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hospital na Paraiba. Dissertacdo de Mestrado em Desenvolvimento e Meio

Ambiente (PRODEMA). Universidade Federal da Paraiba, Jodao Pessoa, 2020.

RESUMO

Uma quantidade elevada de micro-organismos patogénicos em ambientes
refrigerados pode ser um indicador de baixa qualidade do ar, colocando em risco
a saude de pacientes em hospitais. A limpeza dos sistemas de refrigeracao deve
ser realizada adequadamente e com produtos eficientes, mantendo reduzidos os
niveis de infec¢do hospitalar. Neste trabalho objetivou-se analisar a densidade
fungica dos ambientes internos de um hospital da rede privada, localizado em
Jodo Pessoa-PB. Verificou-se também a eficacia do desinfetante utilizado na
limpeza dos sistemas de ar condicionado nesses ambientes. Em experimento in
vitro com o desinfetante Thilex® frente a micro-organismos comuns no ambiente
hospitalar, avaliou-se a atividade antimicrobiana, concentracao e tempo de acao.
Para a analise do ar em locais refrigerados no hospital utilizou-se um impactador
de bioaerossol de coleta ativa do tipo Andersen, visando quantificar e
caracterizar possiveis patdgenos. O teste antimicrobiano indicou que o Thilex®
foi eficaz contra os isolados de Klebsiella sp., Escherichia. coli e Candida
albicans, enquanto Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus
sp. e Aspergillus sp. apresentaram resisténcia a 2% e sendo controlados a 20%
da concentracdo do produto em agua destilada e tempo de exposi¢cao acima de
1 minuto. As amostras de ar do hospital indicaram que 12 das 23 salas estavam
com uma densidade fungica acima do limite aceitavel conforme a norma nacional
atual, com maior prevaléncia nas salas de obstetricia. Os géneros mais
presentes foram Aspergillus sp., Penicillium sp. e Monilia sp. Esses resultados
indicam urgéncia no desenvolvimento de politicas publicas mais efetivas na

reducdo do risco aos pacientes expostos a baixa qualidade do ar nos hospitais.

Palavras-chave:  Aeromicrobiologia, Controle microbiano, Anemdfilos,

Penicillium sp.
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ABSTRACT

An elevated quantity of pathogenic microorganisms in refrigerated environments
can be an indicator of poor air quality, putting patients' health in hospitals at risk.
The sanitation of the refrigeration systems must be carried out efficiently and with
efficient products, capable of maintaining reduced levels of hospital infection. In
this work, we aim to analyze the fungal density of the internal environments of a
private hospital, located in Jodo Pessoa-PB. The effectiveness of the disinfectant
used to clean air conditioning systems in these environments was also verified.
In an in vitro experiment with Thilex® disinfectant against common
microorganisms in the hospital environment, antimicrobial activity, concentration
and time of action were evaluated. For the analysis of the air in refrigerated places
in the hospital, an active bio-aerosol impactor of the Andersen type was used, to
qguantify and characterize possible pathogens. The antimicrobial test indicated
that Thilex® was effective against Klebsiella sp., Escherichia coli and Candida
albicans, while Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus sp.
and Aspergillus sp. presented resistance at the concentration of 2%, being
controlled to 20% of the product in distilled water and exposure time above 1
minute. The hospital's air samples indicated that 12 of the 23 rooms had a fungal
density above the acceptable limit according to the current national standard, with
a higher prevalence in obstetrics rooms. The most common genera were
Aspergillus sp., Penicillium sp. and Monilia sp. These results indicate urgency in
the development of more effective public policies in reducing the risk to patients
exposed to low air quality in hospitals.

Keywords— Aeromicrobiology, Microbial control, Anemophiles, Penicillium sp.
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1 INTRODUCAO

Desde o0 século XX, industrias, residéncias e hospitais adotaram o uso de
aparelhos de ar condicionado para deixar ambientes internos a uma temperatura
confortavel para as pessoas (AFONSO, 2004). Nos centros urbanos, as pessoas
gastam cerca de 90% do seu tempo em ambientes aclimatados por sistemas de
refrigeracdo de ar (HORVE et al., 2019). Espera-se que, com 0 aumento das ondas
de calor em todo o mundo, a demanda do uso de aparelhos de ar-condicionado a
longo prazo possa aumentar ainda mais (ZUO et al., 2015).

Esses sistemas fornecem um ambiente ideal para o crescimento de micro-
organismos potencialmente patogénicos, tais como fungos e bactérias, devido as
taxas altas de umidade e acumulo de impureza nos aparelhos (HATAYAMA,;
OIKAWA,; ITO, 2018). No entanto, a diversidade de bactérias e fungos residentes em
filtros de ar condicionado e seus possiveis riscos a saude associados a pacientes

hospitalizados ndo € completamente conhecida (ACERBI et al., 2017).

Os aparelhos de sistema split sdo os mais utilizados em centros de saude no Brasil,
devido ao seu baixo custo, sua popularidade e facil manutencdo (MARANGONI et al.,
2015). Entretanto, quando se negligencia a limpeza constante dos filtros usados no
equipamento, ha um favorecimento ao crescimento de colénias microbianas. Como
esses sistemas operam em alta pressao interna, bactérias e fungos podem ser
pulverizados no ar e por isso deve-se considerar o uso adequado de técnicas de
limpeza e a substituicdo desses aparelhos quando necessario (KHARE; MARR,
2014).

Estudos ambientais recentes indicam que, desde a década de 1970, a taxa de
renovacao do ar tem diminuido (AFONSO, 2004). Esse cenario leva a um aumento
da evaporacado da 4gua e, a partir dai, a reducdo da umidade do ar e ao surgimento
de lesdes nas vias aéreas que contribuem para a transmissao de agentes infecciosos
em ambientes hospitalares, onde o ar é refrigerado por esses aparelhos. Com essa
informagédo bem estabelecida na comunidade académica, centros hospitalares e
instituicbes de saude em todo o mundo buscam integrar e manter protocolos de
biosseguranca que regulam a qualidade do ar de salas onde pacientes com Vvarios

problemas de saude estdo hospedados. Essa preocupacao também se estende aos
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préprios funcionarios do hospital que manipulam instrumentos e interagem com 0s
pacientes rotineiramente (AFONSO, 2004).

