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RESUMO

Leveduras do género Cryptococcus estdo presentes na natureza em
diversos locais, associadas a restos vegetais e organicos. Ocasionalmente
ocorre a aerolizacdo destes propagulos que podem causar infeccdo humana
por inalacdo destas particulas. O objetivo deste estudo foi identificar a
ocorréncia de espécies do Complexo Cryptococcus em matéria organica e
ar interno em ambiente hospitalar. Neste projeto, um total de 60 amostras de
excretas de pombos na area externa e 216 amostras de ar de ambiente
interno de um Hospital de Porto Alegre foi analisado. Na amostragem
microbioldgica de ar, a levedura néo foi encontrada, entretanto 33% das
amostras de excretas de pombos apresentaram positividade para
Cryptococcus neoformans. Dos 2015 isolados de Cryptococcus presentes
nas excretas de pombos, 238 foram selecionados para delinear o perfil
molecular e bioquimico. O gendétipo destes isolados foi analisado por RFLP
com dupla digestdo, fundamentado no gene URA5. A determinacdo do
ferombnio Mat a e Mat a foi amplificado por PCR direto, e para analise de
variedade das espécies foi utilizado o método PCR-Multiplex. A presenca da
capsula e melanizacdo também foi observada. Todos os isolados foram
sorotipo A (Var. grubii), gendtipo VNI e Mat a.



Xi

ABSTRACT

Yeasts from the Cryptococcus genus are present in multiple locales in nature
associated to vegetal and organic remains. Occasionally these airborne
particles are inhaled by humans, which could lead to infection. In this
research, a total of 60 samples from pigeon droppings in the outside area,
and 216 samples of indoor air were analyzed. This study aims indentifying
the occurrence of the Cryptococcus complex species in organic matter and
indoor air in a hospital in the city of Porto Alegre, Rio Grande do Sul state,
Brazil. In the microbiological air sampling, the yeast was not recovered,
however, 33% of the excreta samples were positive for Cryptococcus. From
the 2.015 isolates of Cryptococcus present in pigeon droppings, 238 were
selected to outline molecular and biochemical profiles. The genotype of
these isolated samples was analyzed through RFLP with double digestion,
based on the URA5 gene. The determination of Mating type a e Mating type
a pheromones was amplified through direct PCR, while for the species
variety analysis the PCR-Multiplex method was used. The capsule and
melanization presence was also noted. All isolates were Serotype A (Var.

grubii ), VNI genotype and Mating type a.



1. INTRODUCAO

1.1. Cryptococcus e CRIPTOCOCOSE

A associacdo entre Cryptococcus neoformans e pombos tem sido
relatado frequentemente (RUIZ, 1981; STAIB, 1981; CASADEVALL &
PERFECT, 1998; REOLON, 2004; SOARES, 2005; NIELSEN et al 2007).
Contudo essas aves ndo adquirem criptococose provavelmente porque
esta levedura ndo consiga se desenvolver na temperatura corpérea de
42<C. No entanto, esta levedura pode sobreviver no trato intestinal dos
pombos e seus esporos podem permanecem viaveis por até 2 anos em
excretas de pombos Umidas e secas protegidas do sol (DENTON, 1968;
LITTMAN, 1968) .

O isolamento de C. neoformans de solos, especialmente aqueles
contaminados com excretas de pombos, onde o fungo permanece viavel,
fundamentou o conceito de que a infecgdo tem origem ambiental
(EMMONS, 1951; EMMONS, 1960). A presenca de pombos nas
proximidades de hospitais ou a presenca frequente na area hospitalar é
considerada grave, estando em desacordo com o0s padrdes sanitarios
recomendados a ambientes de assisténcia a saude, principalmente pela

possivel transmissao de criptococose.

A criptococose, quando infeccdo oportunista atinge pulmdoes,
sistema nervoso central e doenca disseminada. A pneumonia criptococica
€ uma infeccdo primaria, enquanto que meningoencefalite é resultante de
uma disseminacdo secundaria via hematogénica, considerada a
manifestacdo clinica mais comum da criptococose devido ao tropismo
destas leveduras pelo sistema nervoso central, e a doenca disseminada é
propriamente uma infeccdo generalizada (CASADEVALL & PERFECT,
1998).

A meningite criptocdcica, a infec¢do fangica mais comum do sistema
nervoso central (SNC), € considerada a terceira complicacdo neuroldgica
mais frequente em pacientes com AIDS em fase avancada (DEL VALLE &
PINA-OVIEDO 2006). O agente etiolégico, a levedura basidiomicética C.

neoformans, também infecta com uma menor incidéncia, individuos com



imunidade comprometida, como aqueles em tratamento com drogas
imunossupressoras, portadores de sarcoidose ou pacientes com
desordens linfoproliferativas (DEL VALLE & PINA-OVIEDO 2006).

O complexo de espécies Cryptococcus inclui leveduras
basidiomicéticas e atualmente € organizado por duas espécies distintas:
Cryptococcus gattii (sorotipos B e C), e C. neoformans separados em duas
variedades: C. neoformans var. grubii (sorotipo A) e C. neoformans var.
neoformans (sorotipo D). Estudos de filogenética molecular demonstraram
gue os sorotipos do complexo Cryptococcus divergiram uns dos outros ha
milhdes de anos. As variedades grubii e neoformans sédo separadas por
aproximadamente 18 milhdes de anos de evolugéo, e essas variedades
diferem de C. gattii por aproximadamente 37 milhdes de anos (XU et al.,
2000) (Figura 1). Mais recentemente, utilizando-se os dados dos genomas
de Cryptococcus disponiveis, verificou-se que as duas espécies divergiram
ha 80 milhdes de anos (SHARPTON et al.,, 2008). Diante disso, nosso
grupo também se interessou em buscar sequéncias de DNA especificas ou
polimérficas para C. neoformans / C. gatti por meio de Analise de
Diferenca Representacional (RDA gendmico). As analises das sequéncias
identificadas confirmaram a presenca de polimorfismos (uma enzima
putativa de degradacdo de insulina - IDE, uma quitina-sintetase e uma
proteina do reticulo endoplasmatico) ou especificidade para C. gattii (uma
proteina conservada hipotética). Este estudo demonstrou que o conceito
atualmente empregado de duas espécies para o complexo C. neoformans
€ valido e confirma os tipos moleculares previamente estabelecidos pelas
analises de RFLP, M13 fingerprinting e AFLP (FAGANELLO et al., 2009).
Foram usados dados de sequienciamento da regido IDE de 73 isolados de
diversas regides do mundo juntamente com os dados de sequienciamento
de outros trés loci (ACT1l, URA5, PLB1l) para estudar as relagbes
filogenéticas entre as espécies. O locus IDE mostrou-se mais conservado
entre diferentes tipos moleculares do que os outros loci estudados, e as
variacfes intra-variedades em C. gatti sdo maiores do que em C.
neoformans (NGAMSKULRUNGROJ et al., 2009).



C. gattii era uma espécie restrita a regides de clima tropical e
subtropical até o relato, em 2004, de uma epidemia em Vancouver.
Mudancas climéticas ou outros distarbios ambientais podem estar
mudando o perfil epidemioldgico desta micose (KIDD et al., 2004).

Diferencas na biologia, epidemiologia, patogenicidade, fatores
clinicos e suscetibilidade a drogas tém sido relatados e associados com
espécies, variedades, tipos molecular e mating no Complexo de Espécies

Cryptococcus.

1.1.1. Cryptococcus e Ambiente hospitalar

Considerando a preocupacdo mundial com as infec¢des hospitalares
e o risco significativo & saude dos usuérios dos hospitais, sua prevencéo e
controle envolvem medidas de qualificacdo da assisténcia hospitalar, de
vigilancia sanitaria e outras, tomadas no ambito do Estado, do Municipio e
de cada hospital, atinentes ao seu funcionamento;

O ambiente hospitalar assume condi¢cdes especiais decorrente de
suas atividades, mostrando uma importante relacdo na disseminacao das
infeccbes nosocomiais a partir do proprio ambiente. Segundo o Padréo
Referencial Brasileiro Microbiolégico de 1998 foi estabelecido um limite
maximo de Unidades Formadoras de Colbnias (UFC), tanto para fungos e
bactérias, adequados para as diferentes areas hospitalares. Nao é
permitida a ocorréncia de formas micoldgicas patogénicas ou toxigénicas,
julgando-se inadmissivel a presenca de Histoplasma capsulatum, C.
neoformans e Paracoccidiodes brasiliensis como patogénicos, e Aspergilus
fumigatus, Aspergilus parasiticus, Aspergilus flavus, Stachybotrys atra e
Fusarium moniliformi como toxigénicos.

Hospitais e centros de saude sdo tipos de ambiente complexos que
requerem ventilagcdo adequada para conforto e controle das emissbes que
possam ser prejudiciais a pacientes, funcionarios e visitantes, bem como
um controle ambiental de suas areas externas, evitando a transferéncia de
contaminacao para a area interna. Sabe-se que as causas mais comuns de
doenca pulmonar intersticial estdo relacionadas a exposi¢cdes ocupacionais
e ambientais, especialmente poeiras organicas e inorganicas (SCHWARTZ
et al., 1994).



Seorotipos Tipagem Molecular

VNI
Crypptococcrs neafomans Sorot:lf;;% VNI
18,5 mithées de anos YR
\
Hibrido AD —— VNIII
Cryptococens neofomans
Espécies do complexo
37 milhoes de anos Sorotipo D  _ wNIV

var. neoformans

Sorotipo B
Cryptococcs paitil
0.5 miithoes de aios

Sorotipo C

Figura 1. Evolucdo do complexo da espécie de C. neoformans. O
complexo de espécies de Cryptococcus € composto por C. neoformans e
C. gattii, que divergiram de um ancestral comum ha mais de 37 e 18,5
milhdes de anos, respectivamente. As duas espécies sdo divididas em 4
sorotipos e 9 tipos moleculares (Adaptada de LIN & HEITMAN, 2006).

1.1.2. Nichos ambientais

C. neoformans e C. gatti sdo organismos de vida livre que
sobrevivem em uma variedade de nichos ambientais como fezes de aves,
frutas, vegetais, solo, madeira em decomposi¢cdo e colméias durante a
floracdo de arvores de eucaliptos (ABEGG et al., 2006; ERGIN, 2004;
HORTA et al., 2002; PAL,1990; PRAKITCHAIWATTANA et al., 2004).

C. neoformans € um saprofito ambiental, encontrado em todo
mundo, e esta associado com solo contaminado de excretas de aves,
principalmente de pombas. C neoformans (sorotipo A, D e hibrido AD),

provavelmente esta presente em solos enriquecidos por excretas



envelhecidas que favorecem condic6es de amplificacdo mitética e mating
desta levedura (FILION et al., 2006; NIELSEN et al., 2007; STAIB, 1981).
As excretas de aves ricas em fonte de nitrogénio, como uréia e creatinina
oferecem condi¢cdes adequadas ao desenvolvimento deste fungo. Além
disto, as aves servem como carreadoras, transportando a levedura em
suas penas, patas e bicos (LIN, 2009).

C. ogatti causa infeccdo predominantemente em individuos
imunocompetentes, sendo responsavel por 70 a 80% dos casos de
criptococose em pacientes imunocompetentes, principalmente na Australia
e Papua Nova Guiné (CASADEVALL & PERFECT 1998; LIN & HEITMAN,
2006). O principal nicho ecolégico de C. gattii sdo as arvores de eucalipto,
particularmente Eucaliptus camaldulensis e Eucaliptus tereticornis, mas o
fungo também tem sido isolado de outras espécies de arvores como
Prunus dulcis, Cassia fistula, Moliqueia tomentosa, Cassia grandis, Ficus
microcarpa, Terminalia catappa, Cedrus deodara, Cupressus
sempervirens, Acacia decurrens, Acacia visca e Pseudotsuga menziessii
(CHAKRABARTI et al.,, 1997; DIXIT et al., 2009; KIDD et al., 2007;
LAZERA et al.,, 2000; RANDHAWA et al., 2006; REFOJO, 2009). Por
razdes ainda ndo determinadas, C. gattii adquiriu uma habilidade de
colonizar novas regides biocliméaticas, 0 que ocasionou um surto de
infeccdo em humanos e animais em Vancouver - Canada, onde o numero
de casos de criptococose foi superior aos valores observados em regides
endémicas da Austrdlia (SORREL, 2001). A mudanca na epidemiologia
deste fungo provavelmente € uma conseqiéncia de alteracdes na ecologia
e biologia da levedura e ilustra seu potencial em causar doenca em
humanos e animais (DIXIT et al., 2009).

Além de arvores, outros nichos estdo sendo encontrados no
ambiente, como descreveu ABEGG e colaboradores (2006), que identificou
cinco isolados de C. gattii em excretas de aves de cativeiro em um

Zoolégico do Sul do Brasil.



1.1.3. Etiologia e Epidemiologia molecular

Os estudos sobre o género Cryptococcus se iniciaram no ano de
1894, quando Sanfelice isolou uma levedura a partir de suco de péssego, e
outros autores descreveram isolados clinicos de leveduras encapsuladas
gue foram consideradas previamente como pertencentes ao Género
Saccharomyces. Em 1901, Vuillemin examinou varias dessas culturas e
observou que as caracteristicas de ascosporos de Saccharomyces nao
estavam presentes, classificando-as entdo como pertencentes ao género
Cryptococcus. Em 1970, uma linhagem atipica de C. neoformans foi
isolada de um paciente leucémico (VANBREUSEGHEM, 1970). Esse
isolado foi classificado inicialmente como uma variedade de C.
neoformans, C. neoformans var. gattii, € assim permaneceu até o ano de
2002, quando foi elevado a categoria de espécie por suas diferencas
acentuadas com relacdo as outras variedades, C. neoformans var.
neoformans e C. neoformans var. grubbi (KWON-CHUNG et al., 2002).

As espécies C. neoformans var. neoformans, C. neoformans var.
grubbi e C. gattii, leveduras basidiomicéticas capazes de causar infec¢éo
ao homem e animais, estdo incluidas no Complexo Cryptococcus
neoformans. O Complexo apresenta quatro sorotipos de acordo com a
natureza antigénica da capsula polissacaridica, sorotipo A (C. neoformans
var. grubbi) sorotipo D (C. neoformans var. neoformans), sorotipos B e C

(C. gattii) e existe ainda um sorotipo hibrido AD (Figura 1).

Estudos epidemiolégicos moleculares foram desenvolvidos para
genotipar e melhor compreender a epidemiologia de C. neoformans e de C.
gattii. As técnicas utilizadas incluem PCR fingerprint, RAPD, AFLP, RFLP e
MLST (BOEKHOUT et al., 2001; CASALI et al., 2003; HORTA et al., 2002;
KIDD et al., 2004; LITVINTSEVA et al.,, 2006; MEYER et al., 1999). As
espécies e sorotipos do complexo C. neoformans sdo classificados em oito
padrdes moleculares, como segue: VNI=AFLP1 (sorotipo A), VNII=AFLP1A
e AFLP1B (sorotipo A), VNIII=AFLP3 (hibrido AD), VNIV=AFLP2 (sorotipo
D) e VGI=AFLP4, VGII=AFLP6, VGIII=AFLP5, VGIV=AFLP7 (todos
correspondentes aos sorotipos B e C) (BOVERS et al, 2008).

Recentemente, Ngamskulrungroj e colaboradores (2009) realizaram



uma analise filogenética de isolados hapldides do complexo
Cryptococcus.e os dados do seqgienciamento multigénico revelaram sete
linhagens hapléides, promovendo futuras evidéncias para considerar os
tipos moleculares como variedades individuais, ou até mesmo como

espécies.

1.1.4. Diferenciacdo morfoldgica e bioquimica de  Cryptococcus

As espécies do Complexo Cryptococcus, apés cultivo de trés dias,
com temperatura entre 25° e 37°C, apresentam-se como colonias de
margens lisas variando a coloragdo de branca a creme em cultivo de Agar

Sabouraud.

Em meio de cultura com extrato de semente de alpiste (Niger), outra
caracteristica importante € a producdo de melanina com formacéo de
colénias marrons, ndo ocorrendo em outras espécies do género
Cryptococcus, nem outras leveduras de interesse médico (CASADEVALL
& PERFECT, 1998; WILLIANSON, 1998).

7z

O Complexo Cryptococcus é caracterizado por células encapsuladas,
leveduriformes, arredondadas ou ovais com diametro entre 4 a 6 pum, e se
reproduzem por brotamento. A capsula pode modificar seu tamanho
dependendo de fatores genéticos das diferentes linhagens. Capsulas
grandes tendem a se formar durante a infeccdo, mesmo em linhagens que

apresentam capsula pequena in vitro.

Caracteristicas utilizadas para distinguir o Complexo Cryptococcus
de outras leveduras incluem a auséncia de pseudo-hifas, producdo de

fenoloxidase, melanina, urease e crescimento em 37°C (Figura 2).

Outra confirmacdo é a producdo da enzima urease, que é
responsavel pela hidrélise da uréia em amoénia, produzida pelo fungo em
condicbes normais de cultivo junto com a visualizacdo microscopica da

capsula polissacaridica por coloracdo negativa com tinta hanquim.



Figura 2. Caracteristicas que permitem diferenciar Cryptococcus
neoformans de outros fungos.

A: Pigmentacao das col6nias. As leveduras apresentam col6nias marrons
em Agar niger devido a producdo de melanina. E observada a diferenca de
colénias de Cryptococcus em contraste com as col6nias brancas e rosas
de outros fungos (este trabalho). B: Visualizacdo da capsula de
Cryptococcus (www.bcgsc.ca/project/cryptococcus/summary).

As reacgdes em meio de cultivo de CGB (Canavanina — Glicina —
Azul de Bromotimol) sdo usadas para determinar as espécies de
Cryptococcus (KWON-CHUNG et al., 1982). Apenas a espécie C. gattii, é
resistente ao aminoacido L-canavanina, utiliza glicina como fonte de
carbono liberando amonia, e alterando o pH do meio. Em 2003, foi descrito
uma linhagem de C. neoformans resistente a L-canavanina, mostrando a
necessidade de testes adicionais (KHAN, 2003). Em 2008, Leal e
colaboradores propuseram incluir testes moleculares como PCR-multiplex,
para evitar resultados errbneos, em sua pesquisa a técnica de



guimiotipagem CGB tipou cinco isolados como falsos positivos e um falso

negativo, evidenciando que PCR multiplex € mais confiavel e especifico
gue o CGB ( LEAL et al.,2008).

1.1.5. Aiinfeccdo por Cryptococcus spp

O ciclo de infeccdo é muito similar entre C. gattii e C. neoformans.
Acredita-se que a infeccdo seja adquirida por inalacdo de propagulos do
fungo dispersos no ambiente, os quais se alojam nos pulmdes e logo
podem seguir pela via hematogénica até o sistema nervoso central (Figura
3). As infec¢gOes pulmonares sdo mais brandas. Neste ambiente o fungo
pode ser eficientemente fagocitado e destruido pelas células de defesa do
sistema imune, ou sobreviver e se multiplicar no interior de macrofagos.
Quando atinge o sistema nervoso central, inicia a fase cronica e mais
grave da doenca, vindo a desenvolver quadros de meningoencefalite ou
meningite (LIN & HEITMAN, 2006).

O aspecto clinico da infeccdo € o mais discrepante entre as
espécies C. gattii e C. neoformans. A doenca causada por C. gattii é
caracterizada por uma alta incidéncia de criptococomas nos pulmdes e
cérebro, aumento na morbidade neurologica e resposta mais tardia ao
tratamento com antifingicos (SORREL, 2001). A doenca ocasionada por
C. neoformans é associada a lesdes pulmonares e cerebrais que se
apresentam como infiltrados mais difusos.

Além da infeccdo em humanos, também pode ser observada a
infeccdo em animais como gatos, cavalos, cachorros, coalas entre outros,
sendo que apresenta ocorréncia mais freqiente em gatos que nas outras
espécies (CASTELLA et al.,, 2008). Na epidemia no Canada, foi relatada
uma incidéncia duas a trés vezes maiores de criptococose em casos

veterindrios que em humanos (LESTER et al., 2004).
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Figura 3: Ciclo de infecgcdo de Cryptococcus spp. O fungo sobrevive no
ambiente, no solo e em arvores. Os passaros, em especial 0s pombos,
podem ser os responsaveis pela distribuicdo global do fungo. O fungo
infecta varios animais: gatos, cachorros, coalas, cabras entre outros. Ele
também pode sobreviver no meio ambiente com predadores, assim como
aranhas, vermes, amebas e podem ainda estabelecer relacdo com outros
microrganismos, como bactérias e outros fungos. Em humanos, o fungo se
estabelece nos pulmbes através da inalacdo de esporos ou células
leveduriformes dissecadas, presentes no meio ambiente. Quando o
individuo torna-se imunocomprometido, o fungo pode reagir da forma
latente ou dormente (0 qual este pode se encontrar) e invadir o sistema
nervoso central (SNC). A infec¢cdo do SNC representa a forma mais severa
de criptococose humana (Adaptado de LIN & HEITMAN, 2006).
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1.1.6. Fatores de viruléncia

Cryptococcus spp invade o sistema imune inato através da
producdo de antioxidantes neutralizando moléculas efetoras do
hospedeiro, como a melanina e o manitol (KWON-CHUNG et al., 1986;
WONG et al.,, 1990). Além de outros fatores de viruléncia, como a
fosfolipase que desestabiliza as membranas celulares do hospedeiro
(GHANNOUM, 2000) e a urease que altera o pH (COX et al., 2000),
Cryptococcus spp também apresenta habilidade de sobreviver a
temperatura corporal de 37C (KWON-CHUNG et al., 1992).

Recentemente foi demonstrado que C. neoformans é capaz de
secretar vesiculas contendo muitos destes fatores de viruléncia, incluindo
GXM, lacase, urease e fosfolipase B (RODRIGUES et al., 2008).

A formacéo de hifas ou pseudohifas por C. neoformans em tecidos
animais ou humanos tem sido ocasionalmente observada (BEMIS et al.,
2000), existindo um baixo potencial de viruléncia neste tipo morfoldgico.
Altas temperaturas como a temperatura corporal de mamiferos, = 37<C,
sdo supressores do crescimento filamentoso, bem como a alta
concentragdo de CO, , outra caracteristica das condi¢cfes fisiolégicas dos
mamiferos que podem suprimir a transicdo morfolégica de levedura para
hifa (BAHN et al., 2005). Indicando que o crescimento em altas
temperaturas, como = 37T, é um pré-requisito para Cryptococcus spp

causar uma infecgéo sistémica (LIN, 2009).

Os fatores de viruléncia de C. neoformans em mamiferos s&o
selecionados a partir da sobrevivéncia no solo. Atributos como a capsula,
melanina e fosfolipase sdo fatores de viruléncia de uso que permitem a
patogenicidade em animais e a habilidade para sobreviver no ambiente
severo do solo (McCLELLAND et al., 2006).

A importancia da céapsula como fator de viruléncia foi demonstrado
pela observacdo de mutantes acapsulares de C. neoformans raramente
causarem a doenca (ALSPAUGH et al, 1998).

A composicdo da capsula é de 90-95% de Glicuronoxilomanana
( GXM) e 5% de Galactoxilomanana (GalXM) (RAKESH et al., 2008). Esta
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estrutura determina o sorotipo do Complexo Cryptococcus nos cinco
sorotipos distintos. O tamanho da cépsula criptocécica depende das
condicBes ambientais e parece estar fortemente regulada, podendo atingir
grandes proporcdes. Por causa da constituicdo polissacaridica, na
presenca de tinta nanquim ndo € absorvido evidenciando um halo claro
gue envolve as células (PEDROSO & CANDIDO, 2006). Na natureza,
normalmente se apresentam menores enquanto que em isolados clinicos
sdo mais proeminentes (Figura 4). Quando estas particulas sao inaladas,
para que consiga penetrar em rotas diminutas das vias aéreas, seu
tamanho deve ser necessariamente menor que 4um de diametro com
pouca ou nenhuma céapsula permitindo a deposicdo alveolar
(CASADEVALL & PERFECT, 1998). No entanto, durante a infecgéo, ela é
aumentada rapidamente e o tamanho depende do Orgao afetado. Por
exemplo, o pulmdo e o cérebro parecem ativar o aumento do tamanho
capsular (RIVERA et al, 1998). O tamanho da capsula foi
experimentalmente regulado pelo cultivo de C. neoformans em caldo
Sabouraud diluido em tampao MOPS pH 7,3, na presenca de CO, e baixa
concentracdo de ferro (ZARAGOZA & CASADEVALL 2004). Estas
condi¢Bes estao presentes no hospedeiro e podem promover sua producao

durante infeccéo.

10 pm

10 pm

Capsula sz:p_sula
Ambiental Clinica

Figura 4. Diferencas no tamanho da cépsula de  Cryptococcus neoformans
em condicdes naturais e clinica . ZARAGOZA & CASADEVALL, 2004
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1.2. ABORDAGEM GERAL DA QUALIDADE DO AR INTERIOR

O conceito de qualidade do ar interno ndo é recente. No inicio do
século XIV este assunto ja era discutido e a solucdo para este problema
era tornar a ventilacdo adequada em ambientes internos (HAINES &
WILSON, 1998). Contudo, os efeitos da poluicdo do ar interno a saude
humana recebem pouca aten¢do da comunidade cientifica.

A partir de 1970 observou-se um aumento no uso de climatizacao
artificial, ocorrendo uma diminuicdo entre a comunicacdo do ar interno e
externo, ocasionando aumento de concentracdes poluentes no ambiente
interno.

A Agéncia Americana de Protecdo Ambiental (EPA) classificou a
gualidade do ar interno (IAQ) como um dos mais importantes problemas de
saude ambiental dos anos 90. Problemas relacionados ao I1AQ geralmente
sédo causados por duas circunstancias: ventilacdo pobre ou inadequada e
exposicdo de uma ou mais fontes contaminantes do prédio (MS HOSPITAL
CONSULTING, 2001).

A Organizacdo Mundial da Saude (WHO 2008) discutiu sobre a
qualidade do ar de ambiente interno, e relatou a contaminagao
microbioldgica como causa de absenteismo no trabalho, considerado o 8°
fator de risco mais importante, responsavel por 2,7% de doencas no
mundo, relacionado a infec¢cbes agudas e episoddios alérgicos que
poderiam ser reduzidos com o controle de contaminantes, classificando a
baixa qualidade do ar como Sindrome do Edificio Doente, um problema de
saude publica.

No Brasil foram organizadas normas reguladoras da qualidade do
ar, estabelecidas pela Agéncia Nacional Vigilancia Sanitaria, como a RE n°
176/2000 e a RE 09/2003, que estabelecem padrbes de referéncia da
gualidade do ar interior em ambientes climatizados artificialmente de uso
publico e coletivo. Neste mesmo ano, considerando a preocupacédo com a
saude, seguranca, bem estar e conforto de pacientes e trabalhadores de
ambientes criticos e semicriticos dos servigos de saude, foi determinada
uma consulta publica referente a Indicadores de Qualidade do Ar Interior

em Ambientes de Servi¢cos de Saude, definido como Norma Técnica,
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gue abrange parametros bioldgicos, quimicos, fisicos e possiveis fontes
poluentes de natureza bioldgica, quimica e fisica (CP109/2003).

A Norma técnica NBR-7256 - Tratamento de Ar em
Estabelecimentos Assistenciais de Saude (EAS) é compativel com a CP
109/2003, que refere sobre os niveis de risco por exposicéo ao ar: Nivel 1 -
risco muito baixo, Nivel 2 - fortes evidéncias de risco (Cirurgia geral, parto
cirdrgico, UTI, UTI neonatal) e Nivel 3 - fortes evidéncias de grave risco
(pacientes  imunossuprimidos, pacientes com graves infeccdes
transmissiveis pelo ar, cirurgia de alto risco e complexidade como cirurgia
0ssea, cardioldgica, neuroldgica, transplantes e grandes queimados).

Para obtencéo de condicdes satisfatérias do ar ambiental hospitalar,
€ necessario seguir diretriz como manutencdo, operacdo e controle de
sistemas prediais incluindo condicGes hidrosanitarias e climatizacdo de
acordo com caracteristicas do nivel de risco ambiental. Contudo, alguns
fatores devem ser considerados criticos para a qualidade do ar, como
construcdes e reformas de qualquer dimenséo, presenca de aves e suas
excretas (NIOSH, 2009).

Ortiz et al (2009), afirma em seus estudos que a amostragem de ar
executada ap6s a reforma, préximo ao centro cirargico, mostrou niveis
aumentados de fungos, particularmente espécies do género Aspergillus.
ApoOs a limpeza foram achados niveis fungicos habituais nos centros
cirdrgicos.

As fontes de infeccdo em ambiente hospitalar veiculada pelo ar
estdo divididas em fontes internas, das quais sdo pacientes infectados,
portadores assintomaticos, profissionais e visitantes, areas contaminadas,
fontes de aerossois, ventilacdo, sistemas de ar condicionado; e fontes
externas, como solo e agua, que inclui torres de resfriamento e matéria
organica (CP 109/ 2003).

As variaveis fisicas como temperatura, umidade e velocidade
do ar, sdo empregadas em situacoes de conforto, embora ela também
colabore para proliferagédo bioldgica.

As caracteristicas do ar interno dependem diretamente da qualidade
do ar no ambiente externo, embora possa ser afetada pelas atividades
exercidas dentro das edificagdes (STATHOLOUPOU et al., 2008), de modo
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gue o monitoramento de parametros biologicos deve ser usado em casos
de evidéncia epidemiolégica a eventos especificos em pacientes ou
profissionais da saude.

1.2.1. Contaminacéo fungica em ambiente hospitalar

A microflora aerotransportada em ambiente hospitalar é objetivo de
numerosos estudos e tem sido apontada como potencial causa de infec¢ao
hospitalar (LI, 2003; RAINER, 2001). Alguns evidenciam que varias
porcentagens de infeccdo hospitalar sdo causadas por fungos, tal como
Candida albicans, e varias espécies de Aspergillus, Cladosporium e
Penicillium (FAURE et al., 2002).

A infeccdo fungica denominada micose pode ser superficial ou

cutanea envolvendo a pele. Em oposicdo, as infeccbes contraidas por
inalagdo s&o ditas sistémicas, pois sdo disseminadas via linfo-
hematogénica, envolvendo um ou mais 6rgdos (GOLDMAN, 2005).
A maioria dos estudos é executada em unidades de tratamento intensivo,
unidade cirdrgica, enfermaria hematologica, maternidade e outras unidades
de risco de infeccao (LI, 2003; PINI, 2004). Entretanto, poucos estudos
correlacionam os niveis de contaminag¢do fuangica ambiental que podem
transmitir algum tipo de doenca fuangica nos pacientes e corpo funcional. O
grau de contaminacdo por fungos em ambiente hospitalar pode aumentar
drasticamente em combinagdo com varios fatores, como a presenca de
constru¢des e um micro clima favoravel, criado com o uso dos sistemas de
climatizacao artificial que nao protegem contra fungos (PERDELLI et al.,
2006). Os esporos podem se deslocar a longas distancias como particulas
aerossolizadas e sao inaladas pelo homem, podendo depositar-se no
sistema respiratorio, onde esporos diminutos podem alcancar os alvéolos
pulmonares, (CDC, 2006).

A presenca quantitativa e qualitativa de agentes bioldégicos em
ambientes fechado € atribuida a umidade e ventilacdo inadequada
(STATHOLOUPOU et al.,, 2008). O monitoramento do ar em hospitais
fornece informagdes epidemioldgicas de doencas nosocomiais infecciosas,
investigando e controlando microrganismos aerossolizados dispersos no

ambiente interno, (CP 109/ 2003). Fontes de contaminacdo de
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microrganismos aerotransportados estdo associadas a reducdo de ar
fresco, que pode ser por isolamento do prédio, insuficiente manutencéo e
operagéao dos sistemas de ventilacao, regulacdo da temperatura e umidade
relativa desregulada contribui para a presenca e multiplicacdo de
bioaerossois (PEOSH, 2007).

A carga microbiana do ar interno em hospitais € fortemente
influenciada pelo numero de ocupantes, sua atividade e tipo de ventilacdo
(SAUTOUR et al, 2009; PERDELLI et al, 2006). Os pacientes séao
potenciais fontes de microrganismo, e os esporos fungicos penetram no
ambiente interno através dos ductos de ventilagdo com filtragédo
inadequada. As exposicdes ambientais e ocupacionais aos agentes
inalaveis, podem se associar a uma extensa gama de doencas
respiratorias agudas e cronicas, com seério impacto sobre a morbidade e
mortalidade por doencas respiratérias (SIMKHOVICH, 2008). De acordo
com Quadros et al (2008), um maior controle e rigor na manutencao dos
sistemas de ventilacdo desses ambientes e de outros fatores
intervenientes na Qualidade do Ar Interno (QAI) diminuiriam os riscos de
contaminacao do ar o que, por consequéncia, reduz gastos com saude dos
ocupantes e as taxas de absenteismo. Os sistemas de refrigeracdo tém
sido implicados em surtos de infec¢cdes hospitalares através da producéo
de bioaerossois, pela veiculacdo de matéria particulada originada de filtros
saturados ou colonizados, pela reduzida taxa de renovacéo e exaustao de
ar (McDONALD et al.,1998).

Mesmo ndo havendo um consenso sobre o papel do ambiente na
transmissao de microrganismos patogénicos em areas hospitalares, a falta
de metodologias para andlise destas questbes ainda é precaria. Os
laboratérios de microbiologia também s&o responséveis pela prevencéo e
controle das infec¢cdes hospitalares, mas dispdem somente de métodos
analiticos demorados e pouco sensiveis a identificacdo e tipagem de
microrganismos implicados nos surtos, tornando as informacdes limitadas
em grande parte dos trabalhos realizados.

Assim, a utilizacdo de métodos moleculares de analise rapidos, de
alta sensibilidade e especificidade, tem gerado informac¢des que implicam

na maior eficacia do controle destas infeccbes. Os métodos moleculares
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aplicados a epidemiologia hospitalar podem ser agrupados conforme sua
utilidade, como identificagdo de agentes infecciosos fundamentado em
analise de DNA ou RNA, que permite a identificacdo de microrganismos de

dificil cultivo em pouco tempo.

1.2.2. Compostos inorganicos (CO )

A concentracdo média de CO, na atmosfera € cerca de 340 ppm
(Federal — Provincial Advisory Committee on Environmental and
Occupational Health - 1989), mas os niveis podem variar dependendo da
localizacdo e do tempo. O dioxido de carbono € um metabdlico natural,
subproduto da respiragdo humana, cuja concentragcdo em ambiente interno
varia entre 700 e 2000 ppm. No Brasil, € recomendado valor maximo de
1000 ppm, definido como indicador de renovacdo de ar externo,
recomendado para conforto e bem estar; entretanto, serve para constatar
se a introducg&o de ar externo no sistema de climatizacdo é suficiente para
diluir e dissipar outros poluentes (SUNDELL, 2004).

1.2.3. Indicadores da qualidade do ar e eventos adv  ersos

Os indicadores da qualidade do ar sdo constituidos por parametros
gualitativos ou quantitativos e sao utilizados como sentinela para
determinar a necessidade de medidas corretivas frente a eventos
inesperados que possam afetar a salude de pacientes, trabalhadores ou
usuarios de servigos de saude.

As variaveis bioldgicas sédo fungos e bactérias viaveis dispersas no
ar. Quando monitoradas, servem para controlar possiveis colonizacoes,
multiplicacdo e disseminacéo, determinando a qualidade do ar interior. De
acordo com a RE 09/2003, os fungos sao indicadores biolégicos do ar. Nas
Ultimas décadas, a incidéncia de infec¢des fungicas tem aumentado no
ambiente hospitalar. Falvey e Streifel (2007) monitoraram fungos do
género Aspergillus em um Hospital Universitario, e afirmam a
impossibilidade de manter o ambiente interno livre deste fungo apenas com
medidas praticas.

Variaveis fisicas como umidade relativa e temperatura sao

consideradas marcadores de conforto. Entretanto quando a umidade esta
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alta, possibilita a proliferacdo fungica, e a umidade relativa muito baixa
causa dificuldades respiratorias diminuindo a producdo de muco que serve
de filtro de ar para nosso organismo. (RDC 50 /2002 - ANVISA).

O conforto térmico € essencial na cirurgia, pois alivia 0 estresse
térmico do profissional e evita a contaminacdo por suor. O ambiente
térmico pode ser considerado um fator de terapia; surtos de calor e
umidade alta prejudicam pacientes cardiacos ou com disfuncdo do sistema
termo regulador.

A baixa umidade relativa do ar causa dificuldades respiratérias
porque diminui a producdo do muco que serve de filtro de ar para nosso
organismo. “A dindmica respiratdria fica bastante prejudicada com o ar
seco. Com o muco reduzido, uma bactéria que seria eliminada com
facilidade fica ali, aumentando o risco de uma infec¢cdo” (Olzon, P.
comunicacéo pessoal).

O individuo é contaminado por via aérea quando 0 agente
microbiano é inalado e retido no sistema respiratério, embora fatores como
a imunidade, dimensbes da particula, profundidade da penetracdo e
guantidade minima do agente para causar a doenca sao fatores ligados a

infectividade.

1.2.4. Amostragem do ar

A amostragem do ar deve ser planejada e alguns aspectos devem
ser considerados, como frequéncia de sintomas respiratorios nos
ocupantes, o tipo de ventilacdo interna, umidade relativa do ar, existéncia
de construcdes proximas ou no proprio edificio, bem como a técnica a ser
usada para a coleta do ar. Outro aspecto a ser observado é a inclusao de
uma amostra de ar externo usado como referéncia.

Existem diversas metodologias para a analise quantitativa de
microrganismos no ar, contudo, Lee e colaboradores (2004) afirmaram que
nao ha um consenso entre os especialistas sobre qual metodologia deveria
ser considerada como padrao. Felizmente, a maioria dos instrumentos e
métodos descritos, usa protocolos padronizados nos manuais de instrugcédo
de véarios aparelhos utilizados (WILKIE AND MACHER 1999).



19

As técnicas disponiveis mais utilizadas para a analise
microbioldgica do ar incluem a sedimentacdo esponténea e a impactacéo
em meio sélido.

A sedimentacdo espontanea € feita por exposicdo de placas de
Petri com meios de cultura seletivos, de forma que as particulas dispersas
no ar sofram sedimentacao pela forca da gravidade. Esta técnica € limitada
e ha um consenso nesta afirmacao, pois ela ndo permite a quantificacéo
dos microrganismos presentes no ar, € dependente da movimentacdo do
ar e do tempo de exposicdo e ndo possui sensibilidade para esporos
pequenos (Dykstra et al.,1997), os quais ndo sedimentam prontamente,
como é o caso do principal objetivo neste trabalho, o isolamento de
Cryptococcus spp.

A técnica de impactacdo em meio sélido, o volume de ar é
previamente determinado sendo aspirado, e suas particulas suspensas sao
langadas em placas de Petry com meio soélido. Este técnica permite fazer a
quantificacdo dos organismos viaveis (MORRIS et al., 1999).

Salustiano et al., (2003) usou as técnicas de impactagdo e
sedimentacdo em placas, e afirma que a impactacdo recuperou um nimero
mais alto de microrganismos que a sedimentacdo. Isso explica que as
dimensdes dos esporos influenciam na deposi¢do da superficie. Sayer et al
(1969) também estudou as diferencas entre a sedimentacdo em placas e
amostrador de Andersen, um tipo de impactador de ar com mudltiplos
estagios, verificando que o tamanho dos esporos e a relacdo numeérica
encontrando dimensdes das particulas em alta, intermediaria e baixa
aproximadamente 1: 5, 1: 14, 1: 19, respectivamente.

A técnica de impactagdo em meio solido € a mais utilizada. O ar é
aspirado e lancando com as particulas dispersas diretamente sobre a
superficie de meios de cultura em placas de Petri, permitindo gerar
resultados quantitativos diretamente pela contagem das UFC resultantes
(Morris et al., 1999).

Nesa e colaboradores (2001) compararam o desempenho de varios
impactadores de ar para quantificacdo da contaminagdo fungica e

afirmaram que este método € mais eficiente que os outros para captacao
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de esporos fungicos, e o volume de 100 L parece ser suficiente para
avaliacao rotineira da qualidade do ar em hospitais.

Falta um consenso na densidade de microflora do ar no qual o risco
de infeccdo possa aumentar. Porém, ao monitorar microrganismos
aerossolizados, pode-se avaliar eficiéncia no controle do ar em unidades
equipadas com filtros de alta-eficiéncia (GANGNEUX et al., 2006)
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2. JUSTIFICATIVA

As infec¢des hospitalares constituem risco significativo a saude dos
usuarios dos hospitais. Sua prevencao e controle envolvem medidas de
gualificacdo de assisténcia hospitalar e vigilancia sanitaria que podem
subsidiar dados cientificos de a¢des de planejamento e correcdo ambiental
relacionadas a presenca de pombos, roedores e artropodes vetores como
fonte contaminante no ambiente hospitalar.

Esta pesquisa visa avaliar as condicbes dos sistemas de
climatizacao e qualidade do ar interior, com o objetivo de prevenir e sanear
possiveis riscos e implicagcdes na saude dos pacientes e corpo funcional e
ainda, contribuir com informacdes através de trabalhos cientificos se ha
presenca de microrganismos anemdofilos contaminantes, neste ambiente.

O presente estudo tem relevancia socio-sanitaria de acordo com a
prioridade local, sendo um dos poucos estudos focado em isolados
ambientais de C. neoformans na area hospitalar.

Assim podemos esclarecer a ecologia, a epidemiologia molecular
da espécie na regido, e definir um diagnostico quanto as condi¢cdes de
saude ambiental deste local, sendo que este é um dos poucos estudos
focado na pesquisa de Cryptococcus em excretas de pombos associados

ao ar interno no ambiente hospitalar.
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3. OBJETIVOS

Avaliar a presenca de leveduras do complexo Cryptococcus por isolamento
de amostras ambientais em ambiente hospitalar definindo um diagndstico
guanto as condi¢des de saude ambiental deste local.

3.1. Objetivos Especificos

» Isolar amostras ambientais de espécies do complexo C. neoformans
procedendo a sua identificacdo e caracterizacdo, utilizando métodos

bioquimicos e moleculares.

» Explorar a estrutura genética dos isolados determinando os perfis
genotipicos por RFLP-URA5, para o conhecimento da epidemiologia
molecular destes isolados clinicos e ambientais.

* Determinar os tipos sexuais (Mating Types Q e a) por PCR.

* Fornecer dados técnicos — cientificos sobre o monitoramento bioldgico

do ar, visando o controle qualitativo e quantitativo em areas hospitalares.

* Quantificar a microbiota fangica do ar interno nas unidades tratamento

intensivo no ambito hospitalar

* Avaliar a influéncia de variaveis ambientais — temperatura, umidade e

taxa de didxido de carbono em ambientes climatizados artificialmente.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Origem dos isolados

O ambiente amostrado (Figura 5) esta localizado na area central de
Porto Alegre, onde ha na sua proximidade o Parque Farroupilha,
proporcionando ainda mais a proliferacdo de aves do género Columba
(pombos). Foram definidos previamente dez pontos de amostragem na
area externa do Hospital para as amostras de excretas, que fazem
interface com diversas areas de internacdo, e onde estdo localizados um
dos principais focos de permanéncia e nidificacdo de pombos, estando
totalmente adaptados neste local. Nestes locais foram coletadas dez
amostras de excretas, priorizando locais proximos aos sistemas de
climatizacdo onde havia excessivo acumulo de excretas.

Para a qualidade do ar interno foram feitas quatro coletas de ar, pré-
estabelecido nas unidades de internacdo hospitalar de acordo com seu
nivel de complexidade, classificado como ambiente critico e semicriticos, e
preferencialmente onde existissem focos excessivos de excretas proximos
a ductos de captacdo de ar ou proximos a casa de maquinas de
climatizacao artificial. As coletas foram realizadas nos meses de fevereiro,
marco, julho e novembro nas seguintes unidades: area externa (AE),
Tomografia (TO), Unidade de traumatologia (UT), Raios-X (RX), Unidade
Cardio-clinica (UCC), Unidade de Tratamento Intensivo de Trauma (UTIT),
Bloco Cirurgico (BC), Enfermaria cirargica (EC), Unidade de Tratamento

Intensivo de Queimados (UTIQ).

4.2. Coleta e processamento das amostras

4.2.1. Excretas de pombos
Foram coletadas excretas de pombos na area externa do hospital
nas estacdes de inverno e verao, totalizando vinte amostras. Todas as
amostras foram coletadas com o auxilio de espatulas estéreis e
acondicionadas em potes plasticos estéreis para o0 transporte ao

laboratério.
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O processamento das amostras foi realizado segundo o protocolo
descrito por Passoni et al. (1998) com modificagdes. Das amostras de
excretas de aves foram pesados 0,19 e transferidas para 15 mL de solugao
salina a 0,9% contendo ampicilina (150 mg/L), tetraciclina (150 mg/L) e
cloranfenicol (340 mg/L). Todas as amostras foram colocadas em frascos
Erlenmeyers e submetidas a incubacdo em shaker (150rpm) por 60 min a
37°C para permitir a homogenizacdo. Apds esse periodo foram mantidas
sem agitacdo por 15 min para ocorrer a sedimentacdo e 3 aliquotas de
100pL do sobrenadante foram coletados para semeadura em 3 placas de
Petri contendo Agar Niger (extrato de niger 100g, 1g glicose, 20g de Agar,
1000mL agua destilada) acrescido de cloranfenicol (340 pug/mL). As placas
foram incubadas em estufa bacteriolégica a 30°C e examinadas

diariamente por 10 dias até o aparecimento de colbnias.
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Figura 5. Local amostrado. A. Visualizacdo aérea; B. Fachada

lateral interna da Area Amostrada em segmento continuo.
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4.2.2. Ar ambiente

Para a coleta do ar, foi utilizado um amostrador microbiol6gico por
impactacdo, Sampl'air Lite AES CHEMUNEX (Figura 6), e os parametros
estabelecidos de acordo com a Legislacdo Nacional, foi a distancia de
coleta a 1,5 m do chédo e a 1,5 m da parede (RE 09 — Set. / 2003 e CP 109
— Dez / 2003). O método desta amostragem segue com o uso de placas de
Petri contendo meio Sabouraud (glicose 20g, peptona 10g, Agar 18g,
extrato de levedura 3g, agua destilada 1000 mL) e placas de Petri
contendo Agar Niger (extrato de niger 100g, 1g glicose, 20g de Agar,
1000mL agua destilada) ambos suplementados com cloranfenicol (340 ug
/mL). Apds a coleta as placas foram incubadas a 30° C por trés e quinze
dias respectivamente, seguidos da contagem de leveduras totais para
cultivo em Sabouraud e isolamento de colénias marrons sugestivas para
Cryptococcus spp para cultivo em Agar Niger. O volume de ar amostrado
foi de 0,1 m® para cada placa e a amostragem foi executada em triplicata.
As medicOes da concentracdo de CO, foram efetuadas com o aparelho
portéatil de leitura direta por meio de sensor infravermelho nao dispersivo,
modelo CO-2 marca Instrutherm (Figura 6). O aparelho segue as
recomendacdes técnicas estabelecidas pela RE 09/2003 - ANVISA, com
capacidade de determinar temperatura e umidade relativa do ar com
seguintes especificacdes: Concentracdo de CO,: 0 — 5000 ppm,
Temperatura: -20C a 60C e Umidade relativa do ar: 10 — 95% .

Figura 6. Amostrador Microbiologico (A) e Analisador Fisico ( B).
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4.3. Anélise microbiologica quantitativa

4.3.1. Amostras de excretas
As placas com Agar Niger com desenvolvimento de col6nias
marrons sugestivas para C. neoformans ou C. gattii, foram selecionadas
para contagem das colbnias e quantificacdo e repicadas para meios

especificos para confirmagéo bioquimica e molecular.

4.3.2. Amostras de ar
Para as amostras de ar, foram cultivadas em meio Sabouraud apds
72h, as colbnias crescidas foram quantificadas para determinacao de
contaminacao fungica; entretanto no cultivo de Agar Niger apenas as
colonias sugestivas para C. neoformans ou C. gattii, foram selecionadas

para quantificacdo e identificacdo de espécie patogénica.

4.4. Caracterizacao dos isolados

Na amostragem microbioldgica de ar, foi realizada a contagem total
de fungos crescidos em meio de Agar sabouraud, e para o Cryptococcus
ssp, em meio niger, foram observados até o décimo quinto dia de
incubacdo havendo crescimento de colénias marrons, foi considerado
positiva para o fungo presente no ar.

Na amostragem de excretas de pombos, toda colbnia que
apresentaram coloracdo marrom sugestivas para C. neoformans ou C.

gattii, foi selecionada para caracterizacdo bioquimica e molecular.

4.5.1. Caracterizacdo Bioquimica

4.5.1.1. Cultivo em Agar niger
Todos os isolados que apresentaram coloracdo marrom sugestivas
para C. neoformans ou C. gattii, foram re-inoculados em Agar niger e
incubados a 30° C por cinco dias. O desenvolvimento de coldnias de
coloragdo marrom era considerado como resultado positivo na produgéo de

melanina.
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4.5.1.2. Deteccao da Capsula
Todos os isolados foram testados para presenca de capsula
polissacaridica, através da suspensédo de uma aliquota do isolado em tinta
da china, seguido de observacdo ao microscopio 6ptico em 400 X sobre
lamina e laminula. Nestas solucdes, a tinta da china ndo atravessa a
capsula, evidenciando um halo claro ao redor da célula leveduriforme,

confirmando a presenca de capsula polissacaridica.

4.5.1.3. Producéo de Urease

A produgéo de urease foi testada em todos os isolados sugestivas
para C. neoformans ou C. gattii, analisados pelo uso de Uréia agar-base
(peptona 1g, glicose 1g, NaCl 5g, KH,PO, 2g, uréia 20g, vermelho fenol
0,012g, Agar 18g, agua destilada gsq 1000mL, pH 6,8) (CHRISTENSEN,
1946). O meio apresenta cor amarelo palha para urease negativa e cor de
rosa choque para urease positiva. A alteragao de cor do meio ocorre pela
alcalinizacédo do meio pelo produto da hidrélise da uréia, pois esta levedura
utiliza uréia pela a¢do da enzima (COX et al., 2000).

Foi usado como controle negativo amostra de referéncia de Candida
parapsilosis (ATCC 22019)

4.5.1.4. Cultivo em Canavanina-Glicina—Azul de bro  motimol

O meio de Canavanina—Glicina—Azul de Bromotimol (CGB) permite
identificar diferencas bioquimicas entre C. neoformans e C. gattii, pois C.
gattii é resistente a canavanina e utiliza glicina como fonte de carbono ou
nitrogénio.

O meio CGB é constituido pela solucéo A (glicina 10 g, KH,PO, 19,
MgSO, 1g, Tiamina HCI 0,001g, sulfato L-canavanina 0,03g, agua
destilada gqsg 100mL) com ajuste pH 5,6 e esterilizada com filtro de
membranas de 0,22 um. A solucdo B € composta por azul de bromotimol
0,4 g, NaOH 0,01M 64 ml e agua destilada 36 ml. Esta solucdo deve ser
mantida ao abrigo da luz. Para o preparo final do meio foram utilizados 2
mL da solugcdo B, 88mL de &gua destilada, 2g de agar e apds foi

autoclavados. Apos a temperatura atingir 50°C foi adicionar 10% da
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solucéo A e homogeneizado, distribuido em tubos com tampa e inclinados
(KWON-CHUNG et al., 1982).

Durante a degradacgéo da glicina o meio é alcalinizado e isso altera a
cor inicial de amarelo esverdeado para azul cobalto, resultando em
positivo. Foi usada como controle positivo a linhagem de C. gattii sorotipo
B, ATCC 24065 .

4.6. Caracterizagao Molecular

4.6.1. Extracdo de DNA

De todos os 238 isolados originados das excretas de pombos foram
extraidos o DNA gendmico usando o método mecéanico com perolas de
vidro. Para extracdo de DNA, foi usado o protocolo descrito por DEL
POETA et al., (1999). Foi repicada uma colonia em meio Sabouraud e
incubado por 48h a 30°C. ApoOs crescimento foram retirados de 3 a 5
alcadas do isolado e repassados para tubo eppendorf contendo 500 pL de
solucéo de lise (10 mM Tris-HCL pH 7,5; 1mM EDTA pH 8,0; 200mM NacCl;
2% Triton X-100; 1% SDS), 200 pL de pérolas de vidro (Sigma-Aldrich) e
500 pL de fenol-cloroférmio e a suspensao foi agitada em vortex por 15
min. Apés a centrifugagcdo por 15 min a 13000 RPM, o sobrenadante foi
novamente extraido com 300uL de fenol-cloroformio (1:1), agitado em
vortex por 5 min e novamente centrifugado nas mesmas condicbes. O
sobrenadante final foi coletado e os acidos nucléicos foram precipitados
com 1V de etanol absoluto e 200 mM de NaCl por incubacéo por 1 h a -
20° C. Apoés incubacédo procedeu-se a centrifugacdo por 15 min a 13000
RPM o sedimento foi lavado com etanol 70% e seco a temperatura
ambiente. Os acidos nucléicos foram ressuspendidos em 30 pL de agua
milli-Q e tratados com 2uL de RNAse A (20ug/mL) por incubagédo em
banho-maria por 30 min a 37°C. A integridade do DNA extraido foi aferida
por eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com gel-red e observado
em transiluminador. O DNA foi armazenado em aliquotas a -20°C para

posteriores testes.
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4.6.2. Determinacédo de Mating Type

Foi determinado o tipo sexual nos isolados de excretas de pombos
através do PCR-Mating Type onde foram utilizados os seguintes pares de
primes al (5- CTTCACTGCCATCTTCACCA-3) e a2 (5-
GACACAAAGGGTCATGCCA - 3') especificos para mating type a e al (5-
CGCCTTCACTGCTACCTTCT - 3) e a2 (5-
AACGCAAGAGTAAGTCGGGC-3') especificos para Mating Type a,
originando respectivamente produtos de amplificacdo de 101 e 117 pb,
respectivamente (CHATURVEDI et al., 2000). As reacbes de amplificacao
tiveram volume final de 25 pL contendo: 1 uL de DNA (20 ng /uL), 1 pyL de
cada primer (25 pmol/uL), 200 uM de cada desoxirribonucleotideo, 2,5 pL
de tampéo, 1,5mM de MgCl,, 0,4 pL de Tag-polimerase (CenBiot
Enzimas). A amplificacdo foi executada com aquecimento inicial das
amostras a 94°C por 10 min, seguidos de 30 ciclos de a 94°C / 1 min de
desnaturacdo, 60°C / 1min de anelamento, 72°C / 1min de extenséo e
extensdo final a 72°C / 10min realizadas em um termociclador
(MiniCycler™, MJ Research).

Os produtos de amplificacdo foram examinados por eletroforese em
gel de agarose 2% corados com “Gel-red” por 2 horas a 100 volts, seguido
de visualizacdo sob luz UV. Para controle positivo foi usado amostra de

referéncia ATCC 32045 (a / a), e controle negativo (sem a adicdo de DNA).

4.6.3. PCR-Multiplex para determinacdo de espécies de
Cryptococcus

A diferenciacdo molecular das espécies foi realizada utilizando os
pares de primers: CNa 70S (5-ATTGCGTCCACCAAGGAGCTC-3’); CNa
70A  (5-ATTGCGTCCATGTTACGTGGC-3) e CNb 49Ss (5-
ATTGCGTCCAAGGTGTTGTTG-3); CNb 49A (5'-
ATTGCGTGGAACCGTTATC-3’), descritos por Aoki et al.,, (1999). As
reacoes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de 25uL
contendo: 2uL de DNA gendmico (50ng/uL); 2,5pL de tampé&o 10X (10 mM
Tris HCI pH 8,3/ 50 mM KCI/ 1,5 mM MgCl,); 1,15uL de MgCl, (50mM);
2,5uL de dNTP (ImM); 0,5uL de cada primer (CNa 70A/ CNa 70S/ CNb
49A/ CNb 49S) e 0,5uL de Tag-polimerase (5U/uL - CenBiot Enzimas).
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Todas as reac8es foram realizadas em um termociclador (MiniCycler™, MJ
Research), por um aquecimento inicial a 94°C/10 min e 35 ciclos
compreendendo 94°C/1 min de desnaturacdo, 65°C/1 min de anelamento,
72°C/2 min de extensdo. Apos os ciclos, foi realizada uma extenséao final a
72°C/10 min (LEAL et al., 2008). Os produtos da amplificacdo foram
analisados em gel de agarose 1% corado com Gel-red, ap0s migracao por
1 h a 100 volts. Foram utilizados controles negativos (reacdes completas
sem adicdo de DNA gendmico) e controles positivos (reacdes completas
com DNA de diferentes linhagens de C. neoformans e C. gattii. Os padrdes
positivos utilizados foram fornecidos por Wieland Meyer (Center for
Infections Disease and Microbiology, Molecular Micology Laboratory, The
University of Sydney, Departamento of Medicine at Westmead Hospital,
Westmead, Austrdlia): WM148 (VNI), WM626 (VNII), WM628 (VNIII),
WM629 (VNIV), WM179 (VGI), WM178 (VGII), WM161 (VGIIl), WM 779
(VGIV).

4.6.4. Determinacédo de Genatipos por URASL-RFLP

Para verificacdo dos tipos moleculares dos isolados, foi aplicado a
técnica de URA5 — RFLP com dupla digestdo (MEYER et al. 2003). Esta
técnica agrupa os isolados em oito tipos moleculares previamente
estabelecidos. PCR de URAS5 foi conduzido com volume final de 25pL.
Cada reacao contém 50ng de DNA; 1 X de tampao ( 10mM Tris pH8,3,
50mM KCI), 1,5 mM MgCl; ; 0,2 mM de cada dATP, dCTP, dGTP e dTTP;
1,5 U Taq DNA polimerase (Cenbiot Enzimas); e 50 ng de cada primer
URA5 (5’ATGTCCTCCCAAGCCCTCGACTCCG?3)
e SJO1 (5 TTAAGACCTCTGAACACCGTACTCS3’). O PCR foi executado
por 35 ciclos a 94T por 1 min de desnaturacdo, 1 min de anelamento a
65C, 2 min de extensdo a 72T seguidos por 10 min de extenséao final a
72%C. Produtos de amplificacdo foram associados com enzimas de
restricdo da seguinte forma: 1X de tampéao, 1uL de BSA e 15 pL de produto
de PCR tiveram dupla digestdo com Sau 96l (5U / pyL) e Hhal (20U / pL)
por 4h a 37T e 15 min por 65T para inativacdo da s enzimas. Esta dupla

digestdo foi separada por eletroforese em gel de agarose 3% a 100V por
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5h. O padrdo de RFLP foi determinado visualmente comparando com 0s
padrdes fornecidos por Wieland Meyer, VNI-VNIV e VGI-VGIV.
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5. RESULTADO E DISCUSSAO

5.1. Amostragem das excretas de pombos

De 60 amostras de excretas de pombos analisadas, 20 (33,3%)
foram positivas para o fungo C. neoformans. Nas duas estacdes do ano, ou
seja, inverno e verdo, em que o fungo foi isolado, foram observados
crescimento nos mesmos pontos de coleta dos setores de Tomografia,
Traumatologia, Radiologia e Unidade Cardio-Clinica 1 (Tabela 1). A
presenca da levedura comprova que em locais onde ha acumulo excessivo
de excretas, torna-se possivel a reproducdo de resultados, enquanto a
auséncia de isolados em outros pontos pode demonstrar a necessidade de
uma maior amostragem ou monitorizacao mais frequente.

Na primeira amostragem, no inverno, todas as colbnias de
Cryptococcus foram selecionadas (68). Na segunda amostragem, no
verdo, houve um crescimento significativo de 1947 colbnias presuntivas de
Cryptococcus; entretanto, somente 170 foram selecionadas por
apresentarem em alguns isolados, diferencas morfolégicas (Figura 7). A
justificativa para este aumento no numero de isolados pode ser atribuida a
elevadas temperaturas préprias da estacéo.

Tabela 1. Numero de coldnias presuntivas de Cryptococcus spp isoladas
de excretas de pombos no inverno e no verao.

Numero de CFU / grama de Excreta

12 coleta: inverno 23 co leta: verao
12 22 32 12 22 32
amostra  amostra amostra amostra amostra amostra
Tomografia 0 1 0 280 150 168
Traumatologia 0 3 6 4 7 1
Radiologia 1 17 8 30 275 196 168
Radiologia 2 0 0 0 0 0 0
Cardio-clinica 1 1 2 0 240 190 268
Cardio-clinica 2 0 0 0 0 0 0
Enf. Cirargica 1 0 0 0 0 0 0
Enf. Cirargica 2 0 0 0 0 0 0
UTI-TR 0 0 0 0 0 0
Queimados 0 0 0 0 0 0

CFU: Unidades formadoras de colbnias.
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O papel dos pombos como portadores deste fungo patogénico,
mostra o estabelecimento entre a relacdo de Cryptococcus e suas excretas
atualmente consolidadas. Alguns autores afirmam que numeros elevados
de isolados dependem de varios fatores ambientais, incluindo quantidade
de material, temperatura, umidade e luz solar direta (BARONI et al., 2006;
PASSONI et al., 1998; PEDROSO AND CANDIDO 2006).

Figura 7. Colbnias isoladas presuntivas de Cryptococcus spp
(colénias marrons) e de outros fungos. (A) Na cultura priméria de
excretas, observa-se iniameros isolados de Cryptococus spp. encontrado
na terceira amostra da Unidade Cardio-Clinica; em (B) observa-se a
melanizacao ocorrendo do centro para extremidade, colénias marrons com
aspecto levemente mucadide.

As excretas de pombos sdo consideradas substratos significativos
para C. neoformans, e a adaptacdo destas aves nos centros urbanos
constitui uma fonte ambiental importante de risco para a satde publica.

A criagdo da pomba doméstica (Columba livia) é proibida na zona
urbana de Porto Alegre e alimenta-la é  contravencédo

(www.portoalegre.rs.gov.br/sms).

Sem inimigos naturais nas metrépoles, esta ave prolifera rapido.
Biologicamente, sua postura por geracdo é de um a dois ovos, e esta
diretamente relacionada com a disponibilidade de alimento.

A sua reproducéo depende de fatores ambientais como a duracéo
do dia e a elevacdo da temperatura. Pela simpatia que desperta, é
alimentada diariamente por muitas pessoas e a arquitetura urbana

disponibiliza uma variedade de abrigo.
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Um dos principais objetivos da Vigilancia Ambiental € a identificacédo
dos riscos e divulgacao das informagdes referentes aos fatores ambientais
condicionantes e determinantes nas doencas e agravos a saude.

Na instituicdo estudada, foi observado acumulo excessivo de
excretas depositadas nos beirais, telhado e aparelhos de ar condicionado,
0 que permitiu concluir a permanéncia de pombos neste local por varios
anos (Figura 8), sua arquitetura proporciona espacos adequados para
pouso, abrigo e nidificacdo. Os equipamentos de climatizacdo artificial
constituem o conforto térmico das unidades de internacdo mais

importantes do hospital e estdo muito préximos a esta fonte contaminante.

j‘:‘.

Figura 8. Fonte organica de contaminagdo ambiental. A : Concentragéo
excessiva de excretas de pombas na area hospitalar externa; em B a
nidificacdo desenvolvimento em ninhos confeccionados com as proprias

excretas.

Em 1959, LITTMAN descreveu um caso de estudante de medicina
gue desenvolveu meningite criptococica possivelmente resultado de
exposicdo ao ar condicionado fortemente contaminado com excretas de
pombas.

Na literatura existem inimeros estudos relacionando isolamento de
espécies do Complexo Cryptococcus com excretas de pombos,
confirmando nossos resultados e reforcando evidéncias que este é um dos
principais reservatérios para esta levedura patogénica (RUIZ & BULMER,
1981; HORTA et al, 2002; BARONI, 2006; KIDD, 2007; BOYTON et al
2007; BALTAZAR, 2008). COSTA et al., 2009 pesquisou 47 amostras de
excretas de pombas isolando C. neoformans em 10; entretanto, a levedura
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nao foi recuperada em nenhuma dos 322 swabs de cloaca de pombos. No
Rio Grande do Sul, em 31,3% de excretas de pombos e 94,4% das
amostras de liqguor de pacientes com AIDS foram isolados C. neoformans
(HORTA et al.,, 2002), NISHIKAWA et al., 2003, isolaram C. neoformans
nao somente de excretas de pombos e aves urbanas, mas também de
madeira. Nas 44 amostras de madeira foram isolados 25 sorotipo A e 18
sorotipo B, sugerindo outras fontes importantes para a infec¢cao. Estudos
com aves de cativeiro também relacionaram a presenca de C. neoformans
nas excretas, CAICEDO et al.,1999 coletaram 110 amostras de excretas
de aves em Zoolégico na Colébmbia conseguindo apenas 1 isolado da
levedura, enquanto ABEGG et al., 2006 das 55 gaiolas estudadas em
Zoolégico no Sul do Brasil, 10 foram positivas.

As fontes de Cryptococcus séo altamente variadas e estdo
relacionadas com substratos organicos (KWON-CHUNG & BENNETT,
1978). A frequéncia no isolamento de C. neoformans € maior nas excretas
secas (GRANADOS AND CASTANEDA 2005); entretanto, recentes
estudos mostram que o fungo também pode ser isolado de excretas
frescas de animais confinados (LUGARINI et al., 2008).

Desta forma, a literatura cientifica sedimenta ainda mais a
freqiéncia de C. neoformans em excretas de pombos, necessitando
atencdo das autoridades de saude e da populacdo em geral para

prevencao da criptococose.
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5.2. Caracterizacao bioguimica

Os 238 isolados das excretas de pombos foram examinados
microscopicamente com tinta da china para identificacdo da céapsula
polissacaridica, e todos apresentavam capsula; entretanto, na maioria das
vezes diminutas. Os isolados selecionados foram cultivados em Agar niger
e produziram melanina e a atividade de urease também foi positiva em

todos eles concordando com estudos anteriores (Figura 9).

Figura 9. Caracterizagdo Bioquimica. A: melanizagéo (col6nias marrons);
B: urease positiva, e C: quimiotipagem por CGB representados por azul
cobalto como reacéo positiva e amarelo como reacao negativa.

A presenca da capsula polissacaridica no ambiente tem funcéo
primaria, e pode ser facilmente observada sob microscépio optico; a
estrutura esté relacionada com a sobrevivéncia da levedura no ambiente, é
fator de protecao contra a dessecacédo e predacao por amebas (BUNTING
et al.,, 1979). No organismo dos mamiferos, a capsula geralmente se
apresenta aumentada devido a varios fatores, como a limitacédo de ferro e
COg dissolvido nas células (VARTIVARIAN et al., 1993). Tal estrutura atua
como antifagocitica tornando-se pouco imunogénica. Em nossos achados,
o tamanho da capsula se comporta de maneira tradicional para isolados
ambientais, sustentando resultados compativeis com outros autores de que
em condicdes in vivo a espessura € freqientemente de 1 - 2um (RIVERA
et al, 1998; LITTMAN, 1958).

A habilidade de pigmentacdo de Cryptococcus foi primeiro descrita
por STAIB (1960) quando notou colbnias marrons em meio com semente

de péssaro. Esta propriedade tem sido explorada na identificacdo da
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levedura por laboratérios de microbiologia (STAIB et al., 1987). A melanina
atua na protegéo de raios ultravioleta, tem habilidade na termo-tolerancia,
protege contra metais pesados. Cryptococcus spp. estdo presentes em
excretas de pombos e parecem estar melanizados, permitindo a
sobrevivéncia no ambiente (NOSANCHUK et al., 1999; ROSAS AND
CASADEVALL 1997, WANG AND CASADEVALL 1994). Assim a
melanizacdo em C. neoformans fornece um excelente modelo de estudo
no mecanismo pelo qual microrganismos promovem viruléncia
(CASADEVALL et al., 2000).

A urease € a enzima responsavel pela hidrélise da uréia em amoénia
e carbamato, e o fungo Cryptococcus produz esta enzima em grandes
guantidades. Assim, para investigar sua patogenicidade, foram infectados
camundongos com mutantes de Cryptococcus Urease negativa, que
apresentaram mais sobrevida do que camundongos infectados com cepas
controle urease positivo (COX et al., 2000), o que sugere seu papel na
viruléncia por meio de analises espectrofotométricas. Estudos mais
recentes demonstraram que C. neoformans produz mais urease do que C.
gattii (TORRES-RODRIGUES et al., 2008). Em nossos estudos, houve
atividade de urease em todas as amostras positivas para o fungo,
entretanto ndo foi quantificada a producéo em nossos isolados.

Para identificacdo das espécies de Cryptococcus foi aplicado o teste
canavanina-glicina azul de bromotimol (CGB), onde a troca de coloragao
do amarelo para azul cobalto é indicativa de C. gattii gerando resultado
positivo para a técnica. KWON-CHUNG et al., 1982 verificou que C. gattii
usava glicina como fonte de carbono e nitrogénio, resistindo a L-
canavanina; a amonia liberada na clivagem da glicina é a responsavel pela
troca de cor. Todos os 238 isolados foram testados resultando em 98,3%
C. neoformans e 1,7% C. gattii, destes novamente foram repetidos o teste
de CGB confirmando o resultado. A execucéo do teste CGB até o resultado
final leva em torno de 7 dias, que para o diagndstico clinico é longo.
Contudo, é um método tradicional, econdmico e de facil aplicagdo para
diferenciar C. neoformans de C. gattii e, desde sua introducéo, tem sido

usado em muitos laboratorios. Entretanto alguns autores sugerem que
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apenas a reacao positiva de CGB nao € suficientemente confiavel para

distinguir as duas espécies, (KLEIN et al., 2009).

5.3. PCR-Multiplex para determinacao de espécies

Havendo a necessidade de outros métodos para obtencdo de uma
confidvel identificagcdo de espécies, LEAL et al., (2008) desenvolveram a
técnica de PCR Multiplex que apresentou 100% de especificidade e
sensibilidade em seu estudo. Foram analisados 131 isolados previamente
subcultivados pelo CGB como C. neoformans (121) e C.gattii (10), e
guando aplicada esta ferramenta molecular obtiveram 125 C. neoformans e
6 C gatti. Em outro estudo, 101 leveduras foram classificadas pela
producdo de urease, producdo de melanina, assimilagdo de glicina pelo
CGB e sequenciamento D2. 17/17 foram C. gattii e 54/54 C. neoformans e
varias outras leveduras positivaram o CGB, indicando que somente ele néo
pode ser usado para identificacdo de C. gattii. Estes fatos demonstram que
associado a outras técnicas bioquimicas e pelo menos uma molecular
pode ser usado para distinguir as duas espécies (KLEIN et al., 2009).

Para a confirmacdo dos resultados bioquimicos, usamos o teste
para diferenciacdo das espécies por PCR Multiplex, no qual os quatro
isolados C. gattii anteriormente identificados pelo meio CGB, na técnica
molecular confirmou ser C. neoformans (Figura 10) com amplificacdo de
um amplicom de 695 pb correspondente ao controle positivo da espécie.
Com esses resultados evidenciou-se a necessidade de incluir testes

moleculares para a correta identificacdo destas espécies.
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Figura 10. Espécies de Cryptococcus identificadas por PCR-Multiplex
Eletroforese em gel de agarose com produtos amplificados usando pares
de primer CNA70A-CNA70S e CNB49A-CNB49S.

5.4. Determinacdo de Genotipos por URAS-RFLP

No Brasil, foi realizada uma pesquisa para analisar o tipo molecular
de 443 isolados de Cryptococcus para determinar sua distribuicdo
geografica, representados pelas regiées Norte, Nordeste, Sul e Sudeste
(NISHIKAWA et al., 2003). O tipo molecular mais comum no Brasil foi VNI
(64%), seguido de VGII (21%), VNII (5%), VGIII (4%), VGI e VNIV (3%
cada) e VNIl (<1%). A tendéncia epidemiolégica na regido Norte é
predominantemente C. gattii enquanto que na regidao Sul é C. neoformans
(TRILLES et al., 2008). Diferencas climaticas podem ser consideradas a
resposta a grande diversidade de isolados das diferentes zonas
geograficas do Brasil, mas o mecanismo pela qual esta diversidade é
gerada ainda é desconhecido.

A distribuicdo de sorotipos pela regido geogréfica brasileira foi
comprovada através da pesquisa de 467 isolados, no qual houve
prevaléncia do sorotipo A em isolados clinicos e ambientais, no Sul e
Sudeste, enquanto que o sorotipo B, predomina nas regides Norte e
Nordeste, NISHIKAWA et al., (2003).

C. neoformans é o principal agente etiolégico da criptococose em

todo mundo. No Brasil, mais de 70% dos pacientes com AIDS moram nas
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regioes sul e sudeste, onde ocorre evidente acdo antropica e
desmatamento nas grandes cidades. Entre os casos acumulados de 1980
até junho de 2009, a Regido Sudeste concentra o maior percentual
(59,3%), com 323.069 registros da AIDS. O Sul registra 19,2% dos casos,
com 104.671 notificacdes; o Nordeste tem 11,9%, com 64.706; o Centro-
Oeste 5,7%, com 31.011;, e o Norte 3,9%, com 21.389
(http://www.agenciabrasil.gov.br/noticias/2009/11/26)

Recentes estudos de tipagem molecular no Brasil tém evidenciado a
presenca de VNI e VNIl em amostras clinicas, e VNI, VNIV e VGI em
amostras ambientais principalmente na regiao sul e sudeste (NISHIKAWA
et al., 2003).

Técnicas moleculares como RFLP séo ferramentas consideradas de
exceléncia para analisar diretamente o0 genoma e estudos epidemiolégicos
de muitos patdégenos. Esta técnica é usada para distinguir mudancas
genéticas dentro de uma espécie, onde o DNA genbmico é fragmentado
por enzimas de restricdo e cada um destes cortes corresponde a bases
curtas de DNA gerando fragmentos de varios tamanhos (SAMBROOK et
al., 1989).

FRASES e colaboradores (2009) analisaram 97 isolados da
levedura C.neoformans a partir de amostras ambientais, veterinarias e
clinicas. Para explorar o conhecimento epidemioldgico e a diversidade
genética usou gene URA5-RFLP, mostrando resultados elevados para o
tipo VNI (33%). Os isolados obtidos nesta pesquisa, foram genotipados
pela analise do gene URA5-RFLP, com dupla digestdo usando enzimas de
restricdo Sau96 e Hhal. O resultado do perfil de restricdo foi comparado
com o padrédo de bandas das cepas de referéncia. A maior prevaléncia foi
do gendtipo VNI sorotipo A, var. grubii (Figura 11), o que consiste 0
predominio de C. neoformans var grubii em fontes ambientais,
confirmando heterogeneidade da distribuicdo de VNI.

Estes resultados em amostras ambientais reforcam os achados
clinicos em pacientes imunodeprimidos, onde as maiorias dos isolados séo

representados pelo tipo molecular VNI.
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Isolados clinicos e ambientais de paises Ibero-Americanos
apresentaram predominio no tipo molecular VNI sorotipo A (92,6%), o que
corrobora com resultados recentes, ser 0 genétipo mais comum em todo o
mundo (MEYER, 2003).

VNI VNIl VNI VNIV 05 22 94 205

M
=

1000 pb- %

500 pb-

300 pb-

200 ph-

Fig. 11: URA-5 RFLP. M: marcador de tamanho molecular
1Kbplus DNA ladder (Invitrogen) indicado em pares de base
(pb); VNI, VNII, VNIl e VNIV: padrées moleculares referentes a
Cryptococcus neoformans; Amostras 05, 22, 94, 205: isolados

de C. neoformans do ambiente externo hospitalar.

5.5. Determinacdo de Mating Type

Inimeros estudos confirmam a maior viruléncia que células Mat a
exibem comparadas a viruléncia das Mat a, predominando em amostras
ambientais e clinicas em todo mundo (BARCHIESI et al., 2005; KELLER et
al., 2003). Na Coldémbia, existe uma prevaléncia de Mat a, nos isolados de
C. gattii sorotipo B; entretanto esse resultado ndo foi observado em

nenhuma outra regido do mundo (ESCADON et al., 2006). O recente surto

de criptococose em Vancouver — Canada reportou que todos 0s casos
isolados, o agente causador foi VGII Mat a (KIDD et al.,, 2004). A

caracterizacdo molecular de Mating type também pode ser executada por



42

um PCR multiplex com amplificacdo simultanea, associando o sorotipo
usando primers especificos, uma alternativa aceitavel para reducédo de
custos em cada reacao (CARVALHO et al., 2007).

Foi usado a cepa ATCC 32045 ambos Mat a e Mat a (Figura 12)
como controle positivo, com produtos de amplificacdo de 101 e 117 pb
respectivamente, e todos os isolados testados neste trabalho sdo Mating
Type a. A determinacdo de Mating type dos 238 isolados ambientais
mostra que a analise esta de acordo com relatos feitos por KWON-CHUNG
e BENNETT, 1978, que isolados MAT a s&o mais prevalentes que Mat a
entre amostras clinicas e ambientais, indicando ser mais virulento em
modelos animais (KWON-CHUNG & BENNETT 1978; CASALI et al.,
2003).

M E1 E2 E3 E15 CN CP

Figura 12. Amplificacdo de PCR para determinacdo do mating type.
Isolados ambientais. Marcador, Excreta E1, E2, E3 e E15. CN: controle

negativo, CP: controle positivo a e a com 101 e 117pb.

5.6. Amostragem do ar interno

A exposicdo humana a Cryptococcus é comum, ocorrendo
freqientemente em locais onde haja presenca de pombos como jardins
zoolégicos, pet shops, torres de igrejas, torres comerciais, residéncias,
pracas entre outros (ABEGG et al., 2006; BARONI et al., 2006; CAICEDO
et al., 1999; LUGARINI et al., 2008; PASSONI et al., 1998; REOLON et al.,
2004; RUIZ e BULMER 1981; SOARES et al., 2005). Desta forma, houve
a necessidade de se pesquisar a presenca deste microrganismo em fontes
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externas e internas por se tratar de ambiente de assisténcia a saude tendo
constantemente a presenca destas aves.

A nossa compreensdao de Sindrome do Edificio Doente, é um
problema complexo e exibe certa dificuldade pela falta de padronizacdo de
protocolos na avaliacado de fungos de interior. Devido a falta de normas, é
dificil de comparar os resultados de diferentes estudos ou medir o efeito da
contaminacdo fungica no interior de um edificio e seus ocupantes.
Entretanto, de acordo com a legislacdo atual, ndo devem ser aceitos nos
ambientes, microrganismos potencialmente agressores com transmissao
comprovada por via ambiental, excetuando-se as areas de isolamento
destinadas a internagdo de pacientes com infeccdo transmitida pelo ar
(CDC 2001). De acordo com a literatura mundial, Cryptococcus €
transmitido por rota ambiental, e como foi recuperado de fontes organicas
na &rea externa da Instituicdo fez-se necessaria a busca no ambiente
interno atraveés de coletas de ar.

Infeccdes por C. neoformans podem ocorrer em ambientes de
cuidados médicos se o solo estiver contaminado por excretas de pombas e
houver inadequado funcionamento dos sistemas de ventilagdo (CDC,
2003). Sendo assim, foram coletadas 108 amostras de ar entre fevereiro
de 2008 e junho de 2009 para o isolamento de Cryptococcus, pela técnica
de impactacdo de ar. Mesmo estando em desacordo sanitario, nao foi
recuperado nenhum propagulo aerossolizado de C. neoformans nas areas
internas da Instituicdo. Em nossos estudos a auséncia de isolados no ar
pode estar relacionada com o baixo numero de amostragens, embora
poucos autores notifiguem o total nUmero de amostragens, pois relatam
somente o numero de amostras positivas (RUIZ & BULMER, (1981);
CAICEDO et al, (1999); SALUSTIANO et al. (2003); SOARES et al.,
(2005); ABEGG et al.,, (2006)). Na literatura mundial a levedura C.
neoformans estd4d evidenciada como um patdégeno que tem origem
ambiental transmitido por via aérea justificando nosso interesse.

Em 1981, RUIZ & BULMER isolaram em média 5,9 x 10°a 9,9 x 10°
células de Cryptococcus em excretas de pombas e 45 células / 100L de ar,
em um prédio na cidade de Oklahoma, usando Amostrador de Andersen

para quantificar e classificar o tamanho das particulas aerosolizadas de
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Cryptococcus. Poucas pesquisas comparam a inter-relacdo do isolamento
da levedura em excretas de pombos e amostras de ar no Brasil, e 0s que
fizeram usaram a técnica de exposicéo de placas.

As particulas de bio-aerossois de maneira geral tém tamanho entre
0,3 e 100um de diametro; no entanto a fracdo de particulas respiraveis
primariamente preocupantes sdo de 1 a 10 pm. Os microrganismos
aerotransportados que apresentam tamanho de 1 a 5 um geralmente
permanecem no ar, enquanto que particula maiores sdo depositadas nas
superficies (MOHR, 2002). Com base nessas informacdes, a probabilidade
de isolamento de Cryptococcus spp com um amostrador microbiologico por
impactacdo é maior, pois esta classificado como uma levedura de tamanho
diminuto entre 2-8um. Conforme SALUSTIANO et al., (2003), a técnica por
impactacdo de ar comparada a técnica de sedimentacdo obteve melhores
resultados quanto ao niumero de microorganismos recuperados.

A menor sensibilidade da cultura por sedimentacgdo, é explicada pela
necessidade da deposicdo de particulas viaveis na superficie, que
depende do diametro do microorganismo. Nos nossos estudos, nas
amostragens de ar foi usada a técnica de impactacdo, embora ndo tenha
sido recuperado nenhum isolado de Cryptococcus.

CAICEDO et al, (1999) exp0s 270 placas e 110 coletas de excretas
de aves do zoologico da Colémbia, e conseguiu recuperar apenas uma
amostra de cada fonte ambiental, argumentando que estes resultados séao
produtos de adequada limpeza e desinfec¢do das gaiolas do Zooldgico.
Em 2005, foram pesquisadas as excretas de 59 espécies de aves em 55
gaiolas de um Zooldgico no Sul do Brasil, havendo positividade para C.
grubii e C.gattii em 10 amostras e auséncia do fungo em exposicdo de
placas (n° ndo informado, ABEGG et al.,, 2006). SOARES et al., (2005)
isolaram C. neoformans var grubii (13,9%) de amostras de excretas de
pombos, no entanto na exposicdo de placas ndo recuperaram nenhuma
colénia de Cryptococcus. BARONI et al., (2006) foram os primeiros a
relatarem o isolamento do fungo em torres de igreja no Rio de Janeiro; 304
placas de ar foram expostas e em quinze delas foram recuperados
Cryptococcus. Entretanto, a contagem foi menor de 50UFC e a baixa taxa

de colonias depende da varios fatores tal como a direcdo dos ventos.
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PEDROSO e CANDIDO, 2006 e PEDROSO et al.,, 2007 recuperaram a
levedura em dois locais dos 32 amostrados, explicando que as razdes pela
baixa frequiéncia ou auséncia de isolamento no ar se devem pelo baixo
numero de arvores e pelo pouco volume de excretas de pombos nestas
areas.

No Canada foram caracterizadas fontes ambientais com potenciais
determinantes de colonizacdo de C. gattii, isolado de arvores, solo, ar, rios
e mar foi observada a sazonalidade e foi verificada uma concentracéo
elevada de propagulos infecciosos (<3,3pum) em amostras de ar durante os
meses de verdo quente e seco nos ecossistemas terrestres CDF (Coastal
Douglas Fir) na British Columbia (KIDD et al., 2007).

O monitoramento de bio-aerossois € uma area emergente que serve
para medir microrganismos viaveis de ambientes internos e externos,
incluindo avaliacbes da qualidade ambiental interna, doencas infecciosas,
investigacdo epidemiolégica e pesquisas (Manual of Analytical Methods,
CDC - 1998). Até o presente momento, este € um dos poucos estudos
focado na pesquisa de C. neoformans em fonte organica externa e ar
interno no ambiente hospitalar.

As rotas de exposicdo humana a microrganismos aerotransportados
ocorrem por inalacdo, ingestao e contato dérmico, embora a inalacdo seja
a forma predominante. A amostragem e analise de microrganismos
aerotransportados tém recebido atencdo nos Ultimos anos pela
preocupacdo com contaminacdo fungica em ambientes internos, ameaca
de bio-terrorismo e ocorréncia de efeitos associados a saude, incluindo
doencas infecciosas, efeitos toxicos agudo, alergias e até cancer. Os
bioaerossois contribuem para 5 a 34% da poluigcdo interna do ar. A
contaminacdo fungica depende de vérios fatores incluindo umidade,
temperatura, presenca de matéria organica e, além disso, a carga fungica
externa (MEDRELA-KUDER, 2003; OLIVEIRA et al., 2003).

Na amostragem microbiolégica para fungos totais, também no
mesmo periodo, houve crescimento significativo nos locais examinados,
onde foram comparados com os valores limitrofes fornecidos pela CP 109 /
2003 ANVISA (Figura 13). Em todas as coletas, foi incluida uma amostra

de ar externo como referéncia. Foram coletadas duas amostras em cada
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estacdo do verdo e do inverno calculados em UFC/m3 (Unidade
Formadora de Colbnias por metro cubico de ar). Os resultados sdo o0s
seguintes: 820, 940 186 e 273 na Tomografia; 1100, 1200, 760 e 530 na
Traumatologia; 320, 480, 160 e 485 na Radiologia; 600, 830, 1223 e 895
na Unidade Cardio-Clinica; 3380, 3520, 1380 e 900 na Enfermaria
Cirargica; 250, 270, 603 e 673 na Unidade de Tratamento Intensivo; 210,
478, 716 e 524 no Bloco Cirargico; 335, 480, 213 e 203 na Unidade de
Tratamento Intensivo de Queimados e finalmente a referéncia externa
3200, 3600, 2060 e 975. Este crescimento provavelmente pode estar
associado aos seguintes fatores: acumulo de matéria organica depositadas
nos beirais internos do hospital, inadequada manutencdo dos
equipamentos de climatizacéo e falta de remocao de sujidades nos ductos.

QUDIESAT et al., (2009) atribuiram como causas das taxas
elevadas de contaminantes aerotransportados em seus estudos: a idade
do hospital, deficiéncia nas condi¢cdes de higiene, numero de leitos por
ambiente e, precarios sistemas de ventilacdo. Estes resultados também

sustentam os nossos achados.
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Figura 13. Amostragem do ar utilizando como marcado  r epidemioldgico
0 numero de fungos viaveis. A - Tomografia; B - Traumatologia; C -
Radiologia; D - Unidade Cardio-Clinica; E - Enfermaria Cirargica; F - Unidade
Tratamento Intensivo; G - Bloco Cirtrgico; H - Unidade Queimados e | - Area
Externa e UFC: unidade formadora de colonias.

MARTINS-DINIZ et al., (2005) monitoraram o ar interno de um
hospital usando Amostrador de Andersen, e os valores encontrados foram
317,1 UFC/m® na UTI, 332,2 UFC/m?® no Centro Cirlrrgico e 673,5 UFC/m?®
na area externa do prédio; estes resultados comparados aos nossos
demonstram que 0 nosso ambiente de pesquisa apresenta elevada

contaminacao fangica .

Conforme a legislacdo vigente do pais, a faixa recomendavel de
operacdo da Umidade Relativa, nas condi¢Ges internas para verao, deve
variar de 40% a 65%, e para condi¢bes internas no inverno, a faixa
recomendavel de operacdo deve variar de 35% a 65%. Em nossos
achados a média no verao e inverno da tomografia foi de 66,7% e 76%; na
traumatologia de 52% e 71,5%; na radiologia de 59% e 67%; na Unidade
Cardio-Clinica de 62,8% e 73%; na Enfermaria Cirurgica de 61,6% e 73%;
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Unidade Tratamento Intensivo de 53,2% e 66%; no Bloco Cirdrgico de
63,1 e 68,8; Unidade Queimados foi 53% e 68,7% e na area externa 54% e
88%. Comparamos os valores da umidade relativa com a quantificacao
fungica no ambiente interno, a fim de comprovar sua importancia na
influéncia do crescimento biolégico. No inverno a umidade esteve em
desacordo em todos os ambientes, entretanto o crescimento fungico foi
elevado nas duas estacOes (Figura 14). Nas coletas de excretas, no verao
0 aumento foi significativo, pois é necessario um ambiente mais seco para
a proliferacéo dos esporos de Cryptococcus.

Os resultados obtidos demonstraram que a umidade tem influéncia
direta sobre a proliferagéo fungica.

3600
3300
30007 —+— Valor Médio UFC veréo
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Figura 14. Relacdo umidade e crescimento fungico. A - Tomografia; B -

Traumatologia; C - Radiologia; D - Unidade Cardio-Clinica; E - Enfermaria
Cirargica; F - Unidade Tratamento Intensivo; G - Bloco Cirurgico; H - Unidade

Queimados e | - Area Externa e UFC: unidade formadora de coldnias.
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Uma pesquisa realizada em um hospital da Franca demonstrou ambientes
externos e internos adequados, em unidades hematolégicas adulto e
pediatrica. A carga de fungos vidveis externo foi de 122,1 UFC/m?® e nas
respectivas unidades foi de 4,1 e 3,9 UFC/m® de ar. O baixo nimero de
propagulos fungicos encontrado pode ser resultado de condicdes
ambientais controladas como a limitagéo de pessoas, proibicdo de abertura
de janelas, presenca moével de um descontaminante de ar e equipamentos
de climatizacdo adequados para o ambiente (SAUTOUR et al., 2009).

Recentemente foram avaliados 108 episddios de pneumonia de
pacientes transplantados e 0s microrganismos mais freqientes foram:
Pseudomonas aeruginosa (33,3%), Staphylococcus aureus (26,8%),
Aspergillus spp. (16%), A. fumigatus a espécie mais comum nos isolados
respiratérios, seguidos de Fusarium spp., C. neoformans e
Paracoccidioides brasiliensis (CAMPOS et al., 2008). A criptococose é a
terceira infeccdo mais comum por fungos invasivos em transplantados de
orgaos solidos, representando 8% (PAPPAS et al., 2007).

Embora no Hospital avaliado neste trabalho n&o tenha Unidades de
Tratamento a pacientes imunodeprimidos como transplantados,
oncoldgicos e aidéticos, cabe relatar o uso constante de drogas potentes
para seus tratamentos, o uso frequente de respiracao artificial, bem como
uso de material/equipamento invasivo constantemente usado em UTIs, tais
fatos conferem a pacientes imunosuprimido a possibilidade de desenvolver
algum tipo de infecc&o hospitalar pelo tipo de ambiente que Ihe € oferecido.

Hospitais e instalacbes de assisténcia a saude sao ambientes
complexos e necessitam de ventilacdo adequada para conforto de
pacientes e controle de emissdes perigosas (CHUAYBAMROONG et al.,
2008; McCARTHY et al., 2000). A taxa microbiana do ar interno hospitalar
€ altamente influenciada pelo nimero de ocupantes, suas atividades e
ventilacdo. Os esporos fungicos entram no hospital através de ductos de
ventilacdo com inadequada filtracdo, e considerando que o ambiente
estudado tem altos indices de matéria organica depositado muito préximos
destes ductos ha um excesso de fungos recuperados no ar. Foi observado
gue os filtros dos equipamentos de climatizacdo ndo eram adequados com

o ambiente, na maior parte das unidades do hospital o filtro utilizado nos
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equipamentos foi G3, de acordo com a NBR 6401/1980, tem boa eficiéncia
contra fragdo grossa (>5 um) da poeira atmosférica, mas ndo € adequado
para as unidades estudadas, pois deve ser usado no minimo F3, que
confere alta eficiéncia contra particulas finas (1 — 5 um) sendo razoavel
contra fungos e bactérias.

Na maioria das amostragens de ar nos ambientes estudados, o
crescimento fungico excedeu o limite bioldgico indicado pela ANVISA, se
mostrando compativel com o crescimento fangico externo usado para
meios comparativos (CP 109 / 2003 ANVISA).

Varias doengas bacterianas sdo transmitidas pelo ar como
legionelose (aerossoOis gerados pela agua estagnada) ou tuberculose
(aerossois transmitidos de pessoas a pessoa). Doencas fungicas causam
infeccbes respiratorias e reacdes alérgicas que incluem uma grande
variedade de agentes. Doencas virais sao facilmente transmitidas por rotas
aéreas, incluindo SARS (Sindrome Respiratéria Aguda Severa) e viroses
entéricas. Recentes estudos tém mostrado o aumento nas evidéncias de
transmissdo de aerossois de infeccbes hospitalares como MRSA
(Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina), Acinetobacter spp e
Pseudomonas spp. (BEGGS, 2003). De modo geral, a concentracdo da
microflora interna de um ambiente de trabalho saudavel é mais baixa que a
concentracdo de ar externo no mesmo local (JENSEN e SCHAFER 1998).

Apdés a amostragem, o cultivo dos microrganismos deve ser
enumerado e identificado, usando métodos apropriados de microscopia
para identificacdo fangica e bacteriana como Lactofenol e Gram,
respectivamente. Técnicas da microbiologia classica tal como observacgéo
das caracteristicas do crescimento celular ou morfologia dos esporos e
testes bioquimicos s@o essenciais, embora seja necessério longo tempo.
Técnicas de biologia molecular tal como andlise de RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphic) e PCR sdo técnicas aplicadas para
identificacdo de fungos e bactérias. A técnica de PCR é rapida e precisa
para identificacdo de fungos, mas sdo necesséarias ap0s amostragem dos
fungos, a extracdo e purificacdo de DNA (PORTNOY et al., 2005). A
amplificacéo da regido D2, uma extensa subunidade de rDNA dos fungos

usando extracdo de DNA, amplificacdo, seqienciamento e a classificacao
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da base de dados foram descritos. De 28 espécies, somente cinco nao
puderam ser identificadas (ROZYNEK et al., 2004). Neste estudo nao foi
priorizado estas identificacfes pelo fato de ser a levedura Cryptococcus o
objeto do trabalho.

A presenca de muitos agentes biolégicos no ambiente interior &
devido a umidade e ventilacdo inadequada. A Ventilagdo acontece quando
ar fresco entra em um edificio e substitui o ar em recinto fechado,
removendo assim bio-aerossois acumulados. Medir a concentracdo de CO;
€ 0 modo mais pratico para calcular a suficiéncia de ventilacdo. A
concentragdo de CO, em um edificio adequadamente ventilado deveria
permanecer proxima aos niveis do ar livre. Concentragbes de CO,
aumentadas, particularmente se maior que 1000 partes por milhdes, indica
ventilacdo inadequada (AMERICAN SOCIETY of HEATING, 1989).
Variaveis fisicas como temperatura apresenta valores recomendados entre
21° C e 24°C respectivamente.

A temperatura média no verdo variou entre 26C e 32 C dentro das
unidades, estando fora dos padrdes recomendados que fossem entre 21°e
24, e no periodo de inverno a média foi 23C. A u midade no periodo de
inverno teve uma variacdo de 66% a 88%, demonstrando a importancia
deste parametro como risco para contaminacao interna do ar, devendo
permanecer entre 40 e 60%, contribuindo para o aumento da proliferacéo
fungica. No verdo, a umidade variou entre 52 e 66,7% e concentracdo de
CO; no ambiente em estudo resultou em variagdes relevantes (Tabela 2).

Em nossos resultados, a variacdo de CO, ndo ultrapassou o valor
limitrofe, entretanto, se compararmos o resultado obtido externamente, em
todos ambientes testados, demonstra saturagcédo. Dessa forma, a falta de
ventilagao associada a ductos dos sistemas de climatizagao inadequados,
pois foi observado elevado acumulo de sujidades nos saidas dos ductos
em todos ambientes, colabora para a quantidade excessiva de Unidades
formadoras de colénias (UFC) encontradas nas amostragens
microbiolégicas de ar (Figura 15).



Tabela 2. Umidade Relativa e concentracdo de CO

hospital em estudo
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» nhos ambientes do

Unidades UR [%] CO2 [ppm]

Hospitalares Verao Inverno Veréo Inverno
Tomografia 66,7 76 103 Zero
Traumatologia 52 71,5 500 276
Radiologia 59 67 330 110
Cardio-clinica 62,8 73 640 363
Enf. Cirtrgica 61,6 73 710 493
UTI-TR 53,2 66 1095 592
Bloco cirargico 63,1 68,8 285 284
Queimados 53 68,7 465 423
Externo 54 88 12 Zero

UR: Umidade Relativa

- ppm: parte por milhdo

Figural5. Placas com crescimento fungico dos ambientes amostr ados

com 100 L/ m 3 de Ar, exceto o Bloco Cirtrgico com amostragem de 500L /

ms .

A: Externo, B: Bloco Cirurgico,C: Unidade Cardio-Clinica, D: Enfermaria

Cirurgica,

E: Unidade Tratamento

Intensivo,

F: Tomografia, G:

Traumatologia, H: Radiologia, I: Unidade Queimados.
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Para reducdo de bioaerossdis em ambientes internos certas
medidas devem ser seguidas. Isto inclui adequada identificagcdo e
eliminacao das fontes microbianas, manutencao de equipamentos, controle
de umidade, ventilagcdo natural, uso de filtros adequados em sistemas de
climatizacdo. No contexto dos cuidados médicos, 0os bioaerossodis podem
causar riscos profissionais e infec¢cdes hospitalares e esse monitoramento
pode se usado para localizar e identificar fontes de infeccdo hospitalar e
sua disseminacdo, mas isto requer uma abordagem multidisciplinar
(SRIKANTH et al., 2008).

Na busca por melhores servicos & comunidade e ao corpo funcional,
com auxilio desta pesquisa, foram colocadas redes de prote¢do em toda
area gque apresentava riscos e foram removidas as pombas, ninhos e
excretas, tornando um ambiente mais adequado com os padrbes
sanitarios.

Essas medidas vao reduzir ou até eliminar a presenca de
Cryptococcus no ambiente hospitalar, assim como a reducéo do alto indice

de fungos no ar.
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

» Embora houvesse uma presenca significativa de C. neoformans
encontrados nas excretas, nao foi recuperado nenhum isolado no ar.
Entretanto faz-se necessario um maior nimero de amostragem

desta fonte.

 Em relacdo a concentracdo de fungos no ar, a Radiologia em todas
as amostragens a area de Tomografia na amostragem do inverno
esteve dentro dos padrées recomendados pela RE n9/2003,
enquanto que as unidades mais complexas do hospital estdo
totalmente em desacordo no que se refere a quantificacéo fungica.

* Se aplicarmos a proposta da ANVISA — CP 09 —conforme o nivel de
risco, somente a Radiologia estaria em conformidade em todas as
amostragens e a tomografia apenas na terceira e quarta

amostragem para fungos.

» A amostragem externa que satisfaz como referéncia a coleta interna
esta integralmente em desacordo com a legislagdo vigente,
comprovando que fontes poluentes de origem organica sao

fundamentais na contaminacao do ar.

e A qualidade do ar €& diretamente afetada pelo estado de

conservacao dos equipamentos do sistema de ventilacao.

* A temperatura foi medida em todas as amostragens, e apenas no
inverno (32 coleta), que esteve em acordo com a resolucédo RE n9
da ANVISA;
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A taxa de dioxido de carbono esteve em desacordo na Unidade de
Tratamento Intensivo ultrapassando o limite de 1000ppm no periodo

do verao.

No periodo de inverno a umidade relativa do ar esteve em todas as
amostragens fora dos padrdes sanitarios recomendados pela
ANVISA, o que sugere forte influéncia na proliferacdo fangica do ar

interno.

Desenvolver diretrizes na prevencéao de problemas com a Qualidade
do Ar Interno como descricdo das caracteristicas da estrutura da
instituicdo, funcdo e condi¢cdes de ocupacdo pode influenciar na

gualidade do ar interno.

Um plano de gerenciamento pode organizar as atividades a serem
desenvolvidas. Programas de treinamento e de educagdo para
funcionarios e ocupantes do prédio devem ser providenciados para

garantir que os procedimentos sejam entendidos e aplicados.

E necessario um responsavel pela qualidade do ar, com
responsabilidades claramente definidas, esse perfil pode colaborar
com o setor de gerenciamento a identificar areas potencialmente
problematicas priorizando orcamentos para manutencdo e

modificac¢des futuras.
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