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Resumo

Obijetivo

Monitorar e caracterizar fungos anemofilos e leveduras de fontes bidticas e abitticas
de uma unidade hospitalar.

Métodos

As coletas foram realizadas mensalmente e em dois periodos, do centro cirdrgico
e unidades de terapia intensiva adulto e neonatal em hospital de Araraquara,
Estado de S&o Paulo. Para coleta de fungos anemofilos foi utilizado amostrador
tipo Andersen de simples estagio. A pesquisa de leveduras foi feita das maos e de
orofaringe de profissionais de saide, bem como de superficies de leitos e de
macanetas das areas criticas.

Resultados

Foram recuperados do centro cirrgico 32 géneros de fungos anemofilos e 31 das
unidades de terapia intensiva. Os géneros mais freqiientemente isolados foram
Cladophialophora spp., Fusarium spp., Penicillium spp., Chrysosporium spp. e
Aspergillus spp. Durante o periodo de estudo, houve reforma e implantagdo de uma
unidade dentro do hospital, que coincidiu com o0 aumento na contagem de col6nias de
Cladophialophora spp., Aspergillus spp. e Fusarium spp. Leveduras foram
encontradas em 39,4% dos profissionais de sadde (16,7% das amostras dos espacos
interdigitais, 12,1% do leito subungueal e 10,6% da orofaringe) e, em 44% das
amostras do mobiliario, com predominio do género Candida (C. albicans, C.
guilliermondii, C. parapsilosis e C. lusitaniae) seguido por Trichosporon spp.
Conclusdes

Observou-se nimero relativamente elevado de fungos aneméfilos (potencialmente
patogénicos) em dareas especiais e niveis expressivos de leveduras em fontes
bidticas e abioticas. O monitoramento microbioldgico ambiental deve ser realizado,
principalmente em salas especiais com pacientes imunocomprometidos, sujeitos a
exposicao de patdgenos do meio ambiente, assim como, advindos de profissionais
de salde.

Abstract

Objective
To monitor and characterize airborne filamentous fungi and yeasts from abiotic and
biotic sources within a hospital unit.
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Methods

Collections were carried out on a monthly basis, at two different time periods, from
the adult and pediatric intensive care units and surgical center of a hospital in
Araraquara, Southeastern Brazil. Collection of airborne fungi was carried out using
a simple-stage Andersen sample. The presence of yeasts was investigated in samples
taken from the hands and oropharynx of staff members as well as from the surface of
beds and doorknobs inside the critical areas.

Results

Thirty-two genera of airborne fungi and were recovered from the surgical center and
31 from the intensive care units. Genera most frequently isolated were Cladophialophora
spp., Fusarium spp., Penicillium spp., Chrysosporium spp., and Aspergillus spp.
During the study period, a new unit was built in the hospital, which coincided with an
increase in Cladophialophora spp., Aspergillus spp., and Fusarium spp. colony counts.
Yeasts were found in 39.4% of samples obtained from healthcare staff (16.7% from
interdigital spaces, 12.1% from nailbeds, and 10.6% from oropharynx) and in 44% of
furniture samples, with a predominance of the Candida genus (C. albicans, C.
guilliermondii, C. parapsilosis e C. lusitaniae), followed by Trichosporon spp.
Conclusions

We found a relatively high number of airborne fungi (potentially pathological) in
special areas and expressive levels of yeasts in both biotic and abiotic samples.
Microbiological and environmental monitoring should be conducted, especially in
special areas which include immunocompromised patients, who are more susceptible

to the exposure to environmental and staff-derived pathogens.

INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, aimportancia dos bioaerossois
tem sido enfatizada, por estarem relacionados a sau-
de das pessoas, levando ao aparecimento de patolo-
gias que vao de alergias a infec¢bes disseminadas em
pacientes suscetiveis.® A determinacdo da composi-
¢do e concentracdo de microrganismos anemofilos
de &reas internas e/ou externas, em &reas criticas de
hospitais tem sido enfatizada como extremamente
necessaria.! Hospitais constituem ambientes que ne-
cessitam de maior atengdo, no que diz respeito ao
monitoramento ambiental das areas criticas. A finali-
dade dessa agdo é identificar possiveis fontes de con-
taminacao/disseminacdo e os possiveis agentes etio-
ldgicos envolvidos. Por outro lado, em ambientes
climatizados, o acimulo de umidade e material orga-
nico em bandejas de ar-condicionado pode torna-las
poderosas fontes dispersoras de bioaerossois.