As normas e regulamentos de controle de qualidade do ar ja estdo estabelecidas
por agéncias internacionais, as quais indicam padrdes para a maioria dos paises em
desenvolvimento. Exemplos dessas agéncias sdo a Sociedade Americana de
Engenheiros de Aquecimento, Refrigeracdo e Ar Condicionado (ASHRAE),
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e o Conselho Nacional Australiano de
Pesquisa Médica e de Saude (NHMRC). Esses paises tém uma politica regulatéria
clara para mitigar os riscos e garantir que todas as medidas de biosseguranca sejam
tomadas (ABDUL-WAHAB et al., 2015).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) é responsavel por
regular o uso adequado dos aparelhos de ar-condicionado. De acordo com a
Resolugéo 9 de 2003 do Ministério da Saude,

Todos os sistemas de ar condicionado devem estar em condi¢Bes
adequadas para limpeza, manutencdo, operagcdo e controle, visando a
prevencao de riscos a saude ocupacional para manter limpo o sistema de
HVAC (aquecimento, ventilagdo e ar condicionado), como bandejas,
bobinas, umidificadores, ventiladores e dutos, para evitar a disseminac¢ao ou

multiplicagcdo de agentes nocivos a salde humana e para manter a boa
qualidade do ar interno. (ANVISA, 2003)

Protocolos afirmam que deve haver uma limpeza dos aparelhos de ar condicionado
utilizados em hospitais em um intervalo de 7-15 dias ou duas vezes ao més, utilizando
um produto saneante com acdo antimicrobiana (APARECIDA, 2011; BRENIER-
PINCHART, 2009). Também é determinado que em ambientes aclimatados, a
temperatura deve variar de 23°C a 26°C no verao e 20°C a 22°C no inverno, com
umidade variando de 40% a 65% (ANVISA, 2003).

E de grande interesse a saude publica minimizar o risco das Infeccbes
Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS), especialmente as provenientes de
quartos de internacdo e de salas de cirurgia. Recomenda-se que o0 reservatorio
microbiano de ar seja quantificado através da andlise de amostras, para que com
possiveis medidas preventivas, melhore-se a qualidade de vida de pacientes

internalizados.
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Duas hipéteses foram apresentadas nesse trabalho dissertativo. A primeira delas
€ que o desinfetante utilizado na desinfeccédo dos aparelhos de ar condicionado do
ambiente hospitalar ndo seja eficiente para controlar os micro-organismos comuns.
A segunda, que a quantidade desses micro-organismos patogénicos no ar esteja
além da determinada pela Resolugcédo 9 de 2003 e apresenta um risco a saude de

pacientes imunocomprometidos em ambientes hospitalares.

A dissertacédo foi dividida em duas etapas: 1) Andlise do teste antimicrobiano in
vitro utilizando o produto saneante frente aos micro-organismos mais comumente
detectados no ambiente hospitalar para verificar o efeito antimicrobiano; e 2) Coleta
de amostras e quantificacdo dos micro-organismos potencialmente patogénicos

presentes no ar do interior do hospital para comparar com a legislacéo vigente.
1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Analisar os riscos de contaminacdo microbiana do ambiente hospitalar,
verificando o efeito antimicrobiano do produto saneante utilizado nos aparelhos
de ar condicionado frente a diferentes patdgenos veiculados pelo ar e avaliar
a populacgéo e diversidade de fungos no ar em um hospital privado na cidade

de Jodo Pessoa-PB.
1.1.2 Objetivos especificos

) Realizar teste antimicrobiano in vitro do produto saneante frente as bactérias
e fungos selecionados mais frequentes no ambiente hospitalar, de acordo
com a literatura;

. Determinar, in vitro, o tempo de agdo mais seguro para 0 uso do produto de
sanitizagc&o dos aparelhos de refrigeracéo do ar;

. Determinar, in vitro, a concentracao mais eficaz do produto de sanitizacdo dos
aparelhos de refrigeracédo do ar;

. Mapear os setores mais criticos em relagdo a micro-organismos anemofilos;

o Isolar, identificar e analisar os micro-organismos coletados nos diversos

ambientes;

15



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Condicdes para dispersdo microbiana em ambientes internos

Aerossois bioldgicos (bioaerosbis) sdo uma subcategoria de particulas liberadas
dos ecossistemas terrestres e marinhos na atmosfera. Eles consistem em
componentes vivos e nao-vivos, incluindo organismos (células bacterianas, fungicas
ou de algas), estruturas de dispersdo de organismos (pélen, esporos fungicos) e
subprodutos (tecidos de plantas, fragmentos de fungos e bactérias) (FROHLICH-
NOWOISKY et al., 2016; BIEBER et al., 2020).

O ambiente atrtificial, definido como um conjunto de habitats ecolégicos distintos é
um conceito novo, mas cada vez mais aceito. Estudos em areas urbanas buscam
compreender como processos ecoldgicos basicos, como pressédo evolutiva e selecao,
podem estabelecer estruturas comunitarias microbianas em ambientes internos e
contribuir para a dispersdo de bioaerosois (MEADOW et al., 2014a). Embora tenha
ocorrido um grande progresso no campo da Ecologia Microbiana na compreensao
dos processos fundamentais in natura, o microbioma presente em ambientes internos,
0S quais apresentam maior interacdo humana, permanece em grande parte
desconhecido e/ou variavel (CORSI et al., 2012).

