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RESUMO: (Comparacdo dos métodos gravitacional e de impactacdo para analise

microbiologica da qualidade do ar de interiores)

A poluicdo microbiana é um elemento-chave da poluicdo do ar em ambientes fechados e é
causada por centenas de espécies de bactérias e fungos. Dois dos métodos mais largamente
utilizados de amostragem de ar s@o aqui comparados: sedimentacdo espontanea e impactacéo
em meio sélido com amostrador de Andersen de um estagio. Para isso foram realizadas trés
coletas em trés ambientes com diferentes caracteristicas em uma universidade de Porto
Alegre, Brasil: um auditério com capacidade de 1164 pessoas; uma sala cirdrgica e uma sala
de recuperacdo e inducdo anestésica de um centro cirargico de animais de pequeno porte. No
auditério o coeficiente de correlacéo foi alto (r = 0,775) e o coeficiente de variacao foi menor
nas amostragens passivas (CV = 25,93). Ja nas amostragens do centro cirurgico, 0S
coeficientes de correlacdo foram negativos e os coeficientes de variacdo foram menores nos
métodos ativos. Em todos ambientes foram identificados géneros de fungos oportunistas

como Penicillium spp, Aspergilus spp, Cladosporium spp, entre outros.

Palavras-chave: Amostragem de ar interior, sedimentacao gravitacional, impactador de ar.

ABSTRACT: (Comparison of spontaneous precipitation and impaction methods for

microbiological analyzes of indoor air)

Microbial pollution is a key element of indoor air pollution; is caused by hundreds of species
of bacteria and fungi. Two of the most widely used methods of air sampling are compared
here: spontaneous sedimentation and solid-media impactation with one-stage Andersen
sampler. Three collections were carried out in three environments with different

characteristics in a University of Porto Alegre, Brazil: An auditorium with a capacity of 1164



people; and, in a small animal surgery center, at the recovery and induction anesthetic room,
and at room surgery. In the auditorium the correlation coefficient was high (r = 0.775) and the
coefficient of variation was lower in the passive samplings (CV = 25.93). In the surgical
center samplings, the correlation coefficients were negative and the coefficients of variation
were lower in the active methods. In all environments, opportunists fungi were identified such
as Penicillium spp, Aspergilus spp, Cladosporium spp, among others.

Key words: Indoor air sampling, colon units, microbiology, spontaneous sedimentation, solid

media impactor.



INTRODUCAO

Problemas na qualidade do ar em ambientes fechados vém sendo registrados e
apontados como importantes riscos a saude humana. A qualidade do ar nestes ambientes vem
se tornando cada vez mais importante visto que a populacdo urbana passa, em media, 87% do
seu tempo em ambientes fechados; no trabalho, em atividades fisicas e lazer. Como a maior
parte do ar inalado é ar contido nesses ambientes, 0 monitoramentos e estudos sobre a

qualidade desse ar sdo importantes (Klepeis, 2001; Morais et al., 2010).

A poluicio microbiana é um elemento-chave da poluicéo do ar interior. E causada por
centenas de espécies de bactérias e fungos, em particular fungos filamentosos, crescendo em
ambientes internos quando existe umidade suficiente e temperatura adequada (WHO, 1999).
Em resumo, os edificios modernos fechados propiciaram as condi¢fes necessarias para criar
um nicho ecolégico complexo que se tornou uma possivel fonte de doengas para 0 homem

(Sterling et al., 1991).

De acordo com os padrdes da Organizacdo Mundial de Saude, mais da metade dos
locais fechados como empresas, escolas, cinemas, residéncias e até hospitais tem ar de méa
qualidade. Essa baixa qualidade é causada, principalmente, pela ma higienizacdo dos
aparelhos de ar condicionado e pela falta de controle periddico sobre as possiveis fontes de

contaminac&o (Schimer et al., 2011)

Devido a crescente preocupagdo em monitorar estes ambientes internos, diferentes
métodos de andlise de ar foram testados, mas os estudos existentes ndo sdo conclusivos no
que se refere & comparacdo entre dois dos principais métodos utilizados. No momento, o
unico meio efetivo de quantificar microrganismos no ar é limitado a contagem de Unidade
Formadora de Col6nia (UFC). A contagem de UFC é o parametro mais importante, pois

determina 0s microrganismos Vvivos, presentes no ambiente, que podem se multiplicar. As



amostragens de ar mais usuais sdo feitas com amostrador de ar ativo (impactacdo em meio
solido) e amostragem passiva (sedimentacdo espontanea, método gravitacional) (Pasquarella
et al., 2000). Na amostragem ativa do ar a contaminacdo microbiana é medida contando o
nGmero de UFC por metro clbico de ar (UFC/m?®). Para isso s&o utilizados amostradores de ar
ativo, que coletam um volume conhecido de ar soprado-o sob a superficie de um meio de
cultura nutriente de preferéncia contidos em placas de Petri. Os diferentes modelos de
impactadores sdo dotados de multiplos estadgios ou de apenas um estagio. Esta técnica de
coleta de amostra simula o sistema respiratorio humano, onde a arvore brénquica diminui seu
didametro gradativamente desde o trato respiratério superior (1° estagio) até os alvéolos
pulmonares (6° estdgio) (NUNES, 2005). Ja a amostragem passiva do ar, sedimentacdo
espontanea, consiste em expor placas de Petri contendo um meio nutriente sélido de escolha
deixado exposto ao ar por um determinado periodo de tempo. A indicacdo do tempo de
exposicdo varia de 15 min a 1 h ou mais (Pasquarella et al., 2000). Os resultados sdo
expressos em UFC/area/tempo, ou simplesmente UFC/tempo.

No Brasil existem normas reguladoras da qualidade do ar, em especial aquelas
estabelecidas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Uma destas € a
Resolucdo RE N° 09, de 16 de janeiro de 2003, que estabelece padres de referéncia de
qualidade do ar de interiores, em ambientes climatizados artificialmente de uso publico e

coletivo (Nunes, 2005).

O objetivo geral deste trabalho foi comparar dois dos principais métodos de anélise
microbioldgicas da qualidade do ar de interiores - um método ativo com equipamento
impactador em meio sélido e outro passivo, sedimentacdo espontanea em placas de Petri -
visando elucidar divergéncias nos valores obtidos e obter pardmetro de comparacdo entre 0s

dois métodos. Esperdvamos com isso obter um padrdo de comparacdo confiavel entre os



métodos e a viabilidade de andlises de ar interior eficiente e menos dispendiosa a partir do

método de precipitacdo espontanea.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em uma universidade em Porto Alegre, Brasil e, para compor os dados
de comparacdo entre os métodos, buscaram-se trés ambientes com diferentes caracteristicas:
1) auditério com capacidade 1164 pessoas, 2) sala cirdrgica e 3) sala de recuperacdo e
inducdo anestésica de um centro cirdrgico de animais de pequeno porte. Todos ambientes
analisados eram climatizados com condicionadores de ar e, no centro cirargico, foi relatado a
existéncia de filtros de ar ndo absolutos. As amostragens foram realizadas entre novembro e

dezembro de 2017.

O ar destes ambientes foi amostrado pelos métodos passivo e ativo, consecutivamente,
em cada dia de amostragem. Foi observado o numero de pessoas presentes nos ambientes para
avaliar a associacdo entre o nimero de pessoas e contagem microbiana obtida. Foram,
também, aferidas concentracbes de CO,, bem como temperatura e umidade relativa do ar em

cada dia de amostragem.

As amostragens de ambos métodos foram realizadas utilizando meios comercialmente
prontos de agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol 4% (SabC) e agar tripticaseina de soja

(TSA) para as culturas de fungos e bactérias, respectivamente.

As amostragens passivas foram realizadas conforme Pasquarella et al. (2000), que
especifica o Indice de Contaminacdo Microbiana do Ar (IMA -index of microbial air
contamination): placas de Petri padrdo de 9 cm de diametro foram deixadas abertas ao ar de

acordo com o esquema 1/1/1, por um periodo de 1 h, 1 m do chéo, pelo menos a 1 m das



paredes ou qualquer obstaculo fisico relevante. Os resultados foram expressos em

UFC/4horas conforme preconizado pela RDC 17/2010 ANVISA e também em UFC/dm?/h.

As amostras ativas foram realizadas com impactador de ar em meio sélido, amostrador
de Andersen de um estadgio AES (Sampl’air Lite, Biomérieux, Hazelwood, EUA), com 0s
meios de fungos e bactérias, consecutivamente. O volume de ar amostrado foi de 267 litros
em 10 minutos (26,7 L.min™) para cada uma das culturas; volume dentro dos limites
estabelecidos pela RE 09/2003. O crivo de a¢o inox por onde passa o ar foi sanitizado com
almofadas para assepsia umedecidas com alcool isopropilico 70% (v/v) antes do inicio da

coleta de cada ponto amostral.

Realizadas as coletas, as placas foram encaminhadas ao laboratério e incubadas em
estufa microbioldgica. As placas com os meios TSA foram incubadas a temperatura de 30 a
35 °C para cultivo de bactérias, com a contagem em 48 h. Os meios SabC incubados de 25 a
30 °C com contagem em 5 dias. As colbnias de fungos foram mantidas em estufas apés a
contagem, por até 10 dias, para identificacdo do género com base nas suas estruturas
macroscopicas e microscépicas. As coldnias suspeitas de leveduras foram observadas ao
microscopio Optico e reisoladas por esgotamento para 0 meio de cultura agar Candida
Cromogénico. Todas as andlises laboratoriais foram realizadas no GRAM — Laboratério de

Anédlises Microbiologicas Ltda., Porto Alegre, Rio Grande do Sul.

RESULTADOS

Os pontos escolhidos possuem diferentes niveis de risco de contaminacgéo e, por suas
caracteristicas, se afastam dos limites estabelecidos em estudos semelhantes. De qualquer
maneira, é possivel relacionar os valores obtidos com algumas classes estabelecidas, embora

ndo seja esse 0 objetivo deste trabalho. Foram aferidas concentracdes de CO,, bem como



temperatura e umidade relativa do ar em cada dia de amostragem, mas estas Ultimas nédo

apresentaram variacdo significativa dentro de cada um dos ambientes (Tabela 1).

Tabela 1: Valores obtidos pelos métodos passivo (UFC/4h e UFC/dm?/h) e ativo (UFC/m3),
guantidade maxima de pessoas durante a coleta, concentracdo de CO,, (ppm), temperatura
(°C) e Umidade Relativa (%) em cada uma das amostragens; evidenciado os coeficientes de
correlacdo entre os métodos de coleta; bem como a correlacdo entre cada método e as

variaveis quantidade de pessoas, CO,, temperatura e umidade relativa.

UFC/4h  UFC/dm?/h  UFC/m®  Quantidade Maxima de Pessoas CO; (ppm) Temperatura (°C) Umidade Relativa (%)
108 21 787 482 946 22,1 61,8
Auditério 136 27 2150 442 823 22,6 62,1
80 16 1019 700 927 24,9 60,8
Coeficiente de 0775 passivo ativo passivo ativo passivo ativo passivo ativo
correlacdo (r) ' -0,929 -0,487 -0,785 -0,9999 -0,770 -0,194 0,955 0,553
Sala de recuperagio 156 31 2850 3 948 24,6 54,2
¢ indugdo anestésica 300 59 1723 3 938 24,4 53,4
1492 293 1787 4 965 24,7 55,7
Coeficiente de 0541 passivo ativo passivo ativo passivo ativo passivo ativo
correlacdo (r) ' 0,995 -0,456 0,890 -0,098 0,688 0,238 0,901 -0,123
44 9 1700 0 1126 247 63,1
Sala cirdrgica 220 43 1412 6 1503 237 60,1
28 6 1719 2 1050 251 65,1
Coeficiente de 09998 passivo ativo passivo ativo passivo ativo passivo ativo
correlacdo (r) ! 0,918 -0,926 0,997 -0,995 -0,979 0,974 -0,945 0,938

No auditério a média das amostragens ativas de fungos foi de 552 UFC/m?; dentro do Valor
Maximo de Referéncia (VMR) estabelecidos na RE 09/2003 da ANVISA a qual se aplica a este
ambiente (VMR < 750 UFC/m’®). A contagem total, meios SabC e TSA, do método ativo foi de 1318
ufc/m? com o coeficiente de variagdo (CV) de 55,32%. J4 o método passivo teve média de 108 ufc/4h,
ou ainda 21 UFC/dm?/h com CV= 25,93%. O coeficiente de correlagdo entre as amostras passivas e
ativas se apresentou relativamente forte (r = 0,775 e r* = 0,6) (Figura 1). Das coletas pelo método
ativo neste ambiente foi possivel identificar os géneros de, por ordem de prevaléncia, Cladosporium
spp.; Penicillium spp.; Aspergillus spp.; Trichoderma spp.; Rhodotorula spp.; além de fungos dos
grupos hialinos e dematidceos, os quais ndo foi possivel observar estruturas que permitissem
identificagdo mais detalhada. Ja nas coletas pelo método passivo foram identificados Cladosporium

spp.; hialinos e dematidceos. A concentragdo média de CO, foi de 899ppm.
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Figura 1: Correlacdo entre os métodos passivo (UFC/dm#/h) e ativo (UFC/m3) do auditério.

Na sala de recuperacdo e inducdo anestésica do centro cirlrgico de animais de

pequeno porte a amostragem ativa teve média de 2120 UFC/m® (CV = 29,87%). A

amostragem passiva teve média de 108 UFC/4h, 21 UFC/m%h (CV = 112,96%). O coeficiente

de correlagdo foi negativo e moderado (r = - 0,541 e r* = 0,29) (Figura 2). Os géneros

identificados pelo método ativo foram: Apergillus spp.; Penicilium spp.; Cladosporium spp.;

Alternaria spp.; Rhodotorula spp.; Trichoderma spp.; Fusarium spp.; hialinos e, pelo método

passivo: Penicillium spp.; Aspergillus spp.; Cladosporium spp.; Phoma spp.; grupos de

dematiaceos, hialinos e Candida glabrata. A concentracdo média de CO, foi de 950 ppm.
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Figura 2: Correlacdo entre os métodos passivo (UFC/dm2/h) e ativo (UFC/m3) da sala de

recuperacao e inducao anestésica.



Na sala cirdrgica do centro cirurgico de animais de pequeno porte a amostragem ativa
teve média de 1610 UFC/m® (CV= 10,69%). A amostragem passiva teve média de 97
UFC/4h, 19 UFC/m?/h (CV = 109,45%). O coeficiente de correlacio foi muito forte, porém
negativo (r= - 0,999 e r*= 0,99) (Figura 3). Os géneros identificados pelo método ativo foram
Penicillium spp.; Aspergillus spp.; Cladosporium spp.; Rhizopus spp.; Trichoderma spp.;
Colletotrichum spp.; Rhodotorula spp.; Mucor spp. e alguns do grupo hialinos. Pelo método
passivo Aspergillus spp.; Rhodotorula spp.; Penicillium spp.; Trichoderma spp.; dematiaceos,

hialinos e Candida glabrata. A concentracdo média de CO, foi de 1226 ppm.
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Figura 3: Correlacdo entre os métodos passivo (UFC/dm2/h) e ativo (UFC/m3) da sala
cirurgica.

DISCUSSAO

Em qualquer ambiente, o nUmero de microrganismos que precipitam esta relacionado
ao numero de microrganismos presentes no ar: quanto maior a contaminagdo do ar, maior o
numero de microrganismos sedimentaveis devido a gravidade (Pasquarella et al., 2000). As
amostragens no auditorio foram as que mais se aproximaram desta l6gica quando comparados
0s dois métodos de analises (r = 0,775) (Figura 1). O mesmo néo foi observado nos ambientes

do centro cirdrgico de animais de pequeno porte, onde os coeficientes de correlacdo foram



negativos (Figuras 1 e 2). A relacdo negativa nos ambientes do centro cirdrgico talvez possa
ser explicada pela alta dinamicidade destes ambientes, onde ha fluxo de pessoas e animais
constante. Nestes ambientes foi observada alta correlacdo entre 0 nimero de pessoas € a
contagem total de UFC pelo método passivo; r = 0,995 e r = 0,918 para a sala de recuperacéo
e sala cirurgica, respectivamente. As mesmas dinamicas nao foram observadas para as coletas
ativas em nenhum dos trés ambientes; indicando que o método passivo é mais sensivel a

presenca de pessoas.

A escolha em realizar as coletas passivas e ativas de maneira consecutiva, ao invés de
simultaneas, talvez justifiquem a baixa correlacdo entre os métodos de coleta no centro
cirdrgico, uma vez que a microbiota dispersa no ar € dindmica no espacgo-tempo. Optou-se por
essa metodologia, pois, além da limitacdo técnica, os ambientes analisados possuem
contaminacdo elevada e a turbuléncia gerada pelo amostrador ativo poderia alterar a contagem

da amostragem passiva (Ljungqvist, 1994 apud Pasquarella, 2000)

Outro aspecto importante foram as altas concentragdes de CO,, sobretudo na sala
cirtrgica. Este fato evidencia a baixa taxa de renovacgdo do ar nestes ambientes, o que pode

afetar a precipitacdo dos microrganismos e, por conseguinte, a correlacdo entre os métodos.

A diferenca de tempo de amostragem entre os métodos € outro aspecto importante a
ser considerado. Enquanto a amostragem passiva teve tempo de exposi¢do de uma hora; a
amostragem ativa foi de dez minutos. O tempo que as placas de sedimentacdo ficam expostas
as variacbes ambientais sdo maiores e isso se refletiu nos altos coeficientes de variagédo

obtidos; sobretudo nas amostragens do centro cirurgico de animais de pequeno porte.

Os géneros de fungos filamentosos identificados podem causar infeccdo em pacientes
suscetiveis. O género Aspergillus spp. é o mais citado na literatura como fungo oportunista,

especialmente em pacientes imunossuprimidos. A inalacdo de esporos é a via mais comum de



transmissdo e os surtos de aspergilose sdo associados a reformas e construcées, dentro e ao
redor de hospitais. Doenca pulmonar e, mais raramente, sinusite, sdo as manifestacdes de
aspergilose. Diferentes espécies de Candida também podem causar quadros de fungemia. Um
grupo europeu realizou na década de 90 um estudo multicéntrico e, por analise univariada,
concluiram ser C. glabrata, a espécie associada a maior taxa de mortalidade e que ébito
estava relacionado com maior idade e severidade da doenca de base do paciente. O género
Candida €, sem duvida o mais importante, mas existem outras leveduras no ambiente
hospitalar, tanto em vegetais, ar atmosférico e agua, quanto na pele e no trato gastrointestinal

dos pacientes e funcionarios, que podem causar quadros infecciosos; tal como o género

Rhodotorula spp. também identificado em nossa amostragens (Brasil, 2004).

O método gravitacional é considerado um método de coleta ndo quantitativo; porém o
fato das amostragens no auditério terem coeficiente de correlagdo forte e positivo mostram
que talvez seja possivel realizar monitoramento passivo, mesmo que o uso de placas de
sedimentacdo ndo seja indicado para esse tipo de ambiente (Napoli, 2011). De qualquer

forma, mais estudos desta natureza sao necessarios para confirmar esta tendéncia.

A qualidade microbiol6gica do ar é um parametro significativo para controlar riscos a
satde. O monitoramento microbiano regular é importante para avaliar a qualidade ambiental e
identificar situagdes criticas que requerem intervencgéo corretiva. O contetdo microbioldgico
do ar pode ser monitorado por dois métodos principais, um ativo e um passivo (Napoli, 2011).
Preconizar coletas passivas € importante, pois, segundo Pasquarella et al. (2000), as placas de
assentamento sdo estéreis, econdmicas e de facil obtencdo; apresentam resultados

reprodutiveis e confiaveis.
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