As infeccdes fungicas de origem hospitalar passa-
ram a ser de grande importancia nos Gltimos anos, pelo
seu aumento progressivo e pelas elevadas taxas de
morbidade e mortalidade.**® Muitas dessas infecgdes
sdo de origem enddgena e outras podem também ser
adquiridas por via exogena, pelas maos dos trabalha-
dores da &rea da salde, infusos contaminados,
biomateriais e fontes inanimadas ambientais.’*® O
monitoramento de bioaerossdis, da microbiota das &reas
adjacentes e mdos dos profissionais de salde, pode
fornecer informacdes epidemioldgicas de microrganis-
mos relacionados a infec¢des nosocomiais.®?

Assim, no presente estudo foi realizado o monito-
ramento ambiental de areas em hospital, isolando e
quantificando bioaerossois fungicos, assim como le-
veduras de fontes abidticas e de trabalhadores da &rea
de salde.

METODOS

O estudo foi realizado em hospital na cidade de
Araraquara, SP, em areas criticas, no periodo de outu-
bro de 2001 a agosto de 2002, mensalmente. Essas
areas incluem unidades de terapia intensiva (UTI),
adulto e pediétrica, centro cirtrgico, ambos climati-
zados artificialmente com ar condicionado e/ou ven-
tilador, porém sem protecédo por filtros HEPA (high-
efficiency particulate air). As coletas do ar das areas
criticas foram realizadas em dois periodos, uma pela
manhd, logo ap6s a limpeza dos ambientes e outra a
tarde ao final do expediente.

A amostragem do ar totalizou 196 coletas das areas
criticas do hospital (centro cirdrgico e UTI adulto e
neonatal) com o aparelho apropriado, utilizado de acor-
do com Andersen.'® Amostras de pontos de acesso as
areas criticas e, de um ponto externo ao prédio, imedi-
atamente de frente a saida principal foram coletadas
nos mesmos dias da amostragem de areas internas.

De acordo com o teste-piloto, para o isolamento de
fungos anemdéfilos foi utilizado meio de agar
Sabouraud+cloranfenicol e coletados cerca de 80 li-
tros de ar. A identificacdo dos fungos anemdfilos foi
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Tabela - Fungos anemodfilos isolados do Centro Cirargico e Unidades de Terapia Intensiva em diferentes periodos.

Ocorréncia Total de colénias no ambiente
fangica (UFC/m?¥
Género CcC UTI CcC-M CC-T UTI - M UTI-T
Cladosporium spp. + + 6.338 16.587 11.587 11.192
Fusarium spp. + + 2.350 900 514 612
Penicillium spp. + + 912 813 1.425 950
Chrysosporium spp + + 401 562 637 950
Aspergillus spp. + + 362 289 775 413
Aureobasidium spp. + + 562 200 238 476
Mycelia sterilia + + 350 300 64 237
Trichoderma spp. + + 325 100 62 250
Monilia spp. + + 89 275 162 175
Paecilomyces spp. + + 262 200 26 75
Curvularia spp. + + 162 13 75 212
Rhodotorula spp. + + 200 138 38 63
Chaetomium spp. + + 275 12 137 -
Stemphylium spp. + + 162 100 87 38
Rhinocladiella spp. + + 75 38 88 150
Exserohilum spp. + + 25 - 201 125
Epicoccum spp. + + - 75 137 88
Phoma spp. + + 100 25 13 100
Alternaria spp. + + 26 26 137 25
Nigrospora spp. + 162 51 - -
Syncephalastrum spp. + + 51 87 37 37
Bipolaris spp. + + 25 25 87 26
Dactylaria spp. + + 12 - 12 112
Acremonium spp. + + 25 12 87 —
Conidiobulus spp. + - - 87 37
Verticillium spp. + + 12 - 100 -
Gliocladium spp. + 62 37 - -
Pithomyces spp. + + - 25 25 12
Sepedonium spp. + - —- 50 -
Scopulariopsis spp. + + - 25 12 -
Sporotrichum spp. + + - 12 25 -
Ulocladium spp. + + - 12 - 25
Scedosporium spp. + 25 - - -
Emonsia spp. + - - - 12
Geotrichum spp. + 12 - - -
Total 32 31 13.362 20.939 16.925 16.392