O modo como um edificio foi planejado e construido tem grande influéncia nos
padrdes de dispersédo microbiana em ambientes fechados (MEADOW et al., 2014b);
Os materiais de construcdo, superficies; e condicbes ambientais internas, como luz
ultravioleta e visivel, umidade, temperatura; e conectividade entre os ambientes
internos e externos através de janelas e portas (MEADOW et al., 2014a), todos esses
séo fatores que podem afetar o crescimento e dispersdo de micro-organismos no
ambiente urbano e sua persisténcia. Micro-organismos podem se manter em
ambientes fechados por meses (KRAMER et al., 2006), e as condicdes ambientais
internas podem facilitar o crescimento bacteriano e fungico intermitentemente. Além
disso, existem muitos substratos nutritivos, como células escamosas da pele humana
dispersas nas superficies que servem como fonte para crescimento de micro-
organismos (NG et al., 2018). Sugere-se também que, no caso de hospitais, 0s

pacientes internados tém maior probabilidade de contrair uma infec¢éo hospitalar se
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0 ocupante anterior foi diagnosticado com outra infec¢cdo, deixando o ambiente

previamente contaminado (JOSEPH et al., 2006).

Micro-organismos, principalmente bactérias, podem desenvolver resisténcia a
exposicdo a luz UVA e UVB. Um estudo recente mostrou que diferentes
comprimentos de onda de luz afetam diferentemente a permanéncia bacteriana em
particulas de poeira: a luz visivel ou UV reduz o nimero de bactérias vivas e resulta
em uma comunidade bacteriana menos associada a humanos (FAHIMIPOUR et al.,
2018). Da mesma forma, as comunidades bacterianas patogénicas de superficies
internas podem apresentar menor taxa de interacdo humana a medida que se
aumenta a quantidade de iluminacdo nos quartos hospitalares. Em termos de
exposicao a luz, sugere-se que os esquemas diurnos de iluminacdo que beneficiam
0s seres humanos de muitas maneiras também facilitam o controle de populacfes
bacterianas em ambientes fechados (HOBDAY; DANCER, 2013), podendo esta ser
uma das estratégias mais viaveis para a manutencdo de ambientes internos

saudaveis.

A temperatura do ar em ambientes internos afeta positiva e negativamente a
biodiversidade da comunidade microbiana. Essa correlagdo provavelmente tem
explicagbes mais complexas, como a relagao entre temperatura e umidade relativa e
as condicdes climaticas sazonais ou locais. Ja foi reportado que uma mudanca na
variacdo de crescimento de comunidades microbianas sendo diretamente
correlacionadas com o grau de temperatura interna em edificios usando ar
condicionado (KEMBEL et al., 2012). Como a maioria dos edificios € mantida em
temperaturas favoraveis ao crescimento microbiano, parece menos provavel que
apenas este fator seja definitivo para o controle microbiano interno, exceto os virus

que sdo mais sensiveis a temperatura (TANG, 2009).

A termodinamica do ar cria correntes ascendentes que podem trazer micro-
organismos ao trato respiratorio humano (KHARE; MARR, 2014). Um gradiente de ar
variavel dentro de um edificio pode ser necessario para fornecer condicfes Gtimas
para reduzir a dispersdo e a contaminacdo de patégenos potenciais no ambiente
urbano interno (SPIRU; SIMONA, 2017). A umidade ou danos causados pela 4gua
gue sustentam os biofiimes s&o extremamente importantes para o0 crescimento
microbiano, especialmente fungos, bem como a biodeterioracdo de materiais de

construcdo (XU; LIU, 2018). Da mesma forma, os aquecedores de agua abrigam
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comunidades bacterianas que podem disseminar bactérias do género Mycobacterium
via aerossolizacdo em torneiras e chuveiros, e Legionella pneumophila pode persistir
na estrutura de refrigeracdo de ar e infectar ocupantes de edificios (KOOL et al.,
2014).

A umidade é um dos maiores contribuintes para a permanéncia microbiana no ar
e em superficies (TANG, 2009). A capacidade das células microbianas ou esporos se
tornarem aerossolizadas das superficies e serem suspensas no ar devido ao trafego
de ocupantes ou perturbacdo é aumentada pela baixa umidade relativa (FRANKEL,;
HANSEN; MADSEN, 2014). A baixa umidade relativa do ar de 20 a 30%, aumenta as
taxas de infeccao por particulas aerossolizadas, bem como a taxa de IRAS (SPIRU;
SIMONA, 2017). Isso se deve ao ressecamento das mucosas do hospedeiro, fator
gue aumenta a susceptibilidade a infeccbes e o potencial das particulas de
aerolizarem-se como goticulas menores, permanecerem mais tempo no ar e
percorrerem distancias maiores. Altos niveis de umidade relativa do ar, superiores a
80%, contribuem para a sobrevivéncia e manutencdo da atividade microbiana na
superficie. A umidade baixa esta associada ao aumento da irritacdo da mucosa, do
potencial antigénico fangico e pode facilitar a transferéncia de micro-organismos de
contato direto do ar para o hospedeiro (LOPEZ et al., 2013).

O clima e as estacdes do ano também possuem influéncia na dispersdo de
bioaerosois (TANG, 2009). As atividades humanas estao resultando em aumentos de
gases de efeito estufa na atmosfera, como di6xido de carbono, e mudangas no clima
global. Por sua vez, € provavel que essas mudancas tenham tido e continuardo a ter
impactos na saude humana. Estudos antigos ja alertavam a respeito dos impactos da
mudanca climatica antropogénica sobre aeroalérgenos e doencas alérgicas
relacionadas. Esses impactos incluem ndo s6 o aumento da quantidade,
alergenicidade, estacao e distribuicdo do polen de plantas como também esporos de
fungos, por conta de periodos mais prolongados de inverno em certos locais do globo
(BEGGS, 2004).

Métodos baseados em cultura de colénias microbianas subestimam a abundéancia,
diversidade e potencial funcional de destes organismos; a abundancia da populacao
bacteriana em ambientes internos demonstram uma forte influéncia da ocupacéo
humana, deixando tracos ambientais. Por exemplo, em edificios sem histérico de

problemas de infiltracéo, a populacao de fungos parece originar-se principalmente de
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ambientes externos, com atividades humanas influenciando sua dindmica. Além
disso, caracteristicas de construcdo, como a textura de superficies e instalacdes de
ventilacado interna, também influenciam a diversidade e a abundancia de comunidades

microbiol6gicas encontradas em ambientes fechados (BIBBY; WARING, 2015).

Em ambientes hospitalares, a diversidade de fungos é semelhante, mas a
concentracdo e abundancia de conidios esta associada ao seu crescimento em
materiais de construcao, alimentos, panelas, roupas de cama, poeira, tinta etc. Sob
condi¢cdes adequadas de temperatura e umidade, os conidios germinam, crescem e
esporulam nesses substratos, constituindo, assim, uma fonte importante de dispersao
(MOBIN, 2006).

Na maioria dos estudos realizados sobre os efeitos adversos a saude humana
causado por fungos em ambientes internos e externos, o impactador de particulas
viaveis do tipo Andersen de estagio Unico € o equipamento mais utilizado na deteccao
de unidades formadoras de colénias (UFC) por metro cubico de ar, apés o qual a
identificacdo dos fungos € realizada por cultura ou por técnicas moleculares (SHAMS-
GHAHFAROKHI et al., 2014).

2.2 Reservatdorio microbiano em sistemas de ar condicionado

Em geral, ar condicionado pode se referir a qualquer forma de tecnologia que
modifique o estado fisico do ar (aquecimento, resfriamento, umidificagéo, limpeza ou
ventilacdo). No uso comum, o termo ar condicionado (AC) no Brasil refere-se a
sistemas que refrigeram o ar. Na construcdo, um sistema completo de aquecimento,
ventilagdo e ar condicionado refere-se a HVAC, em oposi¢cdo a AC (MCDOWALL,
2007).

O funcionamento do ar condicionado depende de um gas refrigerante que circula
do interior para o exterior, absorvendo e exalando calor no processo. Os dois fluidos
refrigerantes mais usados em condicionadores de ar residenciais sdo o0 R-22 e 0 R-
410A, ambos quimicamente conhecidos como clorodifluormetano ou HCFC. Estes
compostos alternam-se facilmente entre o estado liquido e gasoso, fazendo com que

0 gas libere calor rapidamente, gerando o efeito de resfriamento do ar (WANG, 2000).

O sistema tem quatro partes: um evaporador, um compressor, um condensador e

um dispositivo de expansao. O evaporador esta dentro da habitacdo, que empurra o
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gas para dentro do compressor, adjacente ao condensador, que condensa 0 gas ao
estado liquido enquanto o calor € irradiado para fora, onde uma parte que € revestida
de metal dissipa o calor. O liquido resfriado entdo retorna para dentro, onde o
dispositivo de expanséo regula o fluxo do gés refrigerante para o evaporador, onde,
como antes, ele absorvera o calor e mudara da fase liquida para a gasosa, de baixa
presséo. Todo esse processo também desumidifica o ar dentro da sala, retendo toda
a umidade dentro do dispositivo (WANG, 2000).

Essa umidade é uma das principais razbes pelas quais 0s micro-organismos
podem crescer e se acumular nesses sistemas de resfriamento. Fontes internas de
contaminagcdo microbiana incluem pessoas, ventiladores, nebulizadores e
umidificadores, pisos, vasos de plantas e certos tipos de alimentos. Quanto as fontes
externas, ha o solo, agua, material organico em decomposicéo, poeira de construcdes

antigas e de edificios em construcao (AFONSO, 2004).

2.3 Anemodfilos e os riscos a saide humana

As infeccdes por fungos ocupam o terceiro lugar como principal causa de infeccao
hospitalar e podem ter manifestacfes clinicas que variam de processos cutaneos
limitados a infeccdes sistémicas generalizadas (BLATZER, 2017). Os fungos
anemofilos sdo micro-organismos encontrados dispersos no ar atmosférico que
podem desencadear processos alérgicos e infeccbes cruzadas em pacientes
imunocomprometidos, constituindo os principais contaminantes do ar em ambientes
internos com ar condicionado (CALUMBY et al., 2019).

Fungos anemofilos e a maioria dos bioaerossois patogénicos podem se dispersar
em grandes distdncias pelo ar e permanecerem Viaveis, 0 que aumenta a
possibilidade de infeccdo mesmo sem contato com a fonte (LI et al., 2007). Normas
administrativas do hospital protegem os pacientes vulneraveis, mantendo sistemas
rigorosos de fluxo de ar e isolando pacientes com doencgas infecciosas transmitidas
pelo ar em salas que utilizam filtro HEPA na tubulacéo. Apesar desses controles,
IRAS chegam em um numero estimado de 4,5 milhes anualmente na Europa,

levando a 37,000 mortes e somados 16 milhdes de dias adicionais aos pacientes
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hospedados no hospital (ZINGG et al., 2015). No Brasil, estima-se que a taxa de

infeccdes hospitalares atinja 14% dos pacientes hospitalizados (ISC-UFBA, 2019).

Pesquisas anteriores indicam que em ambientes internos climatizados, 0os micro-
organismos prevalentes sdo as bactérias L. pneumophila, Bacillus sp.,
Flavobacterium sp., P. aeruginosa, S. aureus, Neisseria meningitidis, Streptococcus
pneumoniae, Actinomyces sp. Nocardia sp. e os fungos Paracoccidioides sp.,
Penicillium sp., Cladosporium sp., Fusarium sp. e Aspergillus sp. Este udltimo
relacionado a surtos hospitalares devido a muitos esporos inalados. Esses surtos
ocorrem quase sempre na presenca de pacientes com sistema imunoldgico
comprometido, falta de limpeza dos aparelhos refrigeradores e a presenca de
construcdo ou reformas ao redor do hospital (AFONSO, 2004). O acumulo de agua
em nebulizadores e umidificadores, em geral, sdo fontes de bactérias e podem
dispersar aerossois no meio ambiente e contaminar os filtros de ar condicionado, que
sao a principal forma de disseminac&o microbiana, formando biofilmes e aumentando
a transmissédo. Esse acumulo de micro-organismos no ar causa um aumento de 3%
nas doencas respiratorias, levando a um aumento na mortalidade hospitalar.
Legionella sp., que apresenta crescimento favoravel nas bandejas de agua nos

equipamentos, é responsavel por graves surtos de pneumonia (HERNANDEZ, 2020).

O numero de relatos de infeccdes em centros cirdrgicos tem aumentado nos
altimos anos, constituindo um grande problema de saude no Brasil, principalmente
em Unidades de Terapia Intensiva (UTI). Essas infeccbes aumentam o tempo de
internacdo de pacientes e, consequentemente, elevam o custo dos hospitais, também
reduzindo a rotatividade dos leitos. A resisténcia microbiana aos antibiéticos € uma
das principais causas e pode ser intensificada pela ma qualidade do ar (MOURA et
al., 2018).

Micro-organismos encontrados em varias superficies dentro de UTIs neonatais
foram observados no trato digestivo de criancas residentes, incluindo a mesma
linhagem de Enterococcus faecalis no intestino de duas criancas alojadas na mesma
enfermaria (BROOKS et al., 2014).

As caracteristicas superficiais das paredes e dos moveis contribuem para a

probabilidade de suspensao ou transferéncia de micro-organismos, e a complexidade
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da comunidade microbiana influencia no potencial de viruléncia a um hospedeiro
(LOPEZ et al., 2013).

A elucidacéo de padrdes de comunidade microbiana requer resolugcéo temporal e
espacial da amostragem. A transferéncia microbiana do ambiente construido para
humanos é frequentemente observada em individuos cujo a microbiota esta em

estado de disbiose, como pacientes muito jovens, idosos ou imunocomprometidos.

Pacientes imunocomprometidos séo pertencentes a um grupo que pode incluir
pessoas com neoplasias hematoldgicas, submetidos a transplante, com
imunodeficiéncias congénitas e submetidos a terapia medicamentosa
imunossupressora (MARTINEZ-HERRERA et al., 2016).

2.4 Principais agentes microbianos relacionados ao ambiente hospitalar

A concentracdo de micro-organismos € um fator importante para indicar o grau de
higiene no ambiente hospitalar. Infec¢cdes fungicas sistémicas sdo um problema
recorrente em pacientes sob cuidados intensivos e sdo responsaveis por uma
proporgao crescente de IRAS. Sabe-se que ambientes com ar condicionado, como as
salas de cirurgias e as UTlIs, atuam como porta de entrada para a existéncia de fungos
anemofilos (BARDAQUIM, 2018).

O reconhecimento dos riscos bioldgicos presentes no ar do ambiente interno
hospitalar € de extrema importancia. Abaixo, segue a descricdo da relevancia clinica
dos principais micro-organismos relacionados a infecgbes hospitalares utilizados

nesse estudo.

2.4.1 Escherichia coli

Ao todo, sdo listados mais de cinco patotipos dessa bactéria. Linhagens
virulentas de E. coli podem causar gastroenterite, infeccdes do trato urinario,
meningite neonatal, colite hemorréagica e doenga de Crohn. Sinais e sintomas comuns
incluem cdlicas abdominais graves, diarreia, colite hemorragica, vémito e, as vezes,
febre. Em casos mais raros, as linhagens virulentas também sao responsaveis pela
necrose intestinal (morte do tecido) e perfuracdo, peritonite, mastite, sepse e
pneumonia. Criangcas muito pequenas sao mais suscetiveis a desenvolver doencas

graves; no entanto, individuos saudaveis de todas as idades correm risco as graves
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consequéncias que podem surgir como resultado da infeccdo por E. coli (HOVDE,
2010; CROXEN et al., 2013).

A linhagem O157:H7, que pertence ao patétipo de E. coli produtora de toxina
Shiga (STEC), pode desencadear respostas inflamatdrias nas células-alvo do
intestino, que resultam em diarreia sanguinolenta. Essa toxina causa ainda a
destruicdo prematura dos glébulos vermelhos, que entopem o sistema de filtragem do
corpo, os rins, em alguns casos raros (geralmente em criangas e idosos), causando
a sindrome hemolitico-urémica (SHU), que pode levar a insuficiéncia renal. Em 25%
dos pacientes com SHU, ocorrem complicagcdes do sistema nervoso, que por sua vez
causam derrames. Essa tensdo causa o acumulo de liquido, levando a edema ao
redor dos pulmdes, pernas e bragcos. Esse aumento no acumulo de liquidos,
especialmente ao redor dos pulmdes, impede o funcionamento do coracao, causando
um aumento na pressao sanguinea (LIM; YOON; HOVDE, 2010).

O patétipo da E. coli enterotoxigénica (ETEC) é a causa mais comum de
diarreia do viajante, com até 840 milhdes de casos em todo o mundo a cada ano,
especialmente nos paises em desenvolvimento. A bactéria, normalmente transmitida
através de alimentos ou 4gua contaminados, adere ao revestimento intestinal, onde
secreta um dos dois tipos de enterotoxinas (STa e STh), levando a diarreia aquosa.
A taxa e a gravidade das infeccGes sdo maiores entre criangcas menores de cinco
anos, incluindo 380.000 mortes anualmente (M@LBAK, MEAD, 2002). Patoétipos
uropatogénicos s&o responsaveis por 80% das infecgdes do trato urinario (SIMOES
E SILVA, 2019).

2.4.2 Staphylococcus aureus

S. aureus é uma das principais causas de infec¢des da corrente sanguinea e
da pele em grande parte do mundo industrializado. A infec¢cdo geralmente esta
associada a rupturas na pele ou nas membranas mucosas devido a cirurgia, lesdo ou
uso de dispositivos intravasculares como cateteres, proteses, aparelhos de
hemodialise ou medicamentos injetados. Depois que as bactérias entram na corrente
sanguinea, elas podem infectar varios 6rgdos, causando endocardite infecciosa,
artrite séptica e osteomielite (RASMUSSEN et al. 2012), além das doencas

toxigénicas classicas e as piogénicas (produtoras de pus) localizadas. Sem
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tratamento com antibidticos, a bacteremia por S. aureus tem uma taxa de mortalidade
em torno de 80%. Com o tratamento com antibioticos, as taxas de mortalidade variam
de 15% a 50%, dependendo da idade e da saude do paciente, bem como da
resisténcia a antibiéticos pelos isolados de S. aureus (TONG et al., 2015).

O S. aureus é frequentemente encontrado em biofilmes formados em
dispositivos médicos implantados no corpo ou no tecido humano. E comumente
associado com outro patégeno, Candida albicans, formando estruturas multiespécies.
Suspeita-se que este Ultimo contribua na penetracdo do S. aureus no tecido humano
(SCHLECHT et al., 2015). Uma mortalidade mais alta esta relacionada a esses
biofilmes (ZAGO et al., 2015).

O biofilme de Staphylococcus ssp. € a causa predominante de infeccdes
relacionadas a implantes ortopédicos, mas também é encontrado em implantes
cardiacos, enxertos vasculares, varios cateteres e implantes cirirgicos cosméticos.
Apés a implantacgdo, a superficie desses dispositivos fica revestida com proteinas que
fornecem uma superficie rica para fixacao bacteriana e formacéo de biofilme. Depois
gue o dispositivo € infectado, é necessario remové-lo completamente, pois o biofilme
dificulta a acdo no tratamento com antibiéticos (LUNDOV et al., 2009; PETERS et al.,
2010).

Uma infeccdo por MRSA ou HA-MRSA (S. aureus resistente a meticilina) €
comumente adquirida em hospitais. Geralmente, os infectados por MRSA
permanecem com a infeccdo por menos de 10 dias com tratamento adequado,

embora os efeitos possam variar de pessoa para pessoa (SGANGA et al., 2016).

Feridas cirtrgicas e néo cirargicas podem ser infectadas com HA-MRSA. As
infeccdes do sitio cirdrgico ocorrem na superficie da pele, mas podem se espalhar
para O0rgaos internos e sangue causando sepse. A transmissdo pode ocorrer entre
profissionais de saude e pacientes, quando alguns profissionais deixam de realizar a

antissepsia correta preventiva das maos entre os exames (TACCONELLI et al., 2008).
2.4.3 Bacillus sp.

Duas espécies de Bacillus sédo clinicamente significativas: B. anthracis, que

causa o carbunculo; e B. cereus, que causa intoxicagdo alimentar, com sintomas
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semelhantes a intoxicacao alimentar causada por Staphylococcus. B. cereus produz
uma toxina emeética que pode causar vOmitos, nausea e diarreia. (GRIFFITHS;
SCHRAFT, 2017)

O antraz ou carbunculo é principalmente uma doenca de herbivoros. Os seres
humanos a adquirem como resultado do contato com animais ou produtos derivados
de animais infectados. Nos seres humanos, a doenca assume uma de trés formas,
dependendo da via da infeccéo. O antraz cutaneo, responsavel por mais de 95% dos
casos em todo o mundo, resulta de infeccao por lesdes na pele, o antraz intestinal
resulta da ingestdo de esporos, geralmente na carne infectada, enquanto o antraz
pulmonar resulta da inalacdo de esporos (EHLING-SCHULZ, 2004).

Quando cultivada em biofilme misto com Staphylococcus spp., Bacillus sp.
demonstrou a capacidade de proteger o patdgeno da acado de biocidas, permitindo
sua persisténcia no ambiente. Isso mostra a capacidade das bactérias de se
adaptarem a um ambiente extremamente hostil em cooperagéo com outras (BRIDIER
et al., 2012).

2.4.4 Klebsiella sp.

Rotineiramente encontradas no nariz, boca e trato gastrointestinal humano,
também podem se comportar como patdégenos humanos oportunistas
(TZOUVELEKIS et al.,, 2013). Klebsiella pode causar uma ampla variedade de
doencas, principalmente pneumonia, infeccbes do trato urinario, sepse, meningite,
diarreia e infecgOes de tecido liso (ULLMANN; PODSCHUN, 1998). A maioria das
infeccbes humanas por Klebsiella é causada por K. pneumoniae, seguido por K.
oxytoca. As infeccBes sdo mais comuns em pessoas muito jovens, idosos e naquelas
com outras doencas subjacentes, como cancer, (BODEY et al. 1989) e a maioria das
infec¢des envolve a contaminagéo de um dispositivo médico invasivo (TZOUVELEKIS
et al., 2013).

K. pneumoniae € a causa mais comum de infec¢Bes prematuras em terapia
intensiva, e a segunda causa mais frequente de bacteremia por Gram-negativas e
infec¢des do trato urinario. Os isolados resistentes a medicamentos continuam sendo
presentes em hospitais, contribuindo significativamente para a permanéncia de

pacientes e sendo especialmente problematicos em areas médicas de alto impacto,
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como UTIs. Sugere-se que essa resisténcia antimicrobiana seja atribuivel
principalmente as estruturas de bombas de efluxo das células microbianas (OGAWA
et al., 2005). A capacidade de K. pneumoniae de colonizar o ambiente hospitalar,
incluindo carpetes, pias, flores e varias superficies, bem como a pele de pacientes e
funcionérios do hospital, foi identificada como um fator importante na disseminacao
de infeccBes adquiridas em hospitais (BODEY et al., 1989; GUPTA, 2002).

Desde 1980, infeccbes hospitalares causadas por ESBL (Klebsiella B-
lactamase de espectro estendido) tém aumentado. Pacientes infectados com
Klebsiella ESBL podem ter um prognaostico ruim devido a atrasos no recebimento de
terapia antimicrobiana apropriada e tratamento com opc¢des limitadas. As linhagens
ESBLs séo resistentes as cefalosporinas de terceira geracao, penicilinas de espectro
estendido e os monobactamicos (GUPTA, 2002; MCDANEL et al., 2017).

2.4.5 Pseudomonas aeruginosa

Um patdgeno hospitalar oportunista de individuos imunocomprometidos, P.
aeruginosa geralmente infecta as vias aéreas, trato urinario, queimaduras e feridas,

além de causar outras infecgdes sistémicas (BENTZMANN, 2011).

E a causa mais comum de infecgdes de queimaduras e ouvido (otite externa)
e €& o colonizador mais frequente de dispositivos médicos, como -cateteres.
Pseudomonas aeruginosa pode colonizar equipamentos gue sao contaminados e nao
sdo adequadamente limpos ou estdo nas maos de profissionais de saude (KATEEL
et al., 2018). Uma em cada dez infec¢des hospitalares é por Pseudomonas. Pacientes
com fibrose cistica também séo predispostos a infec¢cdo pulmonar por P. aeruginosa
devido a uma perda funcional no fluxo de ions cloreto através das membranas
celulares como resultado de uma mutacdo (ENGELHART et al., 2002). Comum em
ambientes Umidos, como banheiras de hidromassagem e piscinas, podem causar

erupcdes na pele, ocular ou no ouvido de nadadores (KATEEL et al., 2018).

Pseudomonas também é uma causa comum de infeccdo pds-operatorias em
pacientes submetidos a cirurgia de ceratotomia radial. O organismo também esta
associado a lesdo cutanea ectima gangrenosa. P. aeruginosa € frequentemente
associada a osteomielite envolvendo ferimentos por puncédo do pé€, que se acredita

resultar da inoculagdo direta com P. aeruginosa presentes em calcados
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contaminados, com pacientes diabéticos apresentando o maior risco (KATEEL et al.,
2018).

2.4.6 Candida albicans

O género Candida pode ser encontrado em varios tipos de ambientes, mas
geralmente s6 compromete individuos imunocomprometidos diagnosticados com
doencas graves, como HIV e cancer. A Candida é classificada como um dos géneros
mais comuns de organismos que causam IRAS, especialmente em pacientes que
foram submetidos a cirurgia, transplante ou estfo nas UTIs (DEBSKA-SLIZIEN et al.,
2015). Esses pacientes desenvolvem predominantemente candidiase orofaringea ou
aftas, o que pode levar a desnutricéo e interferir na absorcéo de farmacos (SARDI et
al., 2013). A transmissao pode ocorrer desde a infancia da mée para bebé durante o
parto, permanecendo esta como comensal (enddgena). Infecgbes adquiridas de
pessoa para pessoa que ocorrem mais comumente em ambientes hospitalares, onde
pacientes imunocomprometidos adquirem de profissionais de saude e tém uma taxa
de incidéncia de 40% (DEBSKA-SLIZIEN et al., 2015). Candida continua a ser o
qguarto organismo mais comumente isolado em infec¢cdes da corrente sanguinea
(ZADIK et al., 2010), tendo a candidemia um prognéstico grave. Pessoas saudaveis
geralmente sofrem somente infec¢des superficiais causadas por uma alteracéo local
na imunidade celular, como observado por pacientes com asma que usam

corticosteroides orais.

Cerca de 75% das mulheres podem contrair candidiase vulvovaginal (CVV)
pelo menos uma vez na vida e cerca de 90% dessas infec¢cbes sdo causadas por C.
albicans. Também podendo afetar varias outras regides. Foi relatada uma prevaléncia
mais alta de colonizagéo por C. albicans em individuos jovens com piercing na lingua,
em comparagdo com individuos sem piercing (KUMAMOTO, 2002). Para infectar o
tecido do hospedeiro, a forma usual de levedura unicelular de C. albicans reage a
pressbes ambientais e muda para uma forma filamentosa invasiva e multicelular
(pseudohifa), um fenébmeno chamado dimorfismo, em excecédo ao termodimorfismo
relativo a temperatura, comum em outros géneros fungicos (DONLAN, 2001). Uma
infeccdo por crescimento excessivo € considerada uma superinfeccdo, termo

geralmente aplicado quando uma infec¢éo se torna oportunista e muito resistente aos
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antifingicos. A infeccdo é prolongada quando a linhagem sensivel original é

substituida pela linhagem resistente aos quimioterapicos (PETERS et al., 2010).

As infecc¢@es fungicas sistémicas (fungemias), incluindo as de C. albicans, que
surgiram como importantes causas de morbimortalidade em pacientes
imunocomprometidos (por exemplo, AIDS, quimioterapia contra cancer, transplante
de 6rgaos ou medula 6ssea). C. albicans geralmente forma biofilmes dentro do corpo
e nas superficies de dispositivos ou 6rgdos médicos implantaveis. Nesses biofilmes,
é frequentemente encontrada em conjunto com Staphylococcus spp. (WEINBERGER
et al., 2005). Quando as células de Candida sp. séo introduzidas na corrente
sanguinea, a mortalidade pode aumentar para 40% a 60% (SARDI et al., 2013).

2.4.7 Aspergillus sp.

A maioria dos casos de aspergilose aguda ocorre em pacientes com sistema
imunoldgico gravemente comprometido, ou aqueles submetidos a transplante de
medula 6ssea (BLATZER; LATGE, 2017). A colonizacg&o ou infeccdo cronica pode
causar complicacbes em pessoas com doencas respiratorias subjacentes, como
tuberculose ou doenca pulmonar obstrutiva cronica (SMITH, 2011), asma (DENNING
et al., 2014), sarcoidose (DENNING et al., 2013) e fibrose cistica (WARRIS et al.
2019). Mais comumente, a aspergilose ocorre na forma de aspergilose pulmonar
cronica (CPA), aspergiloma ou aspergilose bronco pulmonar alérgica (ABPA)
(ELPHICK; SOUTHERN, 2012).

Os patdégenos mais frequentemente identificados sao A. fumigatus e A. flavus,
organismos ubiquos capazes de viver sob amplo estresse ambiental. Muitos humanos
inalam milhares de esporos de Aspergillus diariamente, mas eles ndo afetam a saude
da maioria das pessoas devido a respostas imunoldgicas eficazes. Em conjunto, as
principais formas cronicas, invasivas e alérgicas da aspergilose sao responsaveis por
cerca de 600.000 mortes anualmente em todo o mundo (GARCIA-VIDAL et al., 2008;
DENNING at al., 2013).

2.4.8 Penicillium sp.
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O género Penicillium abrange cerca de 225 espécies diferentes de fungos
fialemtnsos e estdo naturalmente presentes no ambiente. Historicamente esta pouco
associado a patogenicidade em humanos, exceto Penicillium marneffei, responsavel
pela septicemia em hospedeiros imunocomprometidos, que posteriormente teve sua
classificacdo alterada para Talaromyces marneffei (HATAKEYAMA et al., 2017).
Assim, esse fungo ascomiceto tem sido muito raramente associado na literatura a

doencas humanas.

Ja foi relatado um Unico caso de sinusite fungica maxilar por Penicillium
roqueforti diagnosticada em uma mulher de 40 anos com o0 exame anatomopatologico
e micologico do conteudo sinusal mostrando hifas septadas. O sequenciamento direto
do conteddo sinusal revelou P. roqueforti. Essa espécie de Penicillium é
tradicionalmente usada na Franca, ha mais de 200 anos, para o amadurecimento de
queijos, sendo associado apenas a uma pneumonite de hipersensibilidade que afeta
funcionarios de fabricas de queijo azul. E relatado que outras espécies do género
Penicillium causam varios distarbios, como infeccao invasiva, infeccao superficial ou
doencas alérgicas (RADULESCO et al., 2018). Ha também raros relatos de pseudo-
surtos, particularmente no cenario de inundaces, atribuidos a contaminagcédo de
torneiras e ao uso de agua da torneira (saneamento) para limpeza (SOOD et al.,
2017).

A maior relevancia clinica desse género estd na sua capacidade de
desencadear reagdes alérgicas, principalmente quando em conjunto com Aspergillus
e Clodosporium. H4 um estudo indicando uma relacdo no aumento da venda de
medicamentos anti-histaminicos com a morbidade da alergia nasal e asma
resultantes da exposicao a esporos de desses géneros fungicos (CAILLAUD et al.,
2018).

2.5 Controle de patégenos microbianos

O controle de comunidades microbianas internas geralmente envolve a remocéao
da biomassa microbiana por meio de agentes fisicos e quimicos. Novos padrées de
prevencéao de infeccdo foram integrados aos projetos arquitetdnicos e procedimentos
clinicos das unidades de saude (SERVICES, 2004). Filtragem mecéanica, desinfec¢ao

de cavidades e de paredes de edificios, pressurizacdo de salas e fluxo laminar foram
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implementados para controlar a disseminacdao de patdégenos, mas poucos estudos
confirmam que essas intervencfes diminuem a taxa de IRAS (TANG, 2009). Isso
pode ser devido a ineficiéncia nos métodos de controle. Técnicas comuns de limpeza
de superficies ndo removem toda a biomassa microbiana de superficies onde, apés
apenas alguns dias, as comunidades microbianas sdo encontradas mesmo em salas
limpas ou reagentes estéreis (KWAN et al., 2018). Além disso, 0 uso de materiais de
limpeza contaminados por bactérias podera ser a fonte de contaminacdo sendo
incapaz de remové-las (DHARAN et al.,, 1999). O uso de poderosas solugbes de
limpeza antimicrobiana muitas vezes pode contribuir para um declinio da adeséo aos
protocolos de limpeza pela equipe do hospital ao longo do tempo, levando a

persisténcia de micro-organismos em ambientes limpos (BOYCE et al., 2014).

A prética educativa de higienizagdo correta diminuiu significativamente a
dispersdo microbiana em superficies de ambientes hospitalares (GARCIA et al.,
2018). A interrupcdo da transferéncia microbiana pode ser realizada usando
ventilacdo e troca de ar e/ou fluxo de ar direcionado para reduzir o impacto do ar
potencialmente contaminado. Isso tem sido amplamente implementado em locais de
atendimento de salude e tem sido proposto para outros espacos publicos superlotados
(AHMED, 2017). A troca constante de ar interno e externo demonstrou reduzir a
disseminacdo da bactéria Mycobacterium tuberculosis (MEMARZADEH, 2013). A
ventilacdo natural, que tem menos impacto no gasto de energia elétrica e pode ajudar
a mediar a umidade relativa, também mostrou reduzir o risco de transmissdo de
doencas (KOOL et al., 2014).

O conceito de promover um interior dindmico e viavel para a comunidade
microbiana ndo € amplamente aceito e as praticas de controle de infeccdo continuam
a ver o microbioma de ambientes internos como um problema a ser corrigido, dados
os protocolos de limpeza corretos. Com o fracasso demonstrado dos atuais protocolos
e normas de limpeza, alguns trabalhos cogitaram a adi¢do intencional de micro-
organismos benignos no ambiente construido para controlar micro-organismos
patogénicos e neutralizar o impacto negativo potencial que estes podem ter sobre a
saude (HORVE et al.,, 2019). Resta saