doméstico ou
comercial, podendo ser classificados em self-contained com condensagéo a ar,
e sdf-contained com condensacgéo a agua, onde o liquido refrigerante tem seu
calor retirado através da é&gua. Este sistema necessita de uma torre de

resfriamento de agua para seu funcionamento.
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Segundo Cabano (2000), o nome self-contained se deve ao fato destes condicionadores
encerrarem em um Unico gabinete todos os componentes necessarios para efetuar um tratamento
de ar, ou sgja, filtragem, refrigeracéo, umidificacdo, aguecimento, desumidificacdo, necessitando
apenas de uma fonte de energia. Sua poténcia pode variar de 3STRa30 TR.

O sistema fan-coil consiste em um simples conjunto de serpentinas, onde circula agua
gelada, um ventilador (fan) e um sistema de filtragem (Cabano, 2000). Tanto o sistema fan-coil,
como o sistema self-contained podem ser utilizados como um sistema de condicionamento
centralizado, suprindo a varios ambientes ao mesmo tempo através de dutos de ar (Silva, 2003).

Os componentes de um sistema de ventilagdo, aguecimento e condicionamento de ar
centralizado (Heating, Ventilation and Air Conditioned System — HVAC) sdo, segundo
Macintyre (1990), ventiladores para circular o ar da fonte e o ar de retorno, canaizacdo do ar,
tomadas de ar externo e entradas de ar de retorno, dispositivo que permita entrada de ar externo
no interior da cdBmara misturadora, filtro para remoc&o de particulas, evaporador, condensador e
chiller.

Ressaltamos que todo este sistema de condicionamento do ar composto por dutos, torres,
serpentinas, bandejas e a presenca de condensador, além de dificultar o processo de limpeza,
favorece a multiplicacdo de microrganismos. Assim, representa uma preocupacao no que se

refere ao controle da qualidade do ar nas Unidades de Terapia | ntensiva.

2.3.2 - Tiposdefiltro

Filtros s80 meios porosos aptos a coletar e deter particulas no ar que os atravessa, sendo
gue osfiltros de ar, geralmente sdo constituidos por material fibroso disposto na forma de tecidos
ou compactados em forma de placas ou painéis (Macintyre, 1990).

A classificagdo dos filtros recomendados para sistemas de ar condicionado no Brasil é
feitapelaNBR 6401 (ABNT, 1980) como demonstrado no Quadro 1, que por suavez, baseou-se
em recomendacdes da ASHRAE, na Diretriz SWK168-3 da Associacdo Suica de Engenheiros de
Aquecimento e Condicionamento de Ar (SWKI) e na Norma DIN 24184 publicada emjulho de
1972 da Associagao de Engenheiros Alemées (VDI) (ABNT, 1980).

Os filtros sdo classificados em trés grupos. Classe G, para fracdo grossa ou maiores que
5um; classe F, parafracdo fina, de 1um - 5um e classe A, para frac&o ultrafina, que sdo menores
gue 1um (Dantas, 1998).

Macintyre (1990) registra que os seguintes fatores devem ser considerados na escolha do

tipo de filtro: concentracdo e tamanho da particula contaminante; grau de purificacéo exigida;
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caracteristicas do ar e dos transportadores do poluente; concentracdo ou carga de particulas,

solubilidade da particula e combustividade.

Classesde

Filtros Eficiéncia Caracteristicas Aplicagbes principais
Boa €ficiéncia contra insetos; | Condicionadores do tipo janela
relativa contra poeira grossa
GO 30-40% Eficiéncia reduzida contra pélen e
poeira atmosférica
Boa eficiéncia contra poeira grossa | Condicionadores tipo self-
e relativa contra pdlen de plantas. | contained
Gl 60-74% | Eficiencia reduzida contra poeira
atmosférica
Alta eficiéncia contra poeira grossa. | Condicionadores  de  sistemas
Boa eficiéncia contra polen de| centrais
G2 75-84% plantas e relativa contra a fracéo
grossa (75U) da poeira atmosférica
Boa eficiéncia contra fracdo grossa | Condicionadores dos  sistemas
G3 =85% (> 751) da poeira atmosférica centrais, como pré-filtragem para
filtrosfinos F2 e F3.
Eficiéncia satisfatoria contra fragdo | Condicionadores  de  sistema
£l 40 — 69% fina (1- 5u) de_poei ra atmosférica c_entral; préfiltragem para filtros
Pouca eficiéncia contra fumagas de | finos F2 e F3
0leo e tabaco
Boa eficiéncia contra a fragdo fina, | Condicionadores de sistema central
F2 70-89% | alguma eficiéncia contra fumaca de | para exigéncias atas. Pré-filtragem
0leo e tabaco parafiltro absoluto
Alta eficiéncia contra fracdo finada| Pré-filtro para filtro absoluto;
poeira atmosférica; eficiente contra | necessita de pré-filtragem, por sua
F3 =90% fumaca de Oleo e tabaco; | vez.
relativamente  eficiente  contra
bactérias e virus.
Boa eficiéncia contra a fragdo | Salas com controle de teor de
ultrafina  (<1p) da  poeira| poeira; precisade pré-filtragem.
Al 85-97.9% atmosférica, fumacas do dleo e de
tabaco, bactérias e fungos.
Alta eficiéncia contra fragdo | Salas com controle de teor de
A2 85— 97% ultrafina de poeira atmosférica, | poeira, zonas assépticas de
fumaca de 6leo e tabaco, bactérias e | hospitais; necessario pré-filtro
fungos.
Eficacia excelente contra a fragdo | Salas limpas de classe 100, 10000 e
A3 = 99.97% ultrafina (<1 da  poeira| 100000; salas e cabinas estéreis

atmosférica, fumaga de tabaco e de
0leo, bactérias, fungos e virus.

para cirurgias ortopédicas.

Quadro 1 — Classificaggo dos filtros para condicionamento de ar. Fonte: NBR6401 (ABNT, 1980)
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2.4 — Fungos anemdfilos e aimportancia de seu monitoramento em ambientes climatizados

Os fungos conhecidos como anemdfilos, cujo ecétopo principal € o ar atmosférico,
pertencem a diversos géneros e espécies, sd0 saprobiotas em quase sua totalidade e a
concentracdo e diversidade em que ocorrem pode ser influenciada por fatores ambientais, como
pressdo atmosférica, vento, tenperatura e umidade (Schoenlein et d, 2001). Algumas espécies
podem causar processos alérgicos intensos, toxicoses e até infecgdes disseminadas fatais em
individuos suscetiveis (Lacaz et al, 2002).

Nas Ultimas décadas, a importancia dos bioaerossois tem sdo enfatizada, por estarem
relacionados a salde s seres humanos, levando ao aparecimento de patologias que vao de
alergias a infeccdes disseminadas em pacientes suscetiveis (Cooley et a 1998). A determinacéo
da composi¢do e concentragdo de microrganisnos anemofilos de areas internas e/ou externas, em
&reas criticas de hospitais tem sido enfatizada como extremamente necessaria (Albertini, 2001).
Hospitais constituem ambientes que necessitam de maior atencdo, no que diz respeito ao
monitoramento ambiental das &reas criticas. A finalidade dessa acéo é identificar possiveis fontes
de contaminacao/disseminacao e 0s possiveis agentes etiol 6gicos envolvidos. Por outro lado, em
ambientes climatizados, o acimulo de umidade e material organico em bandgas de ar-
condicionado pode torna- las poderosas fortes dispersoras de bioaerossois (Diniz et al, 2005).

Para a Associacdo Paulista de Estudos de Controle de Infeccdo Hospitalar (APECIH) as
particulas aéreas, liquidas, com um tamanho maior que 5 p recebem o nome de goticulas, sendo
produzidas pela fala, tosse, espirro e respiracéo humana. Ja aerossois, sdo as particulas menores
que 5 Y, resultantes do ressecamento e ressuspensdo de goticulas, que ficam suspensos por horas
no ar (Penna, 2005).

Em 2000, observam-se registros na literatura quanto a defini¢cdo de aerosol, sendo uma
suspensao microscopica de particulas solidas ou liquidas (Pasguarella et a, 2000).

Para Macintyre (1990), aerossois podem ser entendidos como meios gasosos onde se
encontram particulas sdlidas, liquidas ou microrganismos, podendo ser chamados de
aerodispersdides, os quais podem ser formadas por dispersdo de particulas, condensacdes de
vapores ou por reacao processada entre gases. Este autor classifica os aerossois baseado em seus
tamanhos e composicoes:

» Fumos. menores que 10 |, de composicdo solida, resultante da condensacdo de particulas

gasosas.
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* Poeiras. particulas solidas formadas a partir da desintegracéo de substancias, com tamanho
variando entre 1 p e 100 p.

* Fumaga: produto resultante da combustdo incompleta de materiais organicos, possuindo
didmetro inferior a1 .

» Névoas. goticulas liquidas @m tamanho variando entre 0,1 p e 100 p, sendo resultante da
condensacéo de vapores.

* Fuligem: formada a partir de queima de carvéo ou 6leo combustivel, de tamanho ndo calculado.
* Organismos Vvivos (ou bioaerossois) que sdo formados por fungos, polen de plantas, virus,
bactérias, esporos bacterianos, algas, &caros, amebas, fragmentos de insetos, fragmentos
vegetais, escamas de pele humana e pélos humanos e de animais em suspensao no ar.

Em 2005, Clark afirmou ainda que o tamanho dos organismos vivos varia de
aproximadamente 1 p a 100 |, enquanto que anteriormente em 2001, Brito descreveu que virus
apresentam tamanho de 0,005 p a0,1 ; as bactériasde 0,4 1 a12 u; osesporosdelO p a30 y; e
o polén de 10 p a 100 .

O movimento de um aerossol é do tipo browniano ou aleatorio, e € influenciado pelo
gradiente elétrico, tamanho e densidade da particula, gradiente térmico, taxas de umidade,
ventilacdo e em se tratando de bioaerosdis, a presenca ou ndo de nutrientes e compostos
antimicrobianos (Pasquarella et al, 2000).

Lima Filho (2003) esclareceu que particulas com tamanho variando de 0,1 1 a 1 pséo
t30 pequenas gque sua deposicdo é praticamente nula. Particulas maiores que 5 [ de tamanho
podem ser espalhadas até trés pés (91,44cm) dafonte (CDC, 2003).

Quando maiores que 10 , excetuando-se as fibras e materiais fibrosos que permanecem
suspensos por longos periodos, sedimentam: se rapidamente, sendo encontradas perto da fonte de
ventilacéo (LimaFilho, 2003).

Em 2005, Penna descreveu que o comportamento de deposicdo das particulas
aerotransportadas esta relacionado ao tamanho, orde particulas menores que 0,1 p tém
comportamento similar & moléculas de gas, com uma velocidade de deposicdo ndo mensuravel,
engquanto gue, nas particulas de 0,1 al p, a velocidade de deposicéo que pode ser calculada, por
serem peguenas e despreziveis, & correntes de ar tendem a neutralizar qualquer tendéncia de
deposicdo. As particulas de tamanho variando entre 1 a 10 g caem com velocidade constante e
apreciavel, as correntes de ar tendem as manté-las em suspensao por um consideravel periodo de
tempo e, que a faixa de tamanho capaz de ser retida nos pulmdes variade 0,5 a 10 u. A avaliagéo
dos niveis de contaminagdo aérea em ambientes € o passo bésico em direcdo a prevencdo. Esta

avaliacdo de particulas infectantes € numérica e, realizada utilizando-se, como forma de
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contagem, a unidade formadora de col6nia (UFC) por m3 de ar (UFC/m3); contagem de UFC em
placas de deposito e contagem sob microscopio. As amostras de ar podem ser obtidas de forma
passiva, por meio de placas de Petri abertas ao ar, contendo meio de cultura em seu interior ou
mediante amostradores ativos, chamados amostradores por impactagcdo, onde um volume
conhecido de ar € inoculado em uma placa que contém meio de cultura especifico (Pasguarella et
a, 2000; CDC, 2003).

A coleta ativa apresenta vantagens e desvantagens. As vantagens se devem ao fato de ser
indicada por diretrizes oficiais e ser coletada rapidamente. Com relacéo as desvantagens, pode
ser destacado o custo elevado do método, o amostrador de ar € um equipamento que oferece
dificuldades a0 processo de esterilizacdo, emissor de ruidos, e alguns microorganismos podem
ndo ser avaliados. Além disso, exige caibracdo freqlente, o fluxo de ar é ma distribuido e
ocorre a inativagdo de microrganismo por impacto durante a coleta. Em relacdo a amostra
passiva, temos como vantagem o fato de ser um método barato; sempre disponivel; estéril;
muitas amostras sdo coletadas de diferentes lugares a0 mesmo tempo; as amostras séo
significativas; os resultados sdo confiaveis; reproduz condicdo real e como desvantagem

podemos citar a ndo aceitagcdo por diretrizes oficiais (Pasquarella et al, 2000; CDC, 2003).

2.5 —Fungos ver sus | nfeccdo Hospitalar

Define-se como Infeccdo Hospitalar (IH), aquela adquirida pelo paciente apds sua
admissdo hospitalar, mesmo que se manifesta apds a alta, desde que relacionada com a
hospitalizacdo. Se o periodo de incubagdo for desconhecido e ndo houver evidéncia clinica ou
laboratorial de infeccdo no momento de admissdo, sera considerada como infeccdo hospitalar, a
manifestacdo clinica correspondente que ocorra apds 72 horas de internacdo. No entanto, se o
processo infeccioso estiver relacionado com os procedimentos diagndsticos e/ou terapéuticos
praticados e se manifestar antes desse periodo, também, sera considerado como hospitalar (Braga
et a, 2004).

Os pacientes internados em unidades de terapia intensiva séo de ato risco, devido ao seu
estado de deficiéncia imunoldgica, como resultado dos procedimentos terapéuticos e
diagnosticos invasivos, considerados particularmente mais susceptivels as infecgdes hospitalares.
As barreiras normais da pele e mucosas contra infecgdes podem estar comprometidas pela
presenca de tubos endotraqueais, cateteres vasculares, tecidos desvitalizados por Ulceras de
decubito ou ainda pela remogdo do tecido por debridamento cirdrgico. Queimaduras e sitios

normalmente estéreis podem ser invadidos, por cateteres intravasculares, cateteres urindrios e
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drenos. A correlacdo de procedimentos invasivos e a incidéncia de infeccdo hospitalar em
pacientes internados em UTlIs ja foi amplamente demonstrada. Estes pacientes freqlientemente
tém severa doenca de base, depressdo imunologica ou desnutricdo predispondo as infecctes
bacterianas, fungicas e virais (Nucci & Maiolino, 2000; Martins et al, 2004).

Infecgdes nosocomiais sdo complicacdes freqlentes na hospitalizacdo e também um
importante problema de salde publica em paises em desenvolvimento, bem como em paises
desenvolvidos (Inan et a, 2005). Segundo Jarvis (1996), o impacto sbcio-econémico devido ao
prolongamento da hospitalizacdo, mortalidade e custos das infeccbes hospitalares afetam
inclusive as nagdes economicamente bem sucedidas.

O custo da infeccdo nosocomia inclui aumento da estadia no hospital, tempo de trabal ho
dos profissionais de salde, identificacdo laboratorial dos patdgenos e terapéutica antimicrobiana
(Zoutman et a, 1998; Mahieu et al, 2001).

Os fungos de interesse médico, agentes de micoses, compreendem dois tipos
morfolégicos. leveduras, que sdo unicelulares e bolores ou fungos filamentosos, que sdo
multicelulares. Existe um subgrupo dentro dos filamentosos, chamados fungos dimorficos, que
se apresentam sob ambas as formas, dependendo principamente da temperatura, mas sob
influéncia também do teor de CO2 e condic¢Bes nutricionais (ANVISA, 2004; Sidrim & Rocha,
2004).

Segundo Lacaz et a (2002), embora a populacdo fungica possa atingir até 250 mil
espécies, menos de 150 representantes foram descritos como patdgenos aos seres humanos

Leveduras séo fungos capazes de colonizar 0 homem e animais e, frente a perda do
equilibrio parasita-hospedeiro, podem causar diversos quadros infecciosos com formas clinicas
localizadas ou disseminadas. De modo contrario, fungos filamentosos, ou bolores, norma mente,
ndo fazem parte da microbiota animal € portanto o0 homem ndo € um reservatdrio importante
para esse grupo de fungos. As portas de entrada no hospedeiro sdo as vias aéreas superiores ou
guebra na barreira epidérmica apds traumatismos com objetos perfuro-cortantes (ANVISA,
2004).

Os fatores reconhecidos de risco para infec¢do invasiva por leveduras do género Candida
podem ser representados por: permanéncia > 4 dias em UTI, antibioticoterapia de largo espectro,
cirurgia abdominal, cateterizacdo venosa central, nutricdo parenteral total, imunodepressdo,
ventilagdo mecéanica > 48h, neutropenia, quimioterapia citotoxica (Wey, 1988)

Dentre as centenas de espécies descritas, leveduras do género Candida sdo importantes
agentes de infeccdo hospitalar e representam um desafio para a sobrevida de pacientes com

doencas graves e aqueles em periodo pds-operatério. Hospitais norte-americanos com sistema de
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vigilancia operante notificaram leveduras do género Candida como 6° patégeno nosocomial e a
42 causa mais comum de infeccBes de corrente sanguinea, adquiridas em hospitais (Colombo &
Guimaraes 2003; ANVISA, 2004).

A relevancia das infecgdes por leveduras do género Candida em ambiente hospitalar
passou a ganhar importancia a partir da década de 1980, interligada ao avanco da tecnologia
cientifica médica e do melhor conhecimento dos mecanismos desencadeadores de doencas,
propiciando uma sobrevivéncia maior do homem. Este fato fez com que as intervengdes de
procedimentos clinico-laboratoriais expusessem 0s pacientes a uma seletividade de
microorganismos mais resistentes, favorecidos pelo uso indiscriminado ao longo do tempo dos
farmacos disponiveis no mercado (Sagué & Jarvis, 1993)

Os relatos referentes as cepas de leveduras do género Candida envolvidas em
enfermidades humanas na condicdo de agente principa e/ou secundario tornaram-se mais
freguentes, considerando este microorganismo fangico, por este motivo, um dos mais relevantes
e intimamente associado as infeccBes nosocomiais. Mais uma vez, representa reservatorio basico
de leveduras a condicdo enddgena do fungo no homem, aém da microbiota da pele dos
profissionais de salde, importante quanto a transmissdo de candidiase, principalmente em
pacientes debilitados ou submetidos a procedimentos terapéuticos em unidades de terapia
intensiva (Sagué & Jarvis, 1993; Colombo & Guimaraes, 2003).

Embora a maioria das infecgdes causadas por leveduras do género Candida sgjam
provenientes de fontes enddgenas, estudos de tipagem molecular de leveduras colhidas de
pacientes, das maos de profissionais da area de salide e do ambiente, sugerem que fémites podem
ser precursores da transmissao de Candida albicans, Candida glabrata e especialmente Candida
parapsilosis para pacientes suscetiveis como os transplantados e criancas de baixo peso nas
unidades de terapia intensiva neonatal (Hota, 2004; Bonassoli 2005).

Surtos de infeccdo por leveduras do género Candida podem ocorrer através de fontes
ambientais, dado aevidéncia de reservatorios. Através de técnicas moleculares foi possivel
demonstrar que as amostras de leveduras do género Candida provenientes de pacientes, foram
idénticas as encontradas em superficies das salas onde os pacientes encontravamse em
recuperacéo (Hota, 2004).

No caso especifico de hospitais pediatricos, as areas conhecidas como de maior risco para
o desenvolvimento de infecgdes nhosocomiais sd0: as unidades pediétricas de terapia intensiva e
neonatal, os locais onde sdo atendidos pacientes com deficiéncias imunoldgicas, areas cirdrgicas
e aquelas onde se realizam métodos diagnésticos e terapéuticos invasivos (Reef et al, 1998;
Alegre, 2000; Chang et al, 2003).
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No caso das criangas recém nascidas de muito baixo peso ao nascimento, a espécie C.
albicans é responsavel por 75% dos casos de fungemia (Alegre 2000; Colombo & Guimardes
2003).

Reyes et a em 2005 relataram que uma levedura emergente denominada Pichia anbmala
da subdivisdo Ascomycota, coletada em plantas, solos, frutas, animais e transitoriamente em
seres humanos, tem Sdo agente causal de fungemias em pacientes hospitalizados
imunodeprimidos. Este tipo de infeccdo apresenta ata taxa de mortalidade. A P. andmala
apresenta identificac8o diferenciada, e seu diagnéstico rapido e preciso pode ser obtido através
de técnicas molecul ares.

Em sintese, em um primeiro momento as leveduras permaneceram em posicdo de
destaque e hoje ainda representam potenciais patdgenos para agueles doentes internados em
unidades de terapia intensiva. Entretanto, a identificacdo correta das espécies, o conhecimento do
perfil de susceptibilidade in vitro aos antifangicos, assim como a utilizagdo de novas drogas (EX:
caspofungina), ou mesmo diferentes formulagdes de anfotericina B, refletem avancos
significativos no mango terapéutico destas infeccbes (Allevato et a, 2007; Colombo &
Guimaraes, 2007; Silvaet a, 2007).

Em um segundo momento, consideramos o outro grupo de patdégenos (fungos micelianos)
como um novo desafio, tanto no que se refere a identificacdo correta de espécies, como
especialmente a aquisicdo de infecgbes fungicas a partir de focos ambientais hospitalares. O
arsenal terapéutico disponivel para este grupo ndo apresenta novas aternativas, constituindo para
distintos pacientes (imunodeprimidos, transplantados, diabéticos, e acometidos por neoplasias),
0 acometimento por fungos micelianos, risco importante associado a sobrevida destes. Face a
esta seqUéncia historica e a maior prevaléncia dos fungos filamentosos em ambientes
hospitalares, alguns aspectos merecem ser contextualizados referentes a este grupo:  fungos
filamentosos ou fungos micelianos (Allevato et a, 2007; Nucci & Anaissie 2007).

Os fungos filamentosos possuem como elementos constituintes basicos hifas, as quais
podem apresentar-se septadas ou ndo septadas (cenociticas). A partir das hifas formam-se
esporos, para perpetuacdo das espécies. Na grande maioria dos fungos, os esporos podem ser
chamados de conidios, pois surgem diretamente a partir delas ou sobre estruturas ligadas as
mesmas (Lacaz et al, 2002; ANVISA, 2004).

Em 1999, Febré et a, relataram que embora fungos filamentosos sejam raramente
associados como agentes de peritonites em pacientes submetidos a hemodidlise, os géneros
fangicos Mucor spp, Fusarium spp, Penicillium spp e Aspergillus spp sdo 0s agentes mais

comumente isolados nesta situagao.



Revisdo Bibliografica 19

As reformas ma plangadas liberam esporos de fungos do género Aspergillus no
ambiente, podendo levar a contaminagdo dos pacientes. Portanto, a execugdo de qualquer tipo de
reforma ou obra, tanto na parte externa como interna do hospital, requer uma estratégia de
controle da qualidade do ar e de seus possiveis contaminantes, durante todo o periodo de
desenvolvimento de atividades (Siqueira & Dantas, 1999).

No periodo de reformas hospitalares, a transmissdo pelo ar de fungos do género
Aspergillus deve ser vigorosamente evitada através do uso de barreiras fisicas em sdlas de
pacientes imunossuprimidos e filtros HEPA em sadlas de transplantados (Singh & Paterson,
2005).

Bouza et a (2002) demonstraram um significativo aumento de fungos propagados
imediatamente apds demolicdo de um prédio que fazia parte do complexo hospitalar onde
traba havam.

Os sistemas de &gua podem funcionar como reservatorios para fungos oportunistas,
incluindo as espécies do género Aspergillus. Os chuveiros e as superficies de banheiros
permanecem Umidos apos uso, permitindo assim o crescimento e multiplicacéo fungica (Anaissie
et a, 2002).

O aumento da prevaléncia de danos nos prédios causados por vazamentos de agua e
subsequiente contaminacdo fungica podem contribuir para notavel aparecimento de doencas
alérgicas. Os fungos podem afetar a salde humana de vérias formas, dentre elas: reacfes
alérgicas (asma, rinites), infeccbes (crescimento de fungos no interior ou superficie do corpo,
exemplo aspergilose, histoplamose) e reacdes toxicas (micotoxicoses) (Gorny et al, 2002).

No ambiente hospitalar, € mais elevada a aquisicdo de infeccles de trato respiratorio
baixo (pneumonias), pela inalacdo de aerosdis contaminados, com menos de 5u de diametro.
Quartos de isolamento com ventilagdo especia est&o indicados para pacientes com doencas
infecciosas contagiosas, tais como: herpes-zoster disseminado, varicela, sarampo e tuberculose
pulmonar ou laringea confirmada ou sob suspeita (Gontijo Filho et al, 2000).

Para o Center of Disease Control and Prevention (CDC) (2003), a filtragdo € o primeiro
passo para se manter a qualidade do ar ambiente. O processo de filtracdo pode ocorrer de cinco
formas diferentes. peneiramento, aderéncia, interceptacdo, difusdo e por filtros eletrostéticos
(CDC, 2003).

Segundo a NBR 1SO 14644-1 (ABNT, 2005) sala limpa é aguela na qual a concentracdo
de particulas em suspens&o no ar € controlada; é construida e utilizada de maneiraa minimizar a

introducdo, geracao e retencdo de particul as dentro da sala, na qual outros parametros relevantes,
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tais como, por exemplo, temperatura e pressdo, sao controlados conforme 0s requisitos
Necessarios.

Uma sala limpa difere de uma sala comum nos seguintes aspectos: a quantidade de trocas
de ar varia de 20 a 60 trocas por hora, ou sgja, 10 vezes mais que um ambiente comum; presenca
de filtro HEPA com €eficiéncia de remocdo de 99,97 % das particulas maiores que 5u ou filtros
ULPA, cuja eficiéncia chega a 99, 998 %. A colocacdo dos filtros é de modo terminal, isto &,
diretamente na entrada do ar para a sala e ndo ros dutos como geramente é reaizado. As salas
limpas sdo classificadas em sala limpa com ventilacgo turbulenta ou ndo unidireciona e saas
limpas com fluxo direcional ou fluxo laminar (Cabano 2000).

Os fluxos de ar laminar podem ser fluxos de ar horizontais totais ou parciais verticais
(Denegrit & Drouilly, 1981).

As salas limpas sdo medidas pela contagem de particul as suspensas no ar (ABNT, 2005),
podendo ser expresso como SO CLASSE N, o qual o N representa a concentragdo méaxima de
particulas admissiveis (em particulas por metro cibico de ar) para os tamanhos de particulas
considerados (ABNT, 2005). Ja o critério preconizado pelo Federal Sandard 209E, utiliza um
pé cubico de ar para contagem de particula, atualmente an desuso, sendo substituida pela
1S014644-1 (LimaFilho, 2003).

Para redlizacdo de cirurgias de implantes e transplantes, bem como isolamento de
pacientes imunodeprimidos e pacientes com operagdes ortopédicas é necessario, segundo
Cabano (2000), salas classe 100 - Federal Sandard 209E, ou salas ISO classe 5. No Brasil, as
salas limpas sdo regulamentadas pela Resolucdo de Diretoria Colegiada — RDC n. 210 de 4 de
agosto de 2003 (ANVISA, 2003c) — Regulamento técnico para boas préticas na fabricagcdo de
medicamentos. O ambiente com maior classificagdo encontrado no Brasil € o de embalagem de
fios de suturas com classe 10 ou I SO classe 4 (Cardoso,1999).

A quantidade de particulas aéreas admitidas, conforme a classificacdo 1SO 14644-1, esta
descrita no Quadro 2. A correspondéncia entre a Federal Standard 209E e 1S014644-1 pode ser
observada no Quadro 3.
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Numero de | Limites maximos de concentracdo (particula/m 3 de ar) para particulasiguais ou

Classificagéo maior es que os tamanhos consider ados
| SSO 0,1um 0,2 um 0,3 um 0,5 um 1pum 5um

ISO classe1 | 10 2

SO classe 2 | 100 24 4

| SO classe 3 | 1000 237 102 35 8

I SO classe 4 | 10000 2370 1020 352 83

SO classe 5 | 100000 23700 10200 3520 832 29

I SO classe 6 | 1000000 237000 102000 35200 8320 293

SO classe 7 352000 83200 2930

| SO classe 8 3520000 832000 29300

| SO classe 9 35200000 | 8320000 293000

Quadro 2 — Classificacdo das Salas limpas— NBR 1SO 14644

Fonte: NBR 1SO 14644 — 1 (ABNT, 2005).

Classes segundo a Numero méximo de particulas
Federal Standard admissiveis conforme o tamanho Clﬁsssgsfjgﬂio a
209 E 0,5 um 5um

1 35 -- SO classe 3
10 352 -- | SO classe 4
100 3520 29 | SO classe 5
1000 35200 293 | SO classe 6
10000 352000 2930 | SO classe 7
100000 3520000 29300 | SO classe 8

Quadro 3 - Correspondéncia entre a 1SO 14644-1 e a Federal Sandard 209E sobre o ndmero de particulas
admissives, de acordo com o tamanho da particula, por m3 de ar, em salas limpas. Fonte: VESTCLEAN, 2003.

Com relacéo ao gradiente de pressdo do ar, existem salas de pressdo positiva, onde o

fornecimento do ar excede em pelo menos 10% o ar exaurido e as salas de presséo negativa,

onde aretirada do ar superaem 15% o ar fornecido (Gontijo Filho et al, 2000).

O controle de pressurizacéo no ambiente hospitalar tem importante papel na prevencdo de

infeccdes hospitalares, pois impede ou dificulta a passagem das particul as aéreas de um ambiente
para outro (Rice et al, 2001).
O uso de filtros de ar HEPA (High-Efficiency Particulate Air) se constitui uma das mais

importantes medidas adequadas de protecdo em &reas de isolamento, sendo a melhor forma de

barreira contra doengas invasivas provocadas por fungos, embora casos de infeccOes

nosocomiais de aspergilose tenham sido registradas em associacdo com fontes ambientais de

conidios nos locais contando comesta protecéo (Leenders et al, 1996).

Em 2000, Gontijo Filho et al, recomendaram a observancia em relagdo a algumas

exigéncias considerando locais hospitalares de maior risco como as salas de broncoscopia, de

escarro induzido, unidades de terapia intensiva e sala de autépsia. S80 elas: pressdo negativa, seis
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ou mais renovacdes do ar por hora, janelas seladas, fluxo do ar no sentido do ambiente limpo
para o sujo e filtracdo do ar com eficiéncia superior a 90%. Quando ocorre a recirculacdo do ar
deve ser utilizado o filtro HEPA, torna-se possivel prevenir o escape do ar contaminado pelo
paciente para o restante do hospital e também ocorre a reducdo de microorganismos no interior
dasala.

Segundo Singh & Paterson (2005), para as salas de destinadas a transplante de medula
0ssea, sd0 recomendadas mais de 12 trocas de ar por hora, e o filtro HEPA com capacidade de
remover particulas = 0.3u de tamanho, possuindo uma eficécia superior a 99%.

O género Aspergillus e suas varias espécies constituem patdgenos respiratérios, e a
infeccdo pulmonar é usualmente adquirida pela inalacdo do conidio deste fungo, que esta
universalmente presente no ar que nd devidamente filtrado. Com um didmetro de
aproximadamente 2.5 a 3.5 um, estes conidios sdo capazes de alcancar as vias aéreas menores e
0 espaco alveolar, onde os mecanismos de defesa debilitados permitem a germinagdo destes
fungos e subseqguiente invasdo tecidual (Beyer et al, 1994).

As espécies flungicas pertencentes a0 género Aspergillus estdo reconhecidas como
importantes patdgenos em pacientes severamente imunodeprimidos ou neutropénicos. Com o
aumento do numero de transplantes de 6rgaos e quimioterapias anti-neoplasicas agressivas, 0
nimero de pacientes susceptiveis a estes microorganismos tem aumentado significativamente.
Pacientes acometidos pela Sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) provavel mente tem
uma incidéncia mais ata de infeccdo por fungos do género Aspergillus do que individuos
imunocompetentes (Beyer et a, 1994).

Na imunossupressdo ou situagdo de neutropenia, a aspergilose pulmonar invasiva (API), é
caracterizada pela invasdo de hifas e destruicdo do tecido pulmonar, sendo esta a manifestacéo
mais comum da infeccao por estes fungos. Entretanto, infecgdes locais podem ocorrer nos sinus,
na pele ou cateteres intravenosos. A disseminacdo destas portas iniciais de entrada para outros
0rgdos pode ser um evento secundario em 20% ou mais nos casos. As espécies. Aspergillus
fumigatus, A. flavus, A. niger, e A. terreus foram as mais freglientemente observadas em casos
documentados de infecgdo (Beyer et al, 1994; Latgé, 1999).

Para Gangneux et a (2003), aspergilose invasiva € a maior infec¢do oportunista entre os
pacientes com doencas malignas hematoldgicas. A inalacdo dos esporos € a rota usua para
instalacdo de infecgdo aém de outras.

Na preparacdo de alimentos e bebidas, a contaminacdo € sinalizada por problemas
relacionados ao odor e sabor dos mesmos, sendo que possuem uma variedade de efeitos
indesgjaveis a salide humana (Doggett, 2000).
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As infeccOes invasivas por fungos pertencentes ao género Fusarium constituem a
segunda causa de infeccdo invasiva por fungos filamentosos em pacientes com cancer. O
prognostico da infeccdo disseminada por Fusarium spp € bastante desfavoravel, pois a
mortalidade é muito elevada, variando entre 70% a 80%, apesar dos pacientes realizarem terapia
antifingica. As manifestacdes clinicas da referida infecgdo sdo semelhantes as observadas na
infeccdo por fungos do género Aspergillus Os 6rgéos e tecidos mais afetados sdo: pele, sangue,
pulmdo. Sendo que, além destes, outros 6rgdos como Seios paranasais, rins, coracdo, olho,
cérebro e articulacfes podem ser também acometidos (Godoy & Colombo, 2004).

Segundo Gangneux et a (2003), vérios alimentos podem ser colonizados por fungos do
género Aspergillus e outros. Ha relatos mostrando que alimentos servidos para pacientes em uma
unidade hospitalar estavam contaminados por estes fungos anteriormente mencionados.

A micobiota ocular normal engloba os fungos presentes nas papebras, canais lacrimais e
superficie ocular. Para grande maioria de autores os fungos isolados em conjuntivas sadias sao
originados da biota anemdfila, pois foram detectadas evidéncias de que fungos pertencam a biota
permanente em olhos sadios, devido a ndo repeticéo dos resultados obtidos em cultivos seriados
de conjuntiva (Andrade et al, 2006).

Ainda em 2006, Andrade et al, relataram que os individuos diabéticos com glicemias
elevadas sd0 naturamente expostos as infecgbes superficiais ou sistémicas por fungos
oportunistas.

Sistemas de ar condicionado podem abergar bactérias, virus e fungos que sdo capazes de
sobreviver em ambientes secos por longos periodos (Siqueira & Dantas, 1999).

A bandga do sistema de ar condicionado foi indicada como principal fonte de
multiplicacdo microbiana, por formar biofilme e desencadear a cadeia de transmisséo (Afonso et
al, 2004).

Em 1994, Eickhoff relatou que Legionella spp, Clostridium spp e Nocardia spp estéo
relacionadas com transmissao de infeccdo ocasionada por aparelho de ar condicionado.

A contaminac&o de sistemas de ar condicionado esta intrinsecamente relacionada ao risco
de pacientes imunodeprimidos desenvolverem infeccdes. Surtos de endocardite e aspergilose
foram associados a contaminag@o de sistemas de ar condicionado e fluxos de ar laminar por
fungos do género Aspergillus (Afonso et al, 2004).

Mobin & Salmito (2005), encontraram oito géneros e trinta e trés espécies de fungos
presentes em condicionadores de ar instalados em UTIs na cidade de Teresina, Piaui quando
avaliaram hospitais publicos e particulares. Em destaque foram detectadas as espécies:

Aspegillus flavus, A. fumigatus, A. niger, A. tamarii e Trichoderma koninge apontados como
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causa de infecgbes alérgicas brénquicas pulmonares e infecgdes de ouvido em pacientes
imunodeprimidos.

Diniz et a (2003) isolaram do centro cirargico e UTIl adulto e neonata ambos
climatizados artificialmente sem protecdo por filtros HEPA, fungos toxigénicos e potenciamente
patogénicos, dentre eles em destaque os géneros. Cladophialophora spp, Fusarium spp,
Penicillium spp e Aureobasidium spp.

Frente a nossa realidade di&ria regional, € possivel inferir que ainda estamos diante de um
caminho considerado longo e complexo quanto ao conhecimento das fontes ambientais, as quais
podem ser responsabilizadas como possiveis causas de infecgdes nosocomiais. No entanto,
entendemos que o primeiro passo pode ser representado pela avaliagdo da microbiota fungica dos
condicionadores do ar, por exemplo. O conhecimento sobre os tipos de patégenos ali instalados
pode sugerir possivel fonte disseminadora de esporosem se tratando de organismos pertencentes
a0 reino fungi, que para alguns pacientes internados (na dependéncia dos fatores predisponentes
discutidos anteriormente) em unidades de terapia intensiva, podem ser considerados susceptiveis
a aquisicdo de infecgbes fungicas. Em momento subseqliente, a rota destas infecgdes podera ser

elucidada através do emprego de técnicas moleculares.
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3.1. Objetivogeral

Identificar a microbiota fungica dos condicionadores de ar nas Unidades de Terapia

Intensiva adulto e neonatal dos hospitais universitarios de Cuiaba— Mato Grosso, Brasil.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Especificar os tipos de condicionamento de ar utilizados em Unidades de Terapia

Intensiva adulto e neonatal nos hospitais universitarios em Cuiaba— MT.

3.2.2. Redlizar coleta de amostras ambientais em trés momentos distintos, nas Unidades de
Terapia Intensiva do Hospital Geral Universitario e Hospital Universitario Julio Muller dos
condicionadores de ar em trés locais: serpentinas de recuperacao de resfriamento, ventilador

efiltros.

3.2.3. Redlizar 0 isolamento e identificagdo de fungos presentes nos locais pré-determinados

através de técnicas padronizadas da rotina micol égica.

3.2.4. Quantificar as coldnias isoladas utilizando a metodologia “ Técnica de Pour Plate”.

3.2.5. Comparar a microbiota fungica identificada nas diferentes unidades avaliadas (UTI
adulto e UTI neonatal) dos hospitais: HGU e HUIM.
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4. MATERIAISE METODOS
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4.1. Colheita dasamostras ambientais

Para a redizagdo de estudo descritivo de prevaéncia de fungos anemdfilos, foram
colhidas em triplicata amostras ambientais obtidas de trés locais distintos dos aparelhos de ar
condicionado das unidades de terapia intensiva do Hospital Geral Universitario, e do Hospital
Universitario Julio Muller no periodo compreendido entre agosto de 2007 a dezembro 2007. Os
locais de coleta foram: serpentina de recuperacéo de resfriamento, ventilador (motor) e filtros,
onde apenas amostras solidas foram obtidas. Iniciadmente foi eleito também um 4° ponto
amostral, representado pela bandegja de recuperacdo da &gua de condensacdo, no qual seria
colhida amostra liquida. Entretanto, apds, sucessivas tentativas, este ponto amostral foi excluido,
pois a édgua de condensacdo dos aparelhos de ar condicionado ndo era formada devido a escassa e
até auséncia de manutencdo dos mesmos em alguns casos. As amostras foram colhidas com
auxilio de swabs estéreis, objetivando a realizagcdo de contagem e isolamento das col6nias
fangicas, para posterior identificacdo dos géneros e espécies dos microorganismos.

Para cada UTI, foi aplicado um formulario ao @ enfermeiro (@ responsavel, com a
finalidade de identificar os tipos de condicionamento de ar, controle de temperatura e umidade
utilizadas, limpeza e manutencdo. Este formulério foi previamente elaborado (Anexol), baseado
nas legislagdes NBR 7256 (ABNT, 1982), NBR 6401 (ABNT, 1980) e Portaria MS/GM n° 3523
de 28/08/98 (Ministério da Salde, 1998a). Por se tratar de informacfes restritas concernentes ao
ambiente hospitalar, e nenhuma informacéo envolvendo seres humanos segundo orientacéo do
proprio Comité de Etica do HUJM n&o houve necessidade deste estudo ser submetido a processo
de avaliacdo por ndo infringir nenhum principio ético.

Todas as coletas sb foram realizadas apos autorizacao oficial dos diretores hospitalares do
HUJM e do HGU (Anexo 2).

A colheita das amostras ambientais dos aparelhos de condicionadores de ar foi realizada
utilizando-se cinco (05) unidades de tubos Falcon. A partir de quatro (04) tubos, colhidos da
serpentina de resfriamento e ventilador, foi realizada a técnica de pour plate (Santos, 1999), para
posterior contagem do nimero de colbnias. A partir do tubo nimero 5, foi colhido materia
proveniente do filtro, visando o isolamento das coldnias e reisolamento para posterior
identificacdo dos géneros e espécies fungicas. Para fungos micelianos, as seguintes técnicas
foram realizadas: identificacdo dos principais fungos (Lacaz et al, 1998; Santos, 1999; Klich,
2002; Larone, 2002; De Hoog et al, 2007), microcultivo — técnica de Ridell (Lacaz et al, 2002;
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Sidrim & Rocha, 2004). Para fungos leveduriformes, a identificacdo foi redlizada a partir da
utilizagdo do sistema comercialmente disponivel, APl 20 C AUX (Biomérieux).

4.2 Contagens das Unidades For mador as de Col6énias

Esta técnica teve a finalidade de expressar nas quatro (04) UTIs avaliadas a contagens das
unidades formadoras de col6nias/g.
Foram utilizados 0s seguintes materiais para o procedimento:

- swabs estéreis identificados

- tubos Falcon contendo 2 mL de salina estéril

- balanga analitica AG 200 GEHAKA
Procedimento:
a) Os swabs foram pesados antes e apos a colheita do material para verificar 0 peso da amostra
solida.
b) Foram colhidas amostras solidas em duplicata a partir da serpentina e ventilador dos aparelhos
de ar condicionado. Para tanto, o swab foi umedecido em 2 mL de salina contidos no tubo Falcon
e levemente comprimido pela superficie da serpentina e ventilador. BEn seguida, o swab foi
introduzido no interior do tubo.
c) ApGs a colheita do material sdlido, os tubos Falcon foram lacrados e transportados até o
Laboratério de Investigacéo.
d) Com a bancada previamente desinfectada com & cool 70%, utilizando-se corretamente o Bico
de Bunsen, foi realizada a homogeneizacdo intensa de cada tubo, considerando no minimo 25
vezes.
€) Em seguida, o tubo foi aberto e o swab comprimido contra a parede do mesmo 03 vezes antes
de despreza-lo.
f) Com o auxilio de uma ponteira estéril, foram inoculados 20 uL de solugdo salina de cada tubo
Falcon para 02 (duas) placas de petri estéreis descartaveis de dimensdo igual a 90 x 15 mm.
g) ApoGs inoculacdo e em um periodo inferior a 20 minutos, cada placa foi entreaberta e
adicionado 10 mL de Agar Sabouraud Dextrose (previamente fundido e mantido em banho-
maria para estabilizacdo da temperatura a45°C + 1°C).
h) Foi realizada a homogeneizacdo do indculo e 0 meio de cultura contidos na placa com

movimentos circulares iguais a 8 a 10 vezes consecutivas. O meio foi deixado em repouso para
solidificaco.
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i) As placas foram incubadas a 35 °C durante 72 £ 4 horas.

j) Para as placas que continham entre 30 e 300 colbnias foi realizada a contagem das mesmas
com auxilio de um contador de coldnias mecéanico CP 602 da Phoenix.

[) A contagem nas duas placas de Petri foi efetuada em seguida, calculada a média aritmética das
contagens. O resultado foi multiplicado pelo inverso do volume inoculado res placas.

m) Para as placas que apresentaram contagens muito superiores a 300 colbnias foi efetuada a
contagem em quatro (04) quadrados representativos, observados no contador de colbnias,
calculada a média aritmética das contagens em cnt. O resultado foi multiplicado pela area da
placa expressaem cnt.

n) Quando as coldnias ndo foram evidenciadas nas placas, o resultado foi expresso como <1
multiplicado pelo inverso do volume inoculado. Foram utilizados 20 pl (0.02ml =2/100), logo o
fator de multiplicagdo empregado foi igual a 100, possibilitando a obtencdo de < 100 UFC/g

Figura 1— Contagem das col6nias executada com o auxilio
do contador mecanico CP 602 (Phoenix) .
Fonte: Imagem obtidapelaautora, L.I. — UFMT

4.3. Caracterizacdo macr oscopica e micromor foldgica dos fungos

4.3.1. Micelianos

A amostra colhida do filtro dos condicionadores de ar foi realizada a partir da utilizagcdo
de um (01) tubo Falcon, contendo 1 mL de salina estéril, o qual foi lacrado e transportado ao L.

para arealizac8o da técnica descrita a seguir.
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Procedimento:

Foram preparadas previamente placas de petri de vidro com dimens&o igua a 150 x 15
mm contendo 40 mL de &gar Sabouraud-dextrose (DIFCO), acrescido de clorafenicol a
concentracéo de 150 mg/L. Este mesmo meio de cultura foi utilizado para o reisolamento das
colOnias posteriormente. Foi realizada a centrifugacdo das amostras colhidas a 2.500 r.p.m.
durante 10 minutos. Com a utilizacdo do bico de Bunsen, usando uma ponteira estéril foi retirado
cuidadosamente todo o sobrenadante € com o auxilio de outra ponteira estéril foram retirados
100 pL contidos no fundo do tubo e adicionados no interior da placa de petri previamente
preparada. A amostrafoi completamente espalhada na superficie da placa através de uma alga de
vidro Drigalski. A placafoi incubadaa 27° C por até 3 dias (Santos, 1999).

ApoGs o crescimento das col6nias, as mesmas foram reisoladas para uma placa de petri
estéril descartéavel de dimensdo igual a 60 x 15 mm e em um tubo de ensaio de vidro cuja
dimensdo foi compativel com 15 x 145 mm. Este procedimento objetivou a observacéo
macroscépica das coldnias e identificacdo dos géneros e espécies fungicas respectivamente.

Apbs o reisolamento fungico, em estufa D.B.O. a 27°C durante 7 dias, utilizando-se
placas descartaveis estéreis foi realizado o estudo macroscdpico das coldnias, observando-se
especialmente caracteristicas como: dimensdo, coloracdo e textura. A partir dos tubos de ensaio
de vidro, contendo coldnias de fungos micelianos, foi executada, a técnica de Ridell (Lacaz et a
2002; Sidrim & Rocha 2004) para observacédo de caracteristicas micromorfologicas (Lacaz et al,
1998; Klich, 2002; Larone, 2002; De Hooget al, 2007).

4.3.2. Técnica de Ridell

A técnicade Ridell (Lacaz et al 2002; Sidrim & Rocha 2004) foi realizada com o objetivo
de visualizar as estruturas de reproducdo, como por exemplo, os conidiéforos, que sdo as
estruturas que sustentam os esporos, conidiosporos, conidios ou esporos, as quais constituem a
unidade bésica de reproducéo dos fungos.

Em placas de Petri de dimensdo igual a 90 x 15 mm, foi colocado um bastdo de vidro em
“V”, uma lamina de microscopia e um pedaco de algoddo hidréfilo. Em seguida as placas foram
autoclavadas a 121°C por 15 minutos, bem como laminulas de dimensdo compativel com 18 X
18 mm em outras placas devidamente embaladas. Utilizando &rea de seguranca oferecida pelo
bico de Bunsen aceso, em uma placa de microcultivo, foi colocado um cubo do meio &gar fuba

com o auxilio de uma espatula flambada. Foram semeadas pequenas por¢des das colbnias puras
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do fungo a ser identificado e, em seguida o cubo foi coberto com laminula estéril utilizando uma
pinga flambada. O agodéo foi umedecido com &gua destilada e a placa foi fechada e incubada a
temperaturade 27° C por 6 dias.

Apbs a incubacdo, em uma lamina limpa foi colocada uma gota de solucéo de lactofenol
e com o auxilio de pinga flambada, a laminula aderida ao meio semeado foi destacada e colocada
sobre a lamina contendo a gota de solucéo de lactofenol. O cubo de agar foi retirado da lamina
que o sustentava, usando uma espétula flambada. A 1amina que suportava o cubo de agar foi
adicionada uma gota de azul de lactofenol, sendo esta preparacdo coberta com laminula. Desta
forma, cada placa de microcultivo gerou duas (02) laminas para observacdo microscopica. Para
cada col6nia de fungo miceiano, foram praparadas duas (02) placas de microcultivo, gerando,
portanto quatro (04) laminas.

Todas as laminas foram observadas ao M.O. em objetiva de 10X e 40X para identificacdo
dos géneros e espécies fungicas. Em um segundo momento, quando ndo foi possivel a
visualizagdo das estruturas de reproducéo, todos os microcultivos foram repetidos seguindo o
mesmo procedimento, entretanto uilizando além do neio de cultura agar fubd, os descritos a
seguir: &gar aveia, agar batata e &gar extrato de mate. A partir destes procedimentos foram
geradas para cada col6nia, oito (08) Iaminas de microscopia destinadas a0 conhecimento da
caracterizacdo micromorfolégica. A utilizacdo de &gar fubd €/ou &gar batata nesta técnica, €
recomendada devido a deficiéncia nutricional, o que fawrece a esporulagdo de fungos
micelianos. Entretanto foram acrescentados outros dois meios (&gar aveia e agar extrato de
malte), objetivando optimizar a visualizacdo de estruturas patognomonicas fungicas as quais
podem desenvolver-se preferencialmente em outros meios de cultivo (De Hoog et al, 2007).

Além da observacdo microscopica, para a identificagdo de algumas espécies fungicas,
foram utilizados meios de cultivos especificos aos géneros previamente observados. Para o
reisolamento das col 6nias sugestivas dos géneros Paecilomyces e Penicillium foram utilizados os
meios de cultura extrato de malte e czapek. As placas foram incubadas a temperatura de 37°C
por até 7 dias. Este procedimento objetivou a observacéo da coloracdo e para 0 segundo género
citado alem desta caracteristica permitiu a deteccdo da dimensdo das coldnias em milimetros.
Estas caracteristicas permitiram a identificacdo fina das espécies fungicas. As colOnias
sugestivas do género Cladosporium foram reisoladas em quatro meios de cultivo: agar sabouraud
dextrose, &gar batata, extrato de malte e mycosel e incubadas até 14 dias em cinco temperaturas
diferentes, a saber: 14°C, 30°C, 37°C, 40°C e 45°C. Isto se fez necessario, para a observacdo de
crescimento das col6nias fungicas em distintas temperaturas e respectivas coloracfes. Este

procedimento possibilitou também a identificacdo da espécie fungica (De Hoog et a, 2007).
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E, finalmente, para 0 género Aspergillus, as colbnias foram semeadas no meio de cultivo
Czapek e incubadas a 27° C em até 7 dias, para observacdo da textura e coloragdo das mesmas
(Klich, 2002).

4.3.2. Leveduras

Foram isoladas doze col6nias exibindo consisténcia cremosa, as quais apds esfregaco
corado pela técnica de coloragdo de Gram, foram sugestivas para fungos leveduriformes. A partir
dos resultados pés-coloracdo de Gram, as leveduras foram submetidas a identificacéo.

A identificacdo foi realizada a partir das doze culturas puras, repicadas em tubo de agar
Sabouraud, 24 horas antes da identificagdo propriamente dita. Seis destas coldnias evidenciaram
crescimento débil e apds novo repique, as mesmas foram semeadas em meio de enriquecimento
liquido B.H.I. e incubadas a 27°C por oito dias. Apds este periodo, estas colGnias foram
novamente repicadas para tubos contendo meio agar sabouraud dextrose e incubadas a 27°C por
24 horas juntamente com as outras seis colOnias que apresentaram crescimento satisfatorio.
Entretanto, mesmo com este procedimento, apenas as seis colbnias que inicialmente
apresentaram crescimento ideal foram submetidas a identificacdo pelo Sistema APl 20 C AUX
da Biomerieux.

Apresentacdo do teste:
- 06 galerias APl 20 C AUX
- 06 caixas de incubacéo
- 06 ampolas de APl C Medium
- 06 fichas de resultados

Materias:
- Pipetas estéreis
- Tubos de ensaio contendo 2 mL de NaCl 0.85% estéril
Procedimento:
Foram distribuidos cerca de 5 nL de agua destilada nos orificios presentes no fundo da
caixa de incubagdo e fechada com a tampa correspondente. A identificagdo correspondente foi
realizada em espaco lateral da caixa e em seguida a galeria de embalagem individual foi

colocada no interior da caixa de incubaco.
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O indculo foi preparado retirando-se uma pequena porcdo da coldnia usando uma alca
flambada e colocando no tubo de ensaio contendo 2 L de salina estéril, cuja opacidade foi
equivalente ao frasco caracterizado como turbidez igual a “2", pertencente a escala de
McFarland.

Apdbs a homogeneizacdo intensa da suspensao fungica, foram retirados 100 pL da mesma
e adicionados na ampola contendo o meio APl C Medium. Em seguida, as clpulas da galeria,
foram preenchidas com a suspensdo obtida em APl C Medium. Para isto, foram utilizados cerca
de 150 uL de suspensdo, evitando-se a formagdo de bolhas. A caixa foi fechada e incubada 48 h
a27°C. Apébs 48 h, foi observado o crescimento de leveduras comparando-as a clpula 0 que
serviu de testemunho negativo. A leitura foi anotada na ficha de resultados.

Na ficha de resultados, os testes foram separados por grupos de trés e valoresiguaisa 1, 2
ou 4 foram indicados para cada um. Foi adicionado no interior de cada grupo os nimeros que
correspondiam as reacOes positivas, obtendo-se 7 algarismos que constituiram o perfil numérico
para a identificacdo obtido através de software, intitulado: programa de identificacso apiweb™™.

[N T [ T Y

Figura 2 — Galerias utilizadas para a identificacdo das leveduras
do Sistema APl 20 C AUX
Fonte: Imagem obtidapelaautora, L.I.— UFMT
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5.1. Formulérios

Foi aplicado formulario previamente elaborado (Anexo 1) ao responsavel técnico em
todas as UTI antes do inicio da colheita das amostras. Considerando os dados gerados g6s
aplicacdo dos formulérios, observouse que nenhuma unidade apresentou registros referentes a
controle de temperatura, umidade e pressdo do ar interno. Apenas duas unidades (UTIs adulto do
hospital A e B) apresentaram medidas de isolamento, quando em periodo de reforma ou
construcdo hospitalar.

Foi relatado pelos enfermeiros (as) responsaveis pelas UTIs, que o plano de manutencéo
e controle nem sempre era seguido, sendo inexistente na unidade (UTI neonatal do hospital A) e
guando seguido, se restringindo apenas a retirada e limpeza dos filtros. A desinfeccdo completa
dos aparelhos € redlizada esporadicamente quando solicitada. Em apenas 02 unidades (UTI
neonatal do hospital A e UTI adulto do hospital B) foi detectada a presenga de pombos proximos
a parte externa dos aparelhos ou em volta dos prédios.

Foi observada a presenca de manchas escurecidas nas superficies de paredes, e presenca
de particulas macroscopicamente visiveis nas entradas e saidas do ar em trés unidades (UTIs
adulto e neonatal do hospital A, UTI neonatal do hospital B), bem como ruidos perceptivels do
sistema de climatizagao.

Verificouse que apenas em uma unidade (UTI adulto do hospital B) a renovacéo do ar
interno € mantida aberta € nas outras trés ndo foi possivel obter esta informacdo devido ao

desconhecimento deste aspecto pelos informantes.

5.2. Sistemas de condicionamento de ar

As amostras ambientais foram colhidas em pontos distintos dos aparelhos
condicionadores de ar, localizados nas Unidades de Terapia Intensiva adulto e neonatal dos
hospitais universitarios de Cuiaba — MT, no periodo compreendido entre agosto a dezembro de
2007, os quais foram identificados como hospital A e hospital B.

Os sistemas de condicionamento de ar das 04 UTIs estdo descritos abaixo (Tabela 1). O
nimero das amostras colhidas para cada UTI, variou, de acordo com o sistema de
condicionamento de ar encontrado. No Hospital A, foram colhidas da UTI adulto, 35 amostras e
da UTI neonatal 60 amostras, de acordo com os pontos amostrais elegidos. Como o trabalho foi
realizado em triplicata, foram totalizadas 285 amostras. No hospital B, de cada UTI, foram
colhidas 60 amostras, totalizando 240.
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O intervalo de tempo entre uma colheita e outra, totalizando trés, para cada UTI, variou
de 1 a 2 semanas, de acordo com a disponibilidade técnica dos profissionais de cada localidade e
com os procedimentos técnicos a serem realizados. Houve também dependéncia do nimero de
colbnias isoladas a serem identificadas, devido ao tempo e material necessarios a completa

identificacdo da col6nia fungica.

Tabela 1 — Sistemas de condicionamento de ar das unidades de terapia intensiva adulto e

neonatal dos hospitais universitéarios em Cuiaba-MT.

Condicionamento de

Hospitais UTI ar
A adulto central
neonatal split
B adulto janda
neonatal split

Fonte: pesquisadireta

5.2 Contagens das unidades for mador as de colonias
As contagens das unidades formadoras de col6nias foram realizadas a partir das amostras
colhidas do ponto amostral filtro no aparelho condicionador de ar, para UTI adulto do hospital A.
Para as demais unidades, foram colhidas amostras dos pontos amostrais. serpentina e ventilador,
nas trés coletas realizadas. As tabelas 2, 3, 4 e 5, apresentam respectivamente os valores
encontrados.

Tabela 2 — Unidades formadoras de colGnias encontradas na UTI adulto do hospital A

universitario em Cuiabg, MT.

UTI adulto Unidade formador a de colénia (UFC/qg)

12 Coleta 22 Coleta 32 Coleta
ASF, 2,68.10° <100 7,22 .10°
ASF, 6,06.10° 5,72 . 10°* <100
ASF, 2,07.10° * 6,93. 10° 527 . 10°
ASF, 4,17.10° * 1,04.10° * 1,11.10°*
ASFs 891.10° * <100 <100
ASF, 9,81. 10°* 10,0. 10°* <100
ASF, 8,64. 10°* 7,34.10° <100

ASF — amostra sdlidafiltro do aparelho central.
-* valores superiores aos preconizados pela portaria 176/00 do Ministério de Salide
Fonte: Laboratério de Investigagdo da FCM - UFMT
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Em se tratando de sistema de condicionamento central, foi definido apenas este local de
amostragem no que tange tanto a contagem de col énias como para a identificagdo das espécies.

Segundo a portaria 176/00 do Ministério da Salde, a ®ntagem de microorganismos
superior a 750 Unidades Formadoras de Colonia (UFC) por metro cubico de ar, caracteriza
ambiente impréprio para a salde.

Observamos também que, a 32 Coleta foi realizada apdés um surto desencadeado por
bactérias pertencentes ao género Enterococos. Este fato gerou o fechamento da UTI e completa
desinfeccdo posterior, 0 que provavelmente levou a uma diminuicéo das sujidades detectadas por
ocasido da 12 Coleta e 22 Coleta, bem como das unidades formadoras de mlonias de fungos

anemofilos.

Tabela 3 — Unidades formadoras de colOnias encontradas na UTIl neonatal do hospita A

universitério em Cuiabg, MT.

UTI neonatal Unidade formadora de colonia (UFC/Qg)
12 Coleta 22 Coleta 32 Coleta

ASSq <100 3,13.10°* 346.10°*
ASV g 6,25. 10° <100 2,48 . 10**
ASSy <100 504 .10°%* <100
ASV o 6,25 . 10 7,22 .10** 2,16 .10 *
ASS ;1 2,63.10°* 1,22 . 10%* 1,53 .10%*
ASV 1 1,41 . 10%* 2,05.10%* 2,33.10%*
ASSyp 9,58.10° * 2,24 . 10** 8.30.10%**
ASV p 7.54.10°* 1,88 . 10%* 7,85.10%*

ASSs - amostra sdlida serpentina do aparelho split

ASVs— amostra solida ventilador do aparelho split

ASS; — amostra solida serpentina do aparelho janela

ASV;—amostra sdlida ventilador do aparelho janela

* valores encontrados superiores aos preconizados pela portaria 176/00 do Ministério de Salide
Fonte: Laboratério de Investigagdo da FCM - UFMT

Os aparehos split 1 e split 2 correspondem as sdlas de médio e alto risco

respectivamente, e os de janela 1 e 2, as salas de preparacéo de injetaveis e de repouso.
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Tabela 4 — Unidades formadoras de colbnias encontradas na UTI adulto do hospital B

universitério em Cuiabg, MT.

UTI adulto Unidade formador a de colénia (UFC/Q)
12 Coleta 22 Coleta 32 Coleta

ASS s 1,81.10" * 384.103* 2,84 . 10" *
AV s 7,04 . 108 * 5,50 . 108 * 9,15. 10" *
ASS ., 1,48 . 10° * 8,63. 108 * 7,88 10 *
ASV 52 <100 4,71 . 10 3,20. 108 *
ASSs3 < 100 268 . 17 3,20.10° *
ASV 53 <100 4,75 . 10° * 239.10" *
ASSy 8,40. 103 * 342.10°* 1,55 . 10° *
AV 34 9,19. 10° * 2,08 . 108 * 5,04 . 103 *

ASS - amostrasdlida serpentinado aparelho janela

ASV — amostra solida ventilador do aparelho janela

*va ores superiores aos preconizados pela portaria 176/00 do Ministério de Saide
Fonte: Laboratdrio de Investigagdo da FCM - UFMT

Os aparelhos 1, 2 e 4 correspondem a &rearegular da UTI e 0 3 a sala de isolamento.

Tabela 5 — Unidades formadoras de col6nias encontradas na UTI neonatal do hospital B

universitario em Cuiabg, MT.

UTI neonatal Unidade formadora de colénia (UFC/g)

12 Coleta 22 Coleta 32 Coleta
ASSs 414 . 103 2,20 10" * 2.88. 10 *
ASV s 274 103 * 9,58 . 102 * 6,66 . 102
ASSs <100 2,42 . 10** 1,45 . 10* *
ASV 3,88. 103 * <100 2.87.103*
ASSy < 100 4,29 . 10°* 3,56 . 10° *
ASV 51 <100 1,86 . 10* * 1,96 . 10* *
ASSy <100 9,02. 103 * 1,21 .10%*
ASV 2 <100 4,30.10%* 8,62. 108 *

ASS;s - amostra solida serpentina do aparelho split

ASVs— amostra solida ventilador do aparelho split

ASS; — amostra solida serpentina do aparelho janela

ASV;—amostra sdlida ventilador do aparelho janela

* valores superiores aos preconi zados pela portaria 176/00 do Ministério de Salide.
Fonte: Laboratdrio de Investigagéo daFCM - UFMT

Observouse que, parao hospital A, 64% e para o hospital B, 75% de todos os valores

encontrados em termos de unidades formadoras de colbnias através dos pontos amostrais
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elegidos, apresentaram-se exibindo valores superiores aos preconizados pela portaria 176/00 do
Ministério de Salde.

5.3 Identificagdo das amostr as colhidas

A identificacdo fungica ao nivel de género e espécie foi ealizada a partir das amostras
colhidas do ponto amostral filtro encontrados nos aparelhos condicionadores de ar das 04 UTIs
avaliadas, considerando as trés coletas realizadas. Astabelas 6, 7, 8 e 9, apresentam as espécies

de fungos encontradas em cada UT | respectivamente.

Tabela 6 — Fungos isolados e identificados na UTIl adulto do hospita A

universitario em Cuiabg, MT.

UTI adulto— Espécies

12 Coleta 22 Coleta 3 Coleta
Aspergillusustus Aspergillus paradoxus Cladosporium elatum
Aspergillusrestrictus Aspergillus penicillioides

Cladosporium elatum Aspergillus terreus

Curvularia geniculata Cladosporium elatum

Penicillium expansum Cryptococcus albidus

Penicilliumgriseofulvum Curvularia geniculata

Phialemonium curvatum Hormonema dematioides

Phaecremoniumparasiticum  Penicillium crhrysogenum
Rhaodotorula mucilaginosa

Fonte: Laboratério de Investigagdio da FCM - UFMT

Tabela 7 — Fungos isolados e identificados na UTIl neonatal do hospital A

universitério em Cuiabg, MT.

UTI neonatal — Espécies

12 Coleta 28 Coleta 32 Coleta

Aspergillus parasiticus Aspergillus parasiticus Aspergillus carbonarius

Aspergillusterreus Aspergillus melleus Aspergillusterreus

Candida rugosa Aspergillusunguis Aspergillusflavus

Cryptococcus laurentii Aspergillus paradoxus Cryptococcus uniguttul atus
Penicilliumexpansum Aspergillusnidulans Paecilomyces lilacinus
Peniccillium chrysogenum Penicillium spinulosum

Cryptococcus uniguttulatus

Fonte: Laboratdrio de Investigagdo da FCM - UFMT
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Tabela 8 — Fungos isolados e identificados na UTI adulto do hospital B universitario
em Cuiabg, MT.

UTI adulto — Espécies

12 Coleta 22 Coleta 3 Coleta

Aspergillus niger Aspergillus paragiticus Aspergillus niger
Penicilliumexpansum Aspergillusnidulans Aspergillus penicillioides
Cladosporium elatum Cladosporiumelatum Aspergillus parasiticus

Rhodotorula mucilaginosa Aspergillus niger
Aspergillusrestrictus
Paecylomycesviridis

Fonte: Laboratério de Investigagéo da FCM - UFMT

Tabela 9 — Fungos isolados e identificados na UTI neonatal do hospital B
universitario Cuiabd, MT.

UTI adulto — Espécies

12 Coleta 22 Coleta 32 Coleta

Aspergillus candidus Cladosporiumelatum Aspergillus niger
Penicilliumexpansum Cladosporium Aspergillus tamarii
Aspergillus niger cladosporioides Malbranchea pulchella

Penicillium expansum
Fonte: Laboratdrio de Investigagdo da FCM - UFMT

Foram isolados e identificados nes 04 UTIs selecioradas para o estudo, 11 géneros e 27
espécies fungicas distintas.

Observouse que, paraambos hospitais A e B, os géneros fungicos predominantes foram:
Aspergillus spp, Peniccilium spp e Cladosporium spp.

As imagens referentes aos aspectos macroscopicos e micromorfolégicos dos fungos
isolados nas quatro unidades de terapia intensiva pertencentes aos dois hospitais universitérios

avaliados estéo apresentadas a seguir.
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Flura4 Aspecto micromorfol 4gico:

dgico
O"t t' da re'ogco org, Fmr%@mgﬁﬂ’@fﬁm@oglco
us carbonarlus L w%gcaf bonarius
Fonte I magem obtida pdaautora, Fonte: Imagem obtida pela autora,
L.I.-UFMT L.l.-UFMT

Figura 9 — Aspecto macroscopico:
Aspergillus melleus

Fonte: Imagem obtida pela autora,
L.I.-UFMT

Aspergilllus melleus
Fonte: Imagem obtida pela autora,
L.l1.-UFMT

Colodniaverdeolivacom
centro branco veludosa

Colbniaverde amarelada
furfuracea

Colénia marrom claro
furfurécea

Colbniaamarelada
glabrosa

Figura 10 — A specta micromorfol 6gico:
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Coloniapretafurfuracea

s l'.' W
':'r""
Figura 11— Aspecto macroscopico:  Figura 12 — Aspecto micromorfol dgico:
Aspergillus nidulans Aspergillus nidulans
Fonte: Imagem obtidapelaautora,  Fonte: Imagem obtida pela autora,
L.I.-UFMT L.I.- UFMT

Coldniapretacom
formagdo de goticulas e
pontos brancos no centro
furfurécea

Figura 13 — Aspecto macroscopico:  Figura 14 — Aspecto micromorfol 6gico:

Aspergillus niger Aspergillus niger
Fonte: Imagem obtida pela autora, Fonte: Imagem obtida pela autora,
L.I.- UFRMT L.1.- UFRMT

Col6nia amarelo claro
com formagdo de
goticulas crateriforme

Figura 15 — Aspecto macroscopico:  Figura 16 — Aspecto micromorfol ogico:

Aspergillus paradoxus Aspergillus paradoxus
Fonte: Imagem obtidapelaautora, ~ Fonte: Imagem obtida pela autora,
L.l.-UFMT L.I.-UFMT

.y Colobniapretacom
formag&o de goticulas e
pontos brancos no centro

[ furfuracea
K_"“ |

4

Figura 17 — Aspecto macroscopico:  Figura 18 — Aspecto micromorfol dgico:
Aspergillus parasiticus Aspergillus parasiticus

Fonte: Imagem obtida pela autora, Fonte: Imagem obtida pela autora,
L.I.- UFMT L.l.- UFMT
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Colbéniaverdeolivacom
centro branco veludosa

il
Figura 19 — Aspecto macroscopi co: Figura 20 — Aspecto micromorfol 6gico:
Aspergillus penicillioides Aspergillus penicillioides
Fonte: Imagem obtida pela autora, Fonte: Imagem obtida pela autora,
L.I.-UFMT L.I.-UFMT

Colbniaverdeoliva
veludosa

i
Figura 21— Aspecto macroscopico:  Figura 22 — Aspecto micromorfol 6gico:

Aspergillus restrictus Aspergillus restrictus
Fonte: Imagem obtida pela autora, Fonte: Imagem obtida pela autora,
L.I.- UFMT L.I.- UFMT

Colbnia preta exibindo
pontos brancos furfuracea

Figura 23— Aspecto macroscopico: Figura 24 — Aspecto micromorfol 6gico:

Aspergillus tamarrii Aspergillus tamarrii
Fonte: Imagem obtida pela autora, Fonte: Imagem obtida pela autora,
L.I.- UFMT L.I.- UFMT

Colbénia matizada em tons
areiaeterraarenosa

e _
Figura 25 — Aspecto macroscopico:  Figura 26— Aspecto micromorfol dgico:
Aspergillusterreus Aspergillusterreus

Fonte: Imagem obtida pela autora, Fonte: Imagem obtida pela autora,
L.lI.-UFMT L.I.-UFMT
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Figura 27 — Aspecto macroscopi co:
Aspergillus ungiiis

Fonte: Imagem obtida pela autora,
L.I.- URMT

Figura 29 — Aspecto macroscopico:
Aspergillus ustus

Fonte: Imagem obtida pela autora,
L.I.- URMT

Figura 31 — Aspecto macroscopico:
Cladosporium cladosporioides
Fonte: Imagem obtida pela autora,
L.I.-UFMT

—

Figura 33 — Aspecto macroscépico:
Cladosporium elatum

Fonte: Imagem obtida pela autora,
L.I.-UFMT

Figura 28 — Aspecto micromorfol 6gico:
Aspergillus ungiiis

Fonte: Imagem obtida pela autora,
L.l.- UFMT

Figura 30 — Aspecto micromorfol 6gico:
Aspergillus ustus

Fonte: Imagem obtida pela autora,
L.I.- UFMT

Figura 32 — Aspecto micromorfol gico:
Cladosporium cladosporioides

Fonte: Imagem obtida pela autora,
L.I.-UFRMT

|
Figura 34 — Aspecto micromorfol 6gico:
Cladosporium elatum

Fonte: Imagem obtida pela autora,
L.I.- UFMT

Colbniaverdeoliva com
bordas em tonsde areia
arenosa

Colbniaem tonsde areia
cotonosa

Colbniaacinzentadacom
centro escurecido e
bordas brancas veludosa

Colbniaverdeoliva
escuro crateriforme
veludosa
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Figura 35 — Aspecto macroscopico:
Curvularia geniculata
Fonte: Imagem obtida pela autora,

L.I.-UFMT

Figura 37 — Aspecto macroscopico:
Hormonema dematioides

Fonte: Imagem obtida pela autora,
L.l.-UFRMT

Figura 39— Aspecto macroscopico:
Malbranchea pulchella

Fonte: Imagem obtida pela autora,
L.I.- UFMT

Figura41 — Aspecto macroscopico:
Paecilomyces lilacinus

Fonte: Imagem obtida pela autora,
L.l1.-UFRMT

Col6nia marrom
algodonosa crateriforme

Figura 36 — Aspecto micromorfol 6gico:
Curvularia geniculata

Fonte: Imagem obtida pela autora,
L.I.- UFMT

Colbniaverdeoliva
escuro veludosa

Figura 38— Aspecto micromorfol dgico:
Hormonema dematioides

Fonte: Imagem obtida pela autora,
L.l.- UFMT

Colbéniaverdeoliva
escuro veludosa

Figura 40 — Aspecto micromorfol dgico:
Malbranchea pulchella

Fonte: Imagem obtida pela autora,
L.I.- UFMT

Colbniamarrom escura
algodonosa

Figura 42 — Aspecto micromorfol égico:
Paecilomyces lilacinus

Fonte: Imagem obtida pela autora,
L.1.-UFMT
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Colbnia acinzentada
crateriforme veludosa

Figura 43 — Aspecto macroscopico: Figura 44 — Aspecto micromorfol égico:

Paecilomyces viridis Paecilomyces viridis
Fonte: Imagem obtida pela autora, Fonte: Imagem obtida pela autora,
L.1.- UFRMT L.l.-UFRMT

Colobniaesverdeada
furfurécea

Figura 45 — Aspecto macroscopico: Figura 46 — Aspecto micromorfol dgico:

Penicillium chrysogenum Penicillium chryso_genum
Fonte: |magem obtida pela autora, Fonte: Imagem obtida pela autora,
I 1.-UFMT L.l.- UFMT

Colbniaverdeoliva
matizada veludosa

Figura 47 — Aspecto macroscopico.  Figura48 — Aspecto micromorfol 6gico:

Penicillium expansum Penicillium expansum
Fonte: Imagem obtida pela autora, Fonte: Imagem obtida pela autora,
L.I.-UFMT L.I.-UFMT

Colbniaverdeoliva
escuro veludosa

=, .
Figura 49 — Aspecto macroscopico:  Fi gqra_SQ— Aspecto micromorfol égico:
Peniccilium griseofulvum Peniccilium griseofulvum

Fonte: Imagem obtida pela autora, Fonte: Imagem obtida pelaautora,
L.l.-UFMT L.I.-UFMT
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Colbniabrancacom
pontos enegrecidos
crateriforme

Figura 51— Aspecto macroscopico: Figura 52— Aspecto micromorfol6gico:
Peniccillium spinulosum Peniccillium spinulosum

Fonte: Imagem obtida pela autora, Fonte: Imagem obtida pdaaLitora,
L.I.-UFMT L.lI.-UFMT

Colbniaverdeoliva
escuro com bordas
brilhantes veludosa

Figura 53 — Aspecto macros(;épico: Fi gura ASpO mi crmoégi CO:

Phaeocremonium parasiticum Phaeocremonium parasiticum Fonte:
Fonte: Imagem obtida pela autora, Imagem obtida pela autora,
L.l1.-UFMT L.l1.-UFMT

Colbniaem tonsde areia
rugosa

Figura 55— Aspecto macroscopico: Figura 56 — Aspecto micromorfol 4gico:
Phialemonium curvatum Phialemonium curvatum

Fonte: Imagem obtida pela autora, Fonte: Imagem obtida pela autora,
L.I.-UFMT L.I.-UFMT
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A identificacdo de microrganismos anemdfilos tem sido valorizada atualmente,
especialmente nas areas criticas de unidades hospitalares. Neste contexto, a importancia dos
bioaerossois tem sido relacionada a salde das pessoas, levando ao aparecimento de patologias
gue variam desde aergias até infecgdes disseminadas e ndo raramente fatais em pacientes
susceptiveis (Hota, 2004; Diniz et a 2005).

A ANVISA preconiza uma série de recomendagdes no que tange a areas criticas de
unidades hospitalares e sistemas de condicionamento de ar nestas unidades, pois em ambientes
climatizados o acimulo de umidade e material organico em pontos distintos nos aparelhos de ar
condicionado pode torna- los fonte dispersora de bioaerossois (ANVISA, 2000).

Além disso, as infecgdes fungicas hospitalares ocupam posicéo de destague nos cenarios
nacional e internacional. Muitas se devem a fontes exdgenas inanimadas ambientais, portanto o
monitoramento das éreas criticas, nméos de profissionais de salde, sistemas de condicionamento
de ar, podem oferecer informagdes epidemioldgicas importantes referentes a compreensdo da
fonte de aquisicdo de infecgdes nosocomiais (Fridkin & Jarvis, 1996).

Nas unidades de terapia intensiva a qualidade do ar interno deve ser rigorosamente
controlada devido aos pacientes que ali permanecem, usualmente por longos periodos. Ha
opinides distintas na literatura referentes ao papel de superficies e equipamentos em ambientes
hospitalares como potenciais fontes de infecgdes nosocomiais. Desta forma, embora a
contaminacdo de superficies por microrganismos tenha sido reconhecida, permanece para alguns
autores o verdadeiro significado discutivel (Moscato, 2000; Hota, 2004).

Discrepancias entre estudos abordando o grau de impacto de contaminacdo ambiental
podem refletir um gstema complexo epidemiolégico, sendo que estas podem ser atribuidas as
diferencas relativas a medidas obtidas em varios estudos, como também a variacéo da qualidade
da limpeza ingtituida. Esta dltima, € importante e freguentemente avaliada como fator
confundidor (Hota, 2004).

Ultimamente, observacdes realizadas a partir de estudos ndo controlados que evidenciam
surtos de infeccdo hospitalar seguidos da implementacdo de limpeza rigorosa, devem ser
avaliados criticamente. A utilizacdo de medidas disponiveis para controle de mdltiplas infeccdes
pode mascarar a possivel aquisi¢cdo de infeccdo especifica (Hota, 2004; Etchebehere et al, 2005).

A qualidade da evidéncia que avalia a contaminacdo do ambiente inanimado pode ser
baseada em quatro fatores a serem mensurados. (1) o grau de contaminagdo dos ambientes
nosocomiais por patdgenos especificos; (2) se 0 ambiente € contaminado antes ou apos a
colonizagdo do paciente; (3) o acesso aconfundidores, tais como higiene das méos e a qualidade

da limpeza dos fémites; e (4) se a partir da optimizacéo do processo de limpeza, apds controlar
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outras intervencdes, ocorre reducdo do risco de infeccBes nos pacientes. Os melhores estudos
sobre colonizagdo cruzada de pacientes sdo agueles que utilizam epidemiologia molecular,
técnicas para identificacdo dos patdgenos, medidas da qualidade da limpeza do ambiente e
higiene das méos durante todo o tempo, e fazem a ligacdo com superficies contaminadas e
colonizacdo cruzada em dimensdes geogréficas e temporais (ANVISA, 2003a; Hota, 2004).

Martins et a (2004) relataram que 5% dos individuos internados nas UTIs, adquirirdo
uma infecgdo nosocomial, 0 que resultara no aumento do tempo de internagdo, por volta de cinco
a dez dias, e serdo consideradas como conseqiiéncia dos cuidados assistenciais em até 30% do
total de casos. Intervencbes diagndsticas ou terapéuticas proporcionam ruptura da barreira
mecanica da pele e mucosas atribuidas a procedimentos invasivos, lesdes cuténeas decorrentes
da desvitalizagdo, traumas ou ainda, por remocdo da pele secundéria a queimaduras ou
desbridamento.

Além dos fatores mecanicos que rompem as barreiras naturais de defesa, existem outros
que sdo inerentes as condicdes clinicas dos pacientes e que favorecem a aguisicdo de infeccbes
hospitalares. Neste sentido, nos referimos a habilidade imunol6gica comprometida, estando os
mecanismos de defesa naturais alterados pela prépria natureza de base ou como resultado de
intervencgoes terapéuticas (Nucci & Maiolino 2000; Martins et al 2004).

Salientamos neste contexto, 0s pacientes neutropénicos, 0s quais devido exatamente
estarem imunologicamente comprometidos, representam alvos a aquisicdo de infeccdes fungicas.
A reutropenia febril pode ser definida como febre (temperatura igual ou maior que 38°C por,
pelo menos, 1 h ou temperatura acima de 38,3°C a qualquer momento) detectada em pacientes
com menos de 500 neutréfilos/mm3 ou com menos de 1.000 neutréfilos/mm3, com tendéncia a
reducdo deste nimero. O numero dos neutrdfilos, a velocidade de desenvolvimento da
neutropenia e sua duragcdo sdo importantes determinantes do risco de infeccéo (Souza & Rego,
2003).

Segundo Maschmeyer et al (2003), infiltrados pulmonares em pacientes neutropénicos
febris estéo associados a um alto risco de mortalidade. Este infiltrados podem ser decorrentes de
causas distintas, tais como: patégenos que ndo sdo combatidos por antibidticos beta lactamicos
(ex.: Pneumocystis carinii, fungos filamentosos), sangramento aveolar e lesdes teciduais
causadas por quimioterapia e radioterapia.

Considerando o predominio de espécies referentes ao género Aspergillus isoladas em
Nnosso estudo, outros aspectos merecem ser abordados, os quais podem ser ilustrados pelo estudo
realizado por Rondinelli et al em 2003. Estes autores descreveram dez casos de infecgdes

pulmonares agudas provavelmente fungicas, em pacientes imunossuprimidos em ocasido de
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reforma hospitalar no periodo compreendido entre dezembro/2000 a maio/2001. Os resultados
obtidos demonstram que houve um aumento de casos de pneumonia bilateral com padréo
radiol 6gico exuberante durante o periodo de reforma em grupo de pacientes neutropénicos febris.

Em se tratando do uso empirico da anfotericina B em pacientes neutropénicos febris, sdo
observadas opinifes e praticas controversas em relacdo a administracdo desta medicacao,
especiamente quando ndo ha confirmacdo da infeccdo fungica sistémica (Mashmeyer et a,
2003; Souza & Rego, 2003).

Segundo Sdbada et a (2004), apesar da anfotericina B produzir efeitos adversos
importantes como nefrotoxidade e sindromes toxicas, esta medicagdo tem sido a base de
tratamento nas Ultimas décadas para infecces fungicas invasivas. Estes autores alertam sobre a
necessidade da descoberta de novos antifingicos apresentando maior eficicia do que os azdis
atualmente disponiveis.

Novas formulagdes de polienos e derivados azdlicos tem sido desenvolvidas com o
objetivo de ampliar a eficacia sobre fungos pertencentes aos géneros. Aspergillus spp, Fusarium
spp, Mucor spp e Scedosporium spp (Quindds, 2002).

Embora a maioria das infecgdes por leveduras do género Candida sejam comumente
atribuidas a fontes enddgenas (como exemplo a partir da colonizacdo do paciente), estudos de
tipagem molecular ®bre leveduras isoladas dos pacientes, das mé&os de profissionais edos
ambientes sugerem que os fomites tenham um papel na disseminagdo de Candida albicans,
Candida glabrata e Candida parapsilosis entre cs pacientes, receptores de transplantes de
medula Gssea, embora a dire¢cdo na qual a transmissdo ocorra (isto € do paciente a0 ambiente
versus do ambiente ao paciente) ndo tenha sido demonstrada conclusivamente (Vasquez et al,
1998).

As superficies podem permanecer contaminadas devido a inoculacdo experimental de
superficies secas mostrando que C. albicans e C. parapsilosis podem sobreviver por 3 a 14 dias,
respectivamente (Traore et al, 2002).

Fungos pertencentes ao género Aspergillus e agueles classificados como zigomicetos séo
incriminados como causas de infeccbes nosocomiais de pele resultantes de fomites
contaminados. Estas infecgdes tem sido associadas com o0 uso de bandagens por pacientes que
utilizam cateteres intravasculares, hospitalizados em unidades que se encontram em atividades
de reforma além de feridas pds operatérias (Fridkin & Jarvis, 1996; Hota 2004).

Segundo Pacheco (2004), nas Ultimas décadas, tem sido observada uma importante

mudanca epidemiol ogica referente ao aumento das infecgdes fungicas invasoras. As espécies do
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género Aspergillus tem sido apontadas como agentes etiol 6gicos mais freqlentes, em sucessao as
leveduras do género Candida.

Mobin e Samito (2006) avaliaram a microbiota fungica dos condicionadores de ar nas
unidades de terapia intensiva na cidade de Teresina, Piaui. A regido nordeste apresenta
semelhanca climética com aregido mato-grossense no que tange as atas temperaturas médias.
Este fato propicia o0 uso de condicionadores de ar em residéncias, ambientes de trabalho, estudo,
como também em unidades hospitalares. No entanto, como as taxas de renovagdo de ar muitas
vezes apresentamtse insatisfatérias, o ar viciado recircula nos ambientes, gerando a colonizacéo
de microrganismos.

Apesar do uso de condicionadores de ar em \érios ambientes nos hospitais, os aparelhos
instalados em UTIs sdo considerados de fundamental importancia, devido aos doentes que ali
permanecem, podendo em algumas situagOes alguns microrganismos representarem fonte de
aquisicao de infecgbes nosocomials (Afonso et a, 2004).

A partir da avaliagdo da microbiota fungica torna-se possivel conhecer indiretamente a
realidade de cada servico. Na dependéncia dos resultados obtidos, observa-se a necessidade da
instituicdo de medidas preventivas e, a execucdo de desinfeccdes periddicas objetivando
contribuir com a qualidade do ar interno refrigerado (Gioda & Aquino Neto, 2003).

Estas acOes podem ser eficazes em relacdo a reducéo de possiveis infecgdes hospitalares,
aparecimento de rinites alérgicas, sinusites e outros sintomas (fadiga, falta de concentragdo) que
podem estar associados a sindrome de edificios doentes ndo raramente observadas em equipe
multi-profissional presente em unidades hospitalares (Dantas, 1998).

Em Teresinag, os registros de Mobin & Salmito (2006), foram considerados fundamentais
para o conhecimento da realidade da microbiota fungica nas UTIs da cidade, apontando 33
espécies fungicas pertencentes as familias Moniliaceae e Dematiaceae.

Os fungos mais freqlentemente isolados foram aqueles pertencentes aos géneros
Aspergillus (A. niger, A. fumigatus, A. flavus) e Trichoderma (T. koningii), dentre outros. Os
autores registraram também que a validade dos processos de limpeza dos condicionadores de ar
ndo foi considerada satisfatéria em todas as UTIs estudadas, além da quantidade de unidades
formadoras de col6nias ter sido considerada superior ao limite ingtituido pela portaria 176/00 do
Ministério da Salde.

Ao avaliarmos quatro unidades de terapia intensiva (duas neonatais e duas adulto),
obtivemos resultados que apontam os fungos pertencentes ao género Aspergillus (A. niger, A.
paradoxus, A. parasiticus, A. terreus) em posi¢cdo de destaque, evidenciando algumas espécies

coincidentes e outras distintas dagquel as encontradas por Mobin & Salmito em 2006.
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Ainda, no que concerne aos fungos micelianos, foram isolados em nosso trabalho fungos
pertencentes ao género Penicillium (P. expansum, P. chrysogenum, P. griseofulvum, P.
spinulosum,) em paralelo @& seis espécies detectadas no estudo de Mobin & Salmito (2006)
correspondentes & P. citrinum, P. decumbens, P. fellutarum, P. oxalicum, P. piceum, P
purpurogenum). Considerando o género Paecillomyces, duas espécies foram caracterizadas em
nosso estudo: P. viridis e P. lilacinus. Ja, Mobin & Salmito relataram o isolamento das mesmeas,
aém de outra identificada como P. variotii.

Cinco espécies (C. cladosporioides, C. elatum, C. herbarum, C. oxysporum, C.
sphaeropermum) classificadas no género Cladosporium estiveram presentes nos achados do
estudo realizado em Teresina. Destes, apenas C. cladosporioides e C. elatum, foram encontrados
em nossos isolamentos realizados nas UTIs adulto de ambos os hospitais avaliados em Cuiabé.

Para o género Curvularia, duas espécies (C. geniculata e C. lunata) foram isoladas em
Teresina, porém apenas uma delas (C. geniculata) foi detectada na UTI adulto do hospital A em
Cuiaba

Em relacdo as leveduras encontradas, destacamos agquelas pertencentes ap género
Cryptococcus (C. albidus e C. unigutulatus), presentes nas UTIs adulto e neonatal do hospital A
em Cuiaba respectivamente, além de Rhodotorula mucilaginosa, encontrada na UTI adulto do
hospital B.

Os condicionadores de ar oferecem ambiente propicio a colonizacdo e multiplicacdo de
fungos anemdfilos, os quais podem permanecer no ambiente como microrganismos
contaminantes. Ainda devido ao fato de apresentarem potencia patogénico, podem ser
responsabilizados pelo agravamento do estado dos pacientes em unidades de terapia intensiva
(Eickhoff, 1994).

Diniz et a em 2005 registraram o monitoramento de fungos anemdfilos e de leveduras
em unidade hospitalar. Os achados destes autores apontam o isolamento de 32 e 31 géneros no
centro cirargico e UTIs respectivamente. Em relacdo as UTIs foram obtidas 33.317 UFC/m3
com vaor médio de 317,1 UFC/m3 para ambientes internos.

Considerando as unidades avaliadas em nosso estudo, foram encontrados valores
referentes a unidades formadoras de colénias compreendidas entre < 100 e 3,56 . 10° UFC/g ras
trés coletas realizadas em filtros dos aparelhos condicionadores de ar. Portanto, os valores
referentes as unidades formadoras de colbnias (UFC/g apresentaramse superiores aos
preconizados pela portaria 176/00 do Ministério da Salide, em 64% e 75%, considerando os

hospitais A e B respectivamente.
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A portaria anteriormente citada, estabelece o valor maximo recomendavel para
contaminagdo microbioldgicaem = 750 UFC/nT de fungos, paraarelacdo I/E = 1,5, onde | é a
guantidade de fungos no ambiente interior e E é a quantidade de fungos no ambiente exterior.
Considera inaceitavel a presenca de fungos patogénicos e toxigénicos (ANVISA, 2000).

Vale ressatar que as metodologias utilizadas foram distintas considerando a adotada por
Diniz et a (2005), pois estes autores utilizaram o amostrador tipo Andersen de simples estagio.
Devido a0 custo do equipamento e uso restrito, optamos por metodologia que permite a
contagem de unidades formadoras de col 6nias/g baseada na técnica adotada por Santos (1999).

Considerando que a metodologia empregada por Mobin & Samito, foi idéntica aquela
utilizada em nosso trabalho, e as temperaturas médias regionais bastante similares, foi possivel a
comparagao de resultados entre ambas as cidades, Teresina e Cuiaba respectivamente.

Em Teresina, no Piaui, os resultados obtidos variaram de 1,13 . 10* e 4,61 . 10° UFC/g,
sendo todos superiores aos preconizados pela portaria 176/00 do Ministério da Salde.

Os géneros mais frequentemente encontrados por Diniz et a (2005) corresponderam a:
Cladophialophora spp, Fusarium spp, Penicillium spp, Chrysosporium spp e Aspergillus spp. As
coletas foram redizadas mensalmente e em dois periodos, do centro cirdrgico e unidades de
terapia intensiva adulto e neonatal em hospital de Araraguara, estado de S&o Paulo. Durante o
periodo de estudo houve reforma e implantagdo de uma unidade dentro do hospital, fato esse que
coincidiu com a elevacdo do nimero de coldnias de Cladophialophora spp, Aspergillus spp e
Fusarium spp. Leveduras foram isoladas considerando-se amostras obtidas de espacos
interdigitais (16,7%) dos profissionais de salde, leito sub-ungueal (12,1%) e orofaringe (10,6%).
Foram obtidas ainda a partir de mobiliario (44%) evidenciando predominio de leveduras do
género Candida.

Em nosso trabalho ndo tivemos a pretensdo de correlacionar possive's rotas de infeccles,
por este motivo, ndo foram colhidas quaisquer amostras a partir de profissionais de salde ou de
outras superficies presentes nas UTIs que ndo fossem pontos relacionados aos aparelhos de ar
condicionado.

As espécies relacionadas ao género Aspergillus foram distintas e observadas em ambas as
UTIs (adulto e neonatal) dos dois hospitais avaliados.

As patogenicidades associadas as espéecies mais frequentemente encontradas em nosso
trabalho, evidenciam os quadros de infecgBes bronquicas alérgicas associadas as espécies A.
paradoxus e parasiticus, peritonites e endocardites referentes a espécie A. niger, infeccOes
bronco pulmonares invasivas, cutaneas e hepéticas refletindo afecgdes causadas por A. terreus
(Lacaz et al, 1998; De Hoog et a, 2007).
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Unis et a em 2005, avaliaram prontuérios referentes a 625 pacientes com presenca de
bola fungica e tuberculose inativa. Os dados obtidos incluem o periodo compreendido entre 1974
e 2002, e os resultados apontam A. fumigatus (57%) como mais prevalente, seguido de A. niger
(29%), A. flavus (7%) e Scedosporium apiosper mum (7%).

O género fungico Aspergillus é considerado um contaminante freglente, seu cultivo tem
uma especificidade variavel, ja que ndo permite a discriminacdo entre colonizacdo, invasio e
contaminagdo. Sua valorizagao requer a utilizagdo conjunta da histologia (padréo de referéncia)
para estabelecer em pacientes imunodeprimidos e oncohematol 6gicos, a existéncia de doenca
fangica invasora, atendendo aos critérios estabelecidos em consenso internacional (Ascioglu et
al, 2002).

As espécies do género Cladosporium (C. cladosporioides e C. elatum) estdo mais
frequentemente associadas as infecgdes pulmonares, cutaneas e subcutaneas respectivamente.
Em relac8o ao género Paecylomyces, a espécie P. lilacinus pode ser responsabilizada por casos
de infecgBes cutaneas, oculares, onicomicoses e pulmonares. As infeccdes alérgicas bronco
pulmonares estdo mais associadas a P. viridis (Lacaz et al 1998; De Hoog et a, 2007).

Considerando as leveduras em nosso estudo, 0 género Cryptococcus compareceu com
trés espécies. Destas, C. laurentii pode estar associado a abscessos pulmonares e fungemias
associadas a cateteres, C. uniguttulatus pode ser relacionado a quadros de onicomicoses e
finAmente C. albidus as meningites, infecgbes pulmonares e onicomicoses (De Hoog et a,
2007).

Um isolado foi correspordente a Rhodotorula mucilaginosa, porém esta espécie
apresenta papel como patégeno discutivel na literatura. No entanto, quadros de meningite em
pacientes HIV positivos ja foram relatados como causados por R. mucilaginosa (De Hoog et a,
2007).

Para 0 género Penicillium, as quatro espécies isoladas foram representadas por P.
chrysogenum, P. expansum, P. griseofulvume P. spinulosum, agentes causais de otomicoses,
ceratites, endoftalmites, infecgdes cutaneas, e infeccbes bronco pulmonares (De Hoog et al,
2007).

As espécies A. flavus e A. terreus tem sido responsabilizadas por infecgBes nosocomiais,
principamente em pacientes acometidos por neoplasias hematoldgicas, submetidos a
transplantes de medula éssea ou agueles submetidos a transplantes de 6rgdos solidos, que
receberam corticosteréides (Rhame, 1991).

Embora tenham sido descritas mais de 180 espécies do género Aspergillus, a literatura

aponta em destague as espécies. A. fumigatus, Aspergillus flavus e Aspergilus niger como
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causadores de 95% das infeccOes em seres humanos, sendo as espécies A. terreus e A. nidulans,
agentes menos freguientes (Abarca, 2000).

Surtos de aspergilose nosocomial ocorrem  especialmente  entre  pacientes
granulocitopénicos (<1000 granuldcitos por mnT) e tem sido associados a modificaces
ambientais tais como hospitais em construcao, filtros de ar, sistema de ventilagcdo dos hospitais e
tapetes contaminados (Arnow et a 1978; Bretagne, 1997).

Clinicamente a aspergilose é predominantemente respiratoria e inclui broncopneumonia
necrotizante (Sherertz et al, 1987; Latgé, 1999). A infeccdo € comumente associada a eventos
vasculares (ex: trombose, émbolos pulmonares ou hemorragia cerebral), e pode ocorrer
disseminacdo. O envolvimento rinocerebral, cuténeo e sinusal pode também existir. Embora
mais raras infecgdes pos-operatdrias devido a espécies do género Aspergillus podem aparecer,
incluindo endocardite, assim como infeccdes a partir de corpos estranhos tais como: infecgdes
em cdrnea em pacientes que usam lentes de contacto (Kammer & Utz, 1974; Humphreys, 1992;
Latgé 1999). Da mesma forma que as infeccBes enddgenas causadas por leveduras do género
Candida, a colonizagdo € um processo anterior a infeccdo em se tratando de aspergilose. A
colonizagdo do trato respiratério inferior predispde pacientes com doenca crénica pulmonar,
doenca obstrutiva pulmonar, fibrose cistica, tuberculose inativa e deficiéncia de a-antitripsina a
aquisicdo de infecgbes pulmonares ou disseminadas. Contudo, a rota de colonizagdo do trato
superior ndo € bem estabelecida (Y oung et a, 1970; Arnow et al, 1991).

O diagnostico da aspergilose invasiva deve incluir provas diferentes do cultivo classico in
vitro. Isto inclui a deteccdo de antigenos (galactomananas), sendo considerado o principal
antigeno liberado durante a invasdo tissular. Para que tenhamos resultados positivos, as provas
antigénicas devem ser redizadas pelo menos duas vezes por semana., com ponto de corte
recomendado pelo fabricante (Sanofi Diagnostic Pasteur) de 1,5 ng/mL. A prova aponta dados
referentes a sensibilidade (89,7% a 90,6%), e especificidade (94% a 97,1%), com eficacia global
de 83,3% a 96,3%. A taxa de falso-negativos oscila entre 8% e 10% (Maertens et al, 2002;
Oliveira & Nucci, 2007), causada por fatores tais como: menor grau de angioinvasdo em
pacientes neutropénicos, existéncia de anticorpos anti- Aspergillus, e o terapéutica antifingica
prévia (Pacheco, 2004).

A manutencdo de limpeza dos sistemas de condicionadores de ar minimiza os fatores de
risco considerados ambientais, a aquisicao de aspergilose (Afonso et al, 2004).

Além dos condicionadores de ar, muitas superficies em hospitais servem como
reservatorios de esporos de fungos pertencentes ao género Aspergillus e outros filamentosos.

Neste enfoque, atualmente varios estudos ©m procurado averiguar possivels locais tais como
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chuveiros, banheiros (reentrancias entre azulejos), e até mesmo reservatorios de agua em
unidades hospitalares. Os resultados tém mostrado que vérios fungos filamentosos encontram-se
presentes nestes ambiertes constituindo possivel bnte de disseminacdo de esporos (Doggett,
2000; Anaissie et al, 2001)

Anaissie et a (2002) realizaram estudo onde amostras foram obtidas a partir de banheiros
hospitalares. Os resultados possibilitaram o isolamento de 07 géneros fungicos representados
por: Alternaria spp, Bipolaris spp, Mucor spp, Curvularia spp, Epinococcum spp, Ulocladium
spp, Acremonium spp além de 04 espécies referentes ao género Aspergillus (A. fumigatus, A.
niger, A. flavus, A. nidulans), 01 associada a0 género Fusarium €. solanii), e 01 ao género
Paecilomyces (P. lilacinus).

Em outro trabalho realizado por Anaissie et a (2001), foi demonstrado que através de
técnicas moleculares, foi reconhecida a identidade de uma cepa de A. fumigatus isolada a partir
de &gua de banheiro hospitalar similar as encontradas em pacientes com cancer e que foram
acometidos por quadros clinicos sugerindo pneumonia por este microrganismo.

Ja em 1994, Lanjonchere & Charvin, descreveram o aparecimento de surtos hospitalares
de aspergilose relacionados a uma elevacdo do nimero de esporos inaados. A vigilancia
referente aos surtos de aspergilose apontou trés elementos importantes que podem contribuir na
aquisicdo da doenca: (1) imunossupressdo do paciente, (2) a qualidade dos equipamentos de
tratamento do ar e (3) a presenca de construcéo ou reformas no interior ou imediacdes dos
hospitais.

Em 2006, Augustowska & Dutkiewicz realizaram um estudo coletando amostras de ar,
em ada hospitalar no departamento de pneumologia. Foram isoladas bactérias gram positivas,
gram negativas e fungos, dos quais, A. fumigatus constituiu 77% das amostras isoladas. Além
disso, os autores registraram uma diminuicdo das funcdes pulmonares em paralelo ao aumento
da concentracdo de fungos e bactérias isoladas do ar. Estes fatos sugerem a possibilidade do
envolvimento de A. fumigatus como possivel causa de complicagdes asmaticas.

Corroborando a eficiéncia dos sistemas de filtragdo HEPA, Hahn et al em 2002, relataram
guando da realizacdo de um estudo de coorte retrospectiva, a auséncia de aspergilose invasiva no
primeiro semestre do ano de 1992. No entanto, no segundo semestre foi registrado um surto da
infeccdo acometendo 18% do total de pacientes admitidos. A origem deste surto foi atribuida as
altas contagens de conidios de fungos do género Aspergillus, as quais foram obtidas através da
coleta de amostras de ar durante o ocorrido. Apés a instalagdo de filtros HEPA nas unidades
avaliadas, como medida de controle destas infecgOes, foram registrados apenas dois casos de

aspergilose invasiva, nos dois anos subsequientes ao aparecimento do surto inicial.
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A literatura aponta os sistemas diferentes de climatizagdo como potenciais fontes
disseminadoras de esporos fungicos, recomendando a instalagdo de sistemas HEPA aos servigos
nos quais grupos especificos de pacientes ali permanecem (leucémicos, receptores de
transplantes, e imunossuprimidos em geral) (Oren et a, 2001; Hahn et a 2002; Perdelli et al
2006).

Além das espécies compreendidas no género Aspergillus, outros géneros e espécies
pertencentes aos Mucorales, tais como: Rhizomucor spp, Rhizopus spp, Mucor spp, Absidia
corymbifera, Cunninghamella bertholetiae, podem ocasionar infecgdes fungicas invasivas. O
isolamento destes agentes geralmente esta relacionado a pacientes diabéticos e renais cronicos.
(Denning et al, 2003).

A auséncia de manutencdo nos aparelhos propicia o funcionamento inadequado
observado pela presenca de ruidos indesgjaveis. A periodicidade de desinfeccéo detectada na
avaliacdo redlizada em nosso trabalho ndo foi considerada rigorosa, sendo redlizada as vezes
apenas com a retirada e limpeza dos filtros no hospital A (UTI neonatal) e no hospital B (UTI
adulto e neonatal).

Todos estes fatores contribuem para a multiplicacdo de microrganismos fungicos,
favorecendo a dispersdo de esporos, e gerando possibilidades concretas de acometimento dos
pacientes ali internados, na dependéncia de doencas de base, procedimentos invasivos ou
auséncia de integridade de barreiras mecanicas, como a pele (Braga et a, 2004; Afonso et al
2004).

Sintomas clinicos considerando a proliferagdo de espécies pertencentes a0 género
Penicillium sdo raros, particularmente face a ubiqlidade de esporos deste género. No entanto,
hipersensibilidade pulmonar cfinitivamente pode ocorrer. Foram considerados pelo autor, 0s
sistemas em larga escala de ventilagdo, que utilizam jatos de agua objetivando umidificacdo ou
resfriamento. Estes tem sido vistoscomo provaveis fontes de esporos de espécies de Penicillium.
Devido a este fato, os materiais organicos em hospitais devem ser mantidos secos e removidos.
Além disso, a aplicacdo de fungicidas deve ser considerada em se tratando de éreas destinadas
aos pacientes imunodeprimidos (Streifel et al, 1987).

A maioria das espécies pertencentes ao género Penicillium ndo sdo consideradas
patogénicas. Uma excecdo corresponde ao Pencillium marneffei, o qual pode propiciar a
aquisicio de infeccfo flingica entre pacientes infectados pelo virus HIV no sudoeste da Asia.
Além dos paises asidticos como Camboja, India e China, foram relatados casos nos Estados
Unidos, Inglaterra e outros paises europeus, em pessoas HIV positivas que visitaram regides

endémicas da Asia (Cooper, 2000; Sirisanthana, 2001)



Discussdo 60

Lacroix et al em 2007 avaliaram equipes de profissionais do departamento de doencas
infecciosas (n=30), hematologia (n=22), e laboratério e micologia (n=27) do Hospital Saint-
Louis, na Franca. O objetivo do trabalho foi em sintese avaliar as vestimentas utilizadas por estes
profissionais constituidas por tecidos de algodéo e poliéster em proporcdes equivalentes, as quais
eram lavadas no servico hospitalar central de lavanderia da cidade de Paris. Estes autores
obtiveram a partir de 79 vestimentas testadas, o isolamento de fungos micelianos e leveduras, em
proporcOes distintas para os servicos de doencas infecciosas (70%), laboratério de micologia
(55%) e hematologia (45%). De forma geral, os fungos micelianos foram mais prevalentes do
gue as leveduras. Fungos pertencentes ao género Aspergillus foram mais isolados das vestes da
equipe do laboratério de micologia, ndo sendo detectados no departamento de hematologia.
Outros fungos filamentosos, especiamente aqueles incluidos no género Penicillium, foram mais
frequentemente isolados no departamento de doencas infecciosas, aém de leveduras do género
Candida, principalmente C. albicans e C. parapsilosis, isoladas em duas vestimentas apenas. A
intensi dade de contaminagéo apresentou-se variavel para os trés locais avaliados.

Julgamos interessante refletir sobre o papel que as vestimentas dos profissionais de
diferentes setores podem desempenhar na transmissdo de esporos flngicos. A associacdo que
pretendemos fazer é exatamente que o0 departamento de hematologia, 0 qual adotava medidas de
controle ambiental para fungos do género Aspergillus tais como: filtraghes de ar, pressdo
positiva do ar, contribuiram para a auséncia de isolamento destes fungos nas vestimentas dos
profissionais daquel e servigo, e conseqlientemente para a dispersdo de esporos por outros setores
do hospital.

A caracterizagdo dos fungos de ambientes internos de &reas criticas de hospitais e da
microbiota fungica dos sistemas de condicionadores de ar, como também de mé&os dos
profissionais de salde tem sido mundialmente reconhecidas como importante medida, visando
reduzir substancialmente a morbidade, mortalidade e custos hospitalares (Diniz et a, 2005).

Os achados registrados por Salmito & Mobin (2006) e Diniz et al (2005), apresentaram
similaridades no que tange ao isolamento de fungos filamentosos (Aspergillus spp, Penicillium
spp, Cladosporium spp, Curvularia spp e Paecylomyces spp), e leveduriformes (Rhodotorula
spp) encontrados igual mente em nosso estudo.

Por todo o exposto, e resultados encontrados na literatura existem evidéncias no sentido
de que vérias medidas devam ser tomadas para controle das fontes de infeccfes hospitalares.

Dentre estas, podemos citar 0 envolvimento da metrologia para controle da presenca e
crescimento dos microrganismos nos sistemas de ar condicionado, além de especificar como
devem estar 0s sistemas depois de qualificada higienizacdo (Etchebehere et al, 2005).
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Outras recomendacfes devem ser registradas e de forma geral estdo relacionadas ao
ambiente e aos pacientes, das quais merecem destaque: a utilizacdo de filtros HEPA, recursos
destinados a protecéo dos pacientes (uso de mascaras), e eliminacéo de todo e qualquer objeto
gue possa ser considerado potencial reservatorio e disseminador de fungos.

Em &reas hospitaares especificas tais como unidades de transplantes e onco-
hematolégicas, a instalacdo de filtros HEPA, em que pese o custo elevado, é extremamente
importante objetivando a ndo ocorréncia de infecces fungicas, especiamente no que se refere
aos casos de aspergilose invasiva (Withington et al, 1998).

Outras medidas tais como: a protegcdo de pacientes imunodeprimidos através da utilizagdo
de méscaras quando estes necessitarem freguentar outros locais do hospital, evitar a colocacéo de
plantas, umidificadores de ar e outros objetos passivels de serem responsabilizados por atuarem
como potenciais fontes de fungos nos ambientes hospitalares devem ser adotadas (Ministério da
Salide, 1985).

Considerando os profissionais que atuam nas unidades hospitalares é fundamental que os
mesmos estejam munidos de protecdo individual (uso de vestes adequadas), as quais devem ser
utilizadas apenas naqueles locais especificos, realizar sempre alavagem das méos seguindo todas
as recomendacdes da comissdo de controle de infeccdo hospitalar (Ministério da Salde, 1985;
ANVISA, 2004)

Relacionar os resultados de nosso estudo as situagdes da realidade que encontramos nos
hospitais avaliados, nos permite inferir que é complexo e longo o caminho a ser percorrido
objetivando o controle da qualidade de ambientes climatizados, em unidades especiais (UTIs),
como em outras unidades hospitalares.

A caracterizacdo dos géneros e das especies de fungos em nosso trabalho, bem como o
conhecimento das condigcbes ambientais encontradas, reflete uma contribuicdo quanto a

identificagcdo da microbiota fungica nas unidades avaliadas.

“Deve-se ver com 0s olhos mentais 0s germes prestes a infectar a ferida através do ar. Vga-0s
claramente como vocé percebe as moscas com olhos fisicos’ (Lister, 1874 apud Guimardes
Junior, 2001).
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Foram isolados e identificados 11 géneros e 27 espécies distintas fungicas pertencentes
aos hifomicetos e ascomicetos, a partir de 525 amostras ambientais colhidas em
serpentina, ventilador e filtros nas unidades de terapia intensva dos hospitais

universitérios (A e B) em Cuiaba— MT.

. Os condicionadores de ar encontrados nas unidades de terapia intensiva adulto e neonatal

dos hospitais A e B, corresponderam aos tipos: central, split e janela.

. Foram encontrados valores referentes a unidades formadoras de col6nias compreendidas
entre < 100 e 3,56. 10° UFC/g nas trés coletas redizadas em filtros, serpentina e

ventilador dos aparelhos condicionadores de ar.

. Espécies pertencentes aos géneros Aspergillus spp, Cladosporium spp, e Penicillium spp
foram isoladas e identificadas nos hospitais A e B, e foram as mals prevalentes.
Entretanto, diferentes espécies incluidas no género Paecilomyces foram detectadas em
ambos os hospitais. Considerando as leveduras, apenas Rhodotorula mucilaginosa foi
isolada em ambos os hospitais, sendo as espécies pertencentes ao género Cryptococcus e
Candida presentes apenas no hospital A. Foi observada maior diversidade em relacdo a

microbiota fungica avaliada no hospital A.
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Anexo 1

Formulario

Projeto: “ Microbiota Fungica dos aparelhos condicionadores das unidades deterapia intensiva
adulto e neonatal dos hospitais universitarios de Cuiab4, Mato Grosso — Brasil.”

A- Levantamento I nstitucional

N° da amostra Data [/ [/ N° de leitos

Tempo de funcionamento do hospital

B- Questionario aplicado ao enfermeiro responsavel pela unidade de terapia intensiva

Ha controle do n° de ocupantes da sala de unidade de terapia intensiva?
()sm ( )ndo

As portas da sala de unidade de terapia intensiva séo mantidas fechadas?
()sm ()ndo

Ha controle de temperatura de sala?
( )sm ( )ndo

Qual a temperatura mantida na sala? min. ........ max...........

Ha controle daumidadedo ar? ( ) sm ( )ndo

Qual o indice de umidade do ar? min. ......... mMax. ...........

Esta ocorrendo reforma no hospital, préximo as unidades de terapiaintensiva? ( ) sm () ndo

Quais as medidas de isolamento da area em reforma, adotadas?
1-

Qual o tipo de aparelho climatizador de ar, da sala de terapia intensiva?
() central, exclusivo da sala de terapiaintensiva

() central, compartilhando com outros setores.qual setor?

() aparelho individual tipo split

() apareho individuad tipo janela

) menor gue 60.000 btu/hora

Qual a potencia dos aparel hos da unidade de terapia intensiva?
(
() maior que 60.000 btu/hora
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() néo sabe informar
Se carga maior que 60.000 btu/hora, possui:

Possui responsavel técnico () sm () ndo
Plano de manutencéo e controle () sm () ndo

Como € o plano de manutencéo e controle?

Ha presenca de pombos proximos a parte externa dos aparel hos, ou em volta do prédio?
( )sm ( )ndo

Como séo as condicdes do loca de captacdo do ar externo?

Em relacdo aos ambientes contiguos, a pressdo do ar nas salas de operacao €é:
( ) positiva( ) negativa ( ) positiva/negativa, conforme necessario
() ndo hacontrole de pressdo () ndo sabe

O local de captacdo do ar externo:

( ) avenida ou ruafrontal do hospital

( ) pétio do hospital

( ) telhado do hospital

() corredor de circulagéo interna do hospital
( ) pétio da cozinha do hospital

() n&o soube informar

Aparehos de janela/split

1-Limpeza

1.1- Existe umarotina de limpeza dos filtros?
( )sm ( )ndo

1.2- Quando é necessaria a limpeza do filtro?
1.3- Qua éointervao de limpeza dos filtros

( ) semana ( ) quinzenal ( ) mensal ( ) outros
( ) ndosabe( ) nuncafez

2-Desinfeccdo
2.1- E feitaadesinfeccdo do filtrode ar? ( ) sm( ) ndo
2.2- Quando é feita a desinfeccdo do filtro?

2.3- Qual produto utilizado?
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2.4- Qual atécnica empregada?

3. Troca do filtro

3.1- A troca do filtro externo é feita:

() semanalmente () quinzenamente ( ) mensal ( ) anua
( ) ndosabe( ) nuncatrocou () quando ha necessidade

3.2. Como é definido a necessidade da troca do filtro?

4- Do gabinete do aparelho de ar condicionado

4.1- O aparelho é retirado do seu local para limpeza em seu interior?
( )sm( )ndo

4.2- Qua é aprazamento desta retirada?
( ) semana ( ) mensal () quinzena ( ) semestral
( )anua ( ) ndosabe( ) nuncafoi redizado

Aparelhosde ar condicionado do tipo central

1- Existe relatorio escrito de manutencéo e limpeza do sistema?
( )sm ( )ndo

2- O ponto de entrada do ar na sala localiza-se na
parte superior () parteinferior ()

3- O ponto de exaustdo de ar, da salalocaliza-se
parte superior () parteinferior ()

4- S&o feitas quantas trocas de ar total/hora?
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5- Limpeza do Sistema:

Aprazamento

Unidade Nunca 3

Semanal | Quinzena | Mensal | Semestral OUtr.OS’ realizou Neo

Quais? I Sabe

impeza

Limpezade
Tomada de ar
externo
Limpezade
filtros

Troca de filtros

Limpezade
bandgade
condensado

Limpeza dos
dutos

Check list:

1- Na(s) sda(s) de unidade intensiva de tratamento, ha sinais visiveis, presumiveis
macroscopicamente, da presenca de infiltracéo / fungos?

() mancha escurecida nas paredes

() rachaduras

() pintura apresentando alteracdes de superficie semelhantes a bolhas

() marcas de umidade em teto e parede

2- Ha presenca de particulas macroscopicamente visiveis nas entradas e saidas do ar, dentro da
salade cirurgia?
( )sm( )ndo

3- Existe ruido perceptivel do sistema de climatizacdo?
( )sm( )ndo

4- A renovagdo do ar € mantida:

() aberta( ) fechada ( ) ndo sabe ( ) controles foram removidos (aplicavel a aparelho de
janela)

5- Ha sinais de corrosdo perceptiveis no gabinete ou nas saidas do ar condicionado
( )sm( )ndo

6- Ocorrem brechas entre a parede ou teto onde esta localizada a moldura do aparelho de ar
condicionado ou as entradas/saidas de ar?
()sm( )néo

7- Nota-se presenca de odores “estranhos” na sala de cirurgia?
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( )sm ()néo

8- Os revestimentos dos dutos est&o integros e limpos?
( )sm( )ndo( ) naofoi possivel acesso
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Anexo 2

ASSOCIACAO DE PROTECAO A MATERNIDADE E A
\\ INFANCIA DE CUIABA

Enrtidade Mantenedora

Oficio n.° 100/D.G/2007 Cuiaba — MT, 18 de julho de 2007.

A

Mestranda

SARA DE ALMEIDA A. SIMOES
Farmacéutica-bioguimica

Prezada Senhora,

Autorizo a coleta de material nos aparelhos de ar
condicionados nas unidades de terapia intensiva do Hospital Geral
Universitario, solicitado pela mestranda Sara de Almeida A. Simdes.

A pesquisadora deverd entrar em contato com as
enfermeiras Lillan Andreia Fleck & Chrystianne M. Casoni Cardoso
responsaveis pelas unidades de terapia intensiva, para marca data e
horario.

Atenciosamente,

{5
Vander Fe B a®

Diretor

Rua Treze de Junho — 2101, Bairro Centro — GEP. 78025-000 - Cuiaba — MT
Telefone (85) 3616-7000 - E-mail: hguiterra. com.br
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Ao

M. D®, Diretor Superitendente do Hospital Universitario Jilio Milller
Universidade Federal de Mate Grosso

Prof® Dr®. José Carlos Amaral

Senhor Diretor,

Solicito 4 VS", aulorizaghio para colheita de materiais sélidos e liguidos
dos aparelhos de ar condicionado localizados nas wnidades de terapia intensiva, sob a
supervisio da Prof Dr* Rosane Christine Hahn, pesquisadora e orientadora do Mestrado
em Ciéncias da Saide da Faculdade de Ciéncias Médicas’'UFMT, para o projeto de
pesquisa intitulado,: “Microbiota fiingica dos condicionadores de ar nas unidades de
terapia intensiva adulto e neonatal dos hospitais universitdrios em Cuiaba-MT", que
serd desenvolvido por mim, sob a orientagio da Dra Rosane Hahn,
Os resultados do referide estudo originarfo dissertagio de mestrado,
arligos cientificos e serfo apresentados a esta instituicio como cu-panicipantc‘dn
trabalho.

Certa de contar com o vosso apoio

Atenciosamente, o ltbor & {._,;,—
Subscrevo-me, c;-___ ﬂ_[ur'r}" r,a.J(F
G cho =
';':5:,"—-

Ddorareobe . Sara k‘%\;;’gh A. Simbes ot fa b

bl

e

Farmacéutica-bioguimica / P 'et =
Mestranda da FOM/UFMT o i
ok =kl i -.-.-I: N -:I..I ﬁw
:::.I:ﬂ” I=J'I-.'l II1.-’|' T Hll..}'-l ,-'..'l"'l-'n.“-

Cuiabd, 16 de julho de ;uﬂw_f;“.m::.
vt .__-_._L.-;_--"-'- "q.'. oyt
ik )'j.'h.l
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Al
M. D, Diretor Superitendente do Hospital Universitario Jilio Miiller
Dr®, José Carlos Amaral

Senhor Diretor,

Comunico & VS*, que o projeto de pesquisa intitulade:  “Microbiata
fingica dos condicionadores de ar nas unidades de terapia intensiva adulto e neonatal
dos hospitais universitarios em Cuiabd-MT", que sera desenvolvido pela mestranda em
Ciéncias da Saide/FCM  Sara de Almeida Alves Simdes, sob orientagio da Prof Dr
Rosane Christine Hahn, no & necessirio ser submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa, por se tratar apenas de colheita e identificagio de fungos ambicntais e
nenhuma colheita de espécimens clinicos em pacientes ou trabalhadores, nio ferindo
portanto nenhum principio ético,

Colaco-me 4 vossa disposiciio para qualquer esclarecimenta,

Atenciosamente,

Subscrevo-me,

(rombe Lo
Prof Dr® Maria Aparecida Munhoz Gaiva

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa - HUIM

RECEEEHDS? Cuiaba, 07 de agnsto de 2007,

.!'7’5 | & T
gm 2 L=
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Anexo 3
Meosde cultura

Os meos de cultivo utilizados neste trabalho seguem descritos a seguir, com suas

respectivas formulagdes segundo os fabricantes, e modo de preparo.

AGAR AVEIA

Forma desidratada adquirida comercialmente sob a denominagdo: Agar oatmeal (SIGMA-
ALDRICH)

Forma de Preparo:
A cada 1L destinado ao preparo da solucdo do meio de cultura, pesar 72,5 g de meio desidratado.

AGAR BATATA

Forma desidratada adquirida comercia mente sob a denominaggo: Difco ™ Potato Dextrose Agar

Composi ¢éo:
Infusdo de batatas de 200 g 409
Dextrose 20.0¢g
Agar 15.0 g
Forma de preparo:

Suspender 39 g do meio em 1L de agua destilada. Homogeneizar completamente.
Aquecer com agitacdo freguiente e ferver por um minuto para completa dissolu¢do da mistura.
Autoclavar a 121°C por 15 minutos. Para alterar a reacéo e atingir pH 3.5, desaquecer a solugéo
até 45-50°C e assepticamente adicionar a quantidade estéril apropriada de &cido tartarico 10%
para cada L de solucdo em média. Homogeneizar bem. N&o reagquecer a solucdo. Testar amostras
ao finalizar o produto visando a realizacdo estavel e controle do meio de cultura. O pH final deve
ser56+0.2

AGAR FUBA

Forma desidratada adquirida comercialmente sob a denominacdo: Corn meal Agar (SIGMA-
ALDRICH)

Forma de preparo:

A cada 1L destinado ao preparo da solugdo do meio de cultura, pesar 17.0 g de meio desidratado.
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AGAR AGAR
Forma desi dratada adquirida comercialmente sob a denominagso: Bacto™ Agar (BD)

Objetivo: Agente de solidificagdo no qual as matérias estranhas, as paredes pigmentadas e os sais

foram reduzidos ao minimo.
AGAR SABOURAUD

Forma desidratada adquirida comerciamente sob a denominag&o: Difco '™ Sabouraud Dextrose

Agar

Objetivo:

E o principa meio de cultura usado em micologia. Este meio favorece o crescimento
destes microorganismos pelo seu ato teor de carboidratos e pH acido. Estas mesmas
caracteristicas conferem relativa seletividade a este meio, inibindo vérias espécies de bactérias.
O meio pode ser enriquecido e a seletividade aumentada, duplicando-se seu teor de agUcar. Esta

variacdo é conhecida como Agar Sabouraud Dextrose.

Composi ¢éo:
Digerido péptico detecido animal 5.0g
Digerido pancredticodecaseina  5.0g
Dextrose 40.0¢g
Agar 1509
pH 56+0.2
Forma de preparo:

Suspender 65.0 g do p6 em 1 L de &gua destilada. Homogeneizar completamente. Aguecer com
freqUente agitacdo e ferver por 1 minuto pra completa dissolug&o do p6. Autoclavar a 121°C por
15 minutos. Evitar super aguecimento. Testar amostras ao finalizar o produto visando a

realizacdo estavel e controle do meio de cultura
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B.H.I.—Brain Heart I nfusion

Forma desidratada adquirida comercialmente sob a denominacio: BACTO™ Tryptic Soy Broth
Soybean — Casein Digest Medium

Composi ¢éo:
Digerido pancredticodecaseina 17.0g
Digerido enzimético de soja 30¢g
Dextrose 259
Cloreto de sodio 50¢9
Fosfato dipotassico 25¢g
pH final . 73+£0.2

Forma de preparo:

Suspender 30.0 g de p6 em 1 L de &gua destilada. Mexer bem. Autoclavar 121°C por 15 minutos.
Anadlisar amostras do produto final para verificar seu rendimento usando cultivos de controle

tipicos e estaveis.

CLORANFENICOL

Forma desidratada adquirida comercialmente sob a denominagdo: Chloramphenicol (SIGMA-
ALDRICH)

Objetivo:
E o principal antimicrobiano usado para evitar crescimento de bactérias no meio cultura de Agar

Sabouraud Dextrose.

CZAPEK DOX BROTH
Forma desidratada adquirida comercialmente sob a denominag&o: Czapek Dox Broth

Objetivo:

Utilizado para estudar espécies fungicas que metabolizam fontes inorganicas de azoto,
tais como as espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium, devendo sempre ser utilizado para
estes dois géneros, pois as descrigdes de pigmento, textura e estruturas micromorfol égicas desses

fungos sdo classicamente realizadas a partir de seu cultivo nesse meio especifico.
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Composicéao:
Sacarose
Nitrato de sodio

Fosfato dipotéssico
Sulfato de magnésio
Cloreto de potassio

Sulfato ferroso

Forma de preparo:

30.0g
3.0g
1.0g
0.5g
0.5g
0.01g

Dissolver 35 g do p6 em 1 L de agua destilada. Autoclavar a 121° C por 15 minutos.

Obs.: Foi acrescido aeste meio acada 1L, 18 g de agar-agar para optimizar a consisténcia

(Lacaz, 2002).

EXTRATO DE MALTE

Forma desidratada adquirida comercialmente sob a denominacéo: Malt Extract Agar (Fluka-

BioChemica)
Composicéo:
Extrato de malte
Peptona micolgica
Agar
pH final
Forma de preparo:

Suspender 50 g em 1 L de agua destilada e ferver ate dissolugdo completa. Esterilizar a solucéo

pela autoclavagem a 115° C por 10 minutos. Para inibicdo de crescimento bacteriano, acido

300g/L
50g/L
150 g/L
54+0.2a25°C

l&tico filtrado a 10% estéril pode ser adicionado para ajustar o pH a 3.5

LACTOFENOL

Solucdo adquirida comerciamente sob a denominagdo: Lactofenol (Azul Algoddo) da marca

Newprov

Objetivo: Corante utilizado para visualizacéo de fungos hialinos em microcultivos.

Obs.: Excelente para observacdo de fungos, pois o fenol destréi inativando os fungos e o acido

|&tico aumenta a preservacao.
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MY COSEL — Mycobiotic Agar

Forma desidratada adquirida comercialmente sob a denominagdo: BBL™ Mycose™ Agar

(BD)

Composicéao:
Digerido desoja 10.0g
Dextrose 10.0g
Agar 15.59
Cicloheximida  0.4g
Clorafenicol 0.059

Forma de preparo:

Suspender 36 g do p6 em 1 L de &gua destilada. Homogeneizar bem e aquecer sem ferver, até

dissolver completamente o po. Autoclavar a 118°C durante 15 minutos.
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