CC: Centro Cirtrgico; UTI: Unidades de Terapia Intensiva; M: Manha; T: Tarde

baseada na associacdo dos aspectos macroscopicos
com as caracteristicas microscopicas do exame dire-
to da cultura primaria. Posteriormente, foram confir-
madas pelas caracteristicas de esporulagdo no
microcultivo com meio Lactrimel.20

No mesmo periodo, a pesquisa de leveduras foi re-
alizada nas méos, unhas (espacos interdigitais e lei-
tos subungueais) e mucosa oral de 66 profissionais
de saude, que estavam diretamente em contato com
os pacientes das UTI e do Centro Cirdrgico. O mate-
rial de superficie de mobiliario, num total de 91 amos-
tras, foi coletado com swab das macanetas, leitos e
aparelhos telefénicos nas UTI e Centro Cirdrgico.

Para o isolamento das leveduras de fontes bidticas
e abidticas foi empregado o meio de agar Sabou-
raud+cloranfenicol. As leveduras foram identifica-
das previamente em meio CHROMagar Candida®. O
resultado foi associado ao teste de filamentacéo, for-
macao de tubo germinativo em duas horas e as pro-
vas de assimilacdo e fermentacdo de fontes de car-
bono e nitrogénio para confirmacdo. A identifica-
¢do foi baseada em Kurtzman & Fell® e Mendes-
Giannini & Melhem.*?

Os testes de Kruskal-Wallis, Mann-Whitney, Anova-
Manova e teste-t foram aplicados para avaliar as vari-
aveis associadas ao periodo, ao local e, a0 més de
isolamento, bem como a prevaléncia entre os géne-
ros isolados. Para tanto, foi utilizado o software
Biostat 3.0°.

RESULTADOS

Fungos potencialmente patogénicos e toxigénicos
foram isolados em ambos ambientes e periodos (Ta-
bela). No Centro Cirdrgico e nas UTI foram isolados
32 e 31 géneros, respectivamente. A analise quantita-
tiva da contagem de coldnias, entre os periodos, foi
relativamente semelhante nas UTI, mas ndo no cen-
tro cirdrgico (p<0,05). Cladophialophora spp. foi o
género predominante durante a manha (59,2%) e tam-
bém a tarde (74,4%), com diferenca significativa
(p<0,05) entre os periodos e determinados meses.

Foram obtidas 33.317 UFC/m® das UTI, com valor
médio de 317,1 UFC/m?® para ambientes internos e
454,6 UFC/m? para os externos as salas, porém inter-
nos ao prédio. Do centro cirrgico, foram isoladas
34.301 UFC/m® com média de 332,2 UFC/m?® dos
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cativo (p<0,05) no més de marco, no periodo
da tarde, caindo gradativamente nos meses
seguintes (Figura 1).

Nas UTI, mais de 60% dos isolados de to-
das as salas, correspondiam ao género
Cladophialophora spp. Houve correlacdo
entre 0 nimero de col6nias com o ndmero de
leitos ocupados, em ambos periodos. Fusa-
rium spp. foi encontrado nas cinco salas, en-
quanto que Aspergillus spp. apareceu em qua-
tro. No periodo da manha da UTI adulto, o
género Cladophialophora spp. manteve-se
estavel nos meses de outubro, dezembro e
fevereiro, comecando a elevar-se em abril e
com maior pico em julho (p<0,05). O mesmo
ocorreu no periodo da tarde, porém as conta-
gens foram proporcionalmente menores, e as
diferencas entre os periodos foram significa-
tivas (p<0,05) nos meses de outubro, feve-
reiro e julho (Figura 2).

Na UTI neonatal (Figura 3), o género Cla-
dophialophora spp. prevaleceu nos meses de
julho (p<0,05) e abril (p<0,05), respectiva-
mente, nos periodos da manha e da tarde, com
subsequente diminui¢do em sua contagem.

XY Cladophialophora spp.
E Penicillium spp.

(MM Fusarium spp.

|:| Aspergillus spp.

No periodo da reforma, houve diferenca
significativa (p<0,05) na contagem de fun-
gos anemofilos em relacdo aos meses de

Figura 1 - Principais géneros isolados do centro cirtrgico em UFC/m?
(média geométrica + desvio-padrao) no perfodo da manha e da tarde em
coleta anual nos meses de novembro, janeiro, margo, maio, junho e agosto.

ambientes internos e 482,8 UFC/m® dos externos.
Foram realizadas 46 amostragens de pontos externos
das UTI adulto e neonatal e do centro cirtrgico, per-
fazendo os totais de 10.487 UFC/m? e 4.401 UFC/m?,
respectivamente. Do ambiente externo ao prédio,
5.388 UFC/m?® foram isoladas em oito coletas, apre-
sentando média de 673,5 UFC/m®,

No centro cirlrgico, Cladophialophora spp.,
Fusarium spp., Penicillium spp. e Aureobasidium spp.
estavam presentes nos 10 pontos internos avaliados.
Fusarium spp. foi isolado de todas as salas, no perio-
do da manhd e em nove, dos 10 pontos, no periodo da
tarde. Aspergillus spp. foi encontrado em quatro dos
10 pontos no periodo da manha. A avaliagdo eviden-
ciou que Fusarium spp. prevaleceu significativamen-
te (p<0,05) no més de margo no periodo da manhg;
Aspergillus spp., no més de maio, foi isolado em va-
lores semelhantes ao do fungo demécio, enquanto
que, nos outros meses predominou o género Clado-
phialophora spp. Esse género teve aumento signifi-

amostragem. O género predominante foi en-
contrado em indices mais altos nos ambien-
tes externos, quando comparados aos inter-
nos, principalmente no periodo da tarde (da-
dos ndo mostrados).

Outro aspecto da pesquisa focalizou-se nos profis-
sionais de saude das UTI adulto e neonatal, e centro
cirdrgico. Leveduras foram isoladas em 39,4% des-
ses profissionais. Em relacdo as amostras, 12,1% fo-
ram isoladas do leito subungueal, 16,7% dos espacos
interdigitais, e 10,6% da orofaringe.

Das amostras positivas dos profissionais, Candida
albicans representou 23%, C. parapsilosis 19%, Can-
dida spp. 19%, C. guilliermondii 8% e Trichosporon
spp. 31%. C. albicans foi isolada predominantemen-
te da orofaringe, C. parapsilosis, de espagos inter-
digitais e subungueais, assim como Trichosporon spp.

O total de 91 amostras foi colhido do mobiliario,
das quais 44% foram positivas para presenca de leve-
duras. O género Candida foi predominante (70%),
seguido por Trichosporon spp. Candida guillier-
mondii prevaleceu no ambiente, principalmente nas
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macanetas, em 52% do total, onde também 60 - UTI - Adulto - Manha
se isolou C. lusitaniae (5,0%), C. parapsi- 50 ]
losis (3,0%), Candida spp. (10%) e Trichos- i
poron spp. (30%). Trichosporon spp. foiiso- o 40 §
lado de todos os ambientes pesquisados, pre- 3 §
dominando nas macanetas e no ar do ambi- g 307 §
ente interno as UTIs. 9 20 - §
- \
DISCUSSAO 107 - §
Os fungos apresentam variagdes muito §
amplas em sua incidéncia, de acordo com a A0 e ber | Fev . Abr . Ma . ou
estacdo do ano, temperatura, umidade relati- Més
va do ar, hora do dia, velocidade e direcdo
dos ventos, presenca de atividade humana e 60 1 UTI - Adulto - Tarde
tipo de climatizagdo dos ambientes 51112 50 ]
A determinacdo da composicdo e con- S 40
centragdo de microrganismos anemofilos  * 30 4
de &reas externas ou internas, em areas cri- g
ticas de hospitais tem sido pouco pesqui- £ 20 :
sada, mas alguns estudos tém enfatizado §
sua importancia, devido ao aparecimento §
desses agentes em infec¢es nosocomiais.t §
N

No presente estudo, cerca de 30 diferentes
géneros foram isolados de ambiente hospi-

talar, predominando Cladophialophora spp.,
Fusarium spp., Penicillium spp., Chrysospo-
rium spp. e Aspergillus spp. O nimero de

Y Cladophialophora spp. ([ Fusarium spp.
E= Penicillium spp. [ Aspergillus spp.

estudos que abordam o tema no Brasil € pe-  Figura 2 - Principais géneros isolados da UTI - Adulto em UFC/m* (média
queno, assim ha poucos dados relativos a geométrica + desvio-padrdo) no periodo da manha e da tarde em coleta
microbiota aneméfila de hospitais Silva et anual nos meses de outubro, dezembro, fevereiro, abril, maio e julho.

al? verificaram a microbiota fungica do ar e

de pisos de um hospital e encontraram principalmen-
te Cladosporium spp. (65,0%), Aspergillus spp.
(37,1%), Mycelia sterilia (26,9%), Fusarium spp.
(20,1%), Penicillium spp. (19,8%), Aureobasidium
spp. (18,4%), Curvularia spp. (16,2%) e Nigrospora
spp. (15,3%). A prevaléncia de Cladophialophora ja
tem sido reportada em estudos de bioaerossoéis de
varias cidades brasileiras.5

Durante a realizagdo do presente trabalho, houve
reforma e implantagdo de uma unidade dentro do
hospital, coincidindo com o aumento na contagem
de propéagulos, principalmente de Cladophialophora
spp. No periodo pré-reforma houve aumento signifi-
cativo do género Fusarium spp. (p<0,05), fungo po-
tencialmente patogénico e descrito atualmente em
casos de doenga invasiva.?’ Aspergillus spp. foi isola-
do de ambientes especiais em ambos os periodos, e,
em niveis semelhantes aos de Cladophialophora spp.
no ambiente interno do CC, no més de maio, periodo
da tarde, coincidindo com a reforma. Nesse periodo
houve aumento de contaminagdo do ar do ambiente

externo ao prédio (dado ndo apresentado), concomi-
tante com o ar interno, recuperando-se 0S Mesmos
géneros de ambos ambientes, sugerindo influéncia
de fatores externos nos niveis de contaminag&o inter-
nos, como ja descrito na literatura.? Houve também
aumento nos indices de Cladophialophora spp. em
todos os pontos internos, quando comparado aos
meses anteriores e a contagem desse fungo foi maior
no ambiente externo ao prédio. Apds o término da
reforma, houve declinio gradativo tendendo a niveis
anteriores, em especial do género Cladophialophora
spp. no centro cirargico e UTI neonatal no periodo
da tarde, evidenciando a importancia do monitora-
mento ambiental para a orientacdo de medidas pre-
ventivas. Varios estudos sugerem que a distribuicdo
de fungos, tanto em termos de concentragdo como
nos diferentes géneros que o comp8em, variam entre
as areas geograficas e sao influenciados por fatores
ambientais e sazonais.b131724

Os valores encontrados sdo considerados altos para
tais ambientes, principalmente comparando-se com
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120 - . término, & semelhanga dos resultados aqui ob-
110 § UTI- Neonatal -Manha oy ados. Igualmente, Bouza et al? (2002) ob-
1007 servaram que o trabalho de demolicio em um
gg ] hospital foi associado com aumento da conta-
Q 701 gem de colbnias no ar externo e interno ndo
o 60 7 protegidos com filtros HEPA, voltando a ni-
g 50 1 veis basais ap6s 11 dias. Aspergillus fumigatus
L ;‘8 ] foi isolado em maior quantidade, seguido por
20 Penicillium spp. Aspergillus niger, Aspergillus
10 - flavus, Aspergillus spp., Fusarium spp. dentre
o4 outras espécies. Por outro lado, Aspergillus spp.
’ foi o fungo filamentoso mais isolado por
Panagopoulou et al*® (2002) em estudo multi-
céntrico em hospitais, constituindo 70,5% dos
120 - UTI - Neonatal - Tarde  1S0lados. Mousa et al** (1999) verificando a
110 correlacdo entre isolados fungicos de feridas
100 7 de queimadura com as superficies ambientais
gg 1 da unidade de terapia de queimados (UTQ),
S 70 isolaram Aspergillus niger em maior quantida-
o 60 - de em ambos: pacientes e ambientes. Entretan-
g 50 7] to Ulocladium spp. foi o isolado mais comum
5 gg g no grupo controle (culturas obtidas de lugares
50 -] externos a UTQ), sugerindo que as infecgBes
10 fungicas podem ser adquiridas pelos pacientes

0 nas unidades de terapia de queimados.

-10 -

No presente estudo foi também realizado

XY Cladophialophora spp. [ Fusarium spp.
E= Penicillium spp. [ Asperdillus spp.

0 monitoramento das areas contiguas aos lei-
tos dos pacientes e de profissionais da sadde
que atendiam o CC e as UTlIs. C. albicans,

Figura 3 - Principais géneros isolados da UTI - Neonatal em UFC/m?
geométrica + desvio-padrao) no periodo da manha e da tarde em

anual nos meses de outubro, dezembro, fevereiro, abril, maio e julho.

os valores encontrados por Tavora et al.* Um fator
complicante é a falta de referéncias para ambientes
climatizados tido como especiais. Nos ambientes ex-
ternos as salas do cento cirdrgico e UTI foram encon-
tradas médias mais altas que as internas porém, mais
baixas que a encontrada no ambiente externo ao pré-
dio. Os dois setores investigados eram areas artifici-
almente climatizadas e sem utiliza¢&o de filtros HEPA.
Porém, a climatizagdo nas UTI foi menos regular, uti-
lizando-se também, em certos dias, ventilagdo natu-
ral. A diferenga entre o nimero total de fungos isola-
dos é evidente no centro cirdrgico, provavelmente
pela diferenca de rotina entre os ambientes.

Em estudo de mais de 30 semanas feito durante a
reforma parcial de hospital em Pittsburg, Overberger et
al*” (1995) isolaram Penicillium spp., Aspergillus spp. e,
em menor nimero, Alternaria spp., fungos comumente
isolados, sendo Cladosporium spp. o mais freqiiente-
mente isolado do ar. Esse estudo mostrou que os niveis
de esporos vidveis aumentaram durante o periodo da
reforma, mas voltaram aos niveis anteriores apds o seu

(média  descrita na literatura como principal causa-
coleta 4ora de infecciio nosocomial,* foi a espécie
que prevaleceu nas amostras da equipe de
profissionais. A presenca de leveduras nas
mé&os desses profissionais tem preocupado as equi-
pes de controle de infeccdo hospitalar, pois podem
ser fonte potencial de contaminag&o e disseminacéo
de microrganismos. Na atual pesquisa foram encon-
tradas leveduras em 39,4% dos profissionais de sal-
de. Na literatura, os dados séo bastante dispares, en-
contrando-se desde auséncia a indices que variaram
de 17% a 80%.5%

Candidiase e aspergilose invasiva sdo micoses que
tiveram seu aumento assinalado nos ultimos anos,
principalmente associadas a pacientes imunocompro-
metidos.>?® C. albicans ainda é a principal espécie
envolvida em fungemias, mas espécies ndo-albicans
tém aumentado em freqiéncia, muitas vezes sao re-
fratarias as terapias convencionais.®* Por outro lado,
infecgBes por microrganismos resistentes tém aumen-
tando, propiciando taxas elevadas de 6bitos, aumen-
to do periodo de internacdo, e, conseqiientemente,
onerando mais 0s servigos hospitalares.?

No presente estudo, leveduras do género Trichos-
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poron spp. consideradas emergentes e causadoras de
infeccdo hospitalar,® foram também isoladas em ni-
veis expressivos, tanto na equipe de profissionais como
do ambiente em todos os materiais pesquisados.

Das amostras ambientais de superficie de mobilia-
rio, merece destaque dois isolados de Candida lusi-
taniae, levedura que possui mecanismos para desen-
volver resisténcia a Anfotericina B (sendo algumas
cepas primariamente resistentes).” Uma amostra foi
isolada da macaneta da UTI-neonatal, e a outra, com
intervalo de uma semana, da maganeta da UTI-adul-
to, que estdo fisicamente proximas. Apesar de ndo ter
sido realizada a caracterizagdo genotipica, tal resul-
tado pode sugerir que leveduras sdo carreadas de um
lugar para outro dentro das areas criticas. Embora
Candida spp. fosse a levedura isolada com maior fre-
gliéncia de profissionais de salde e do ambiente, o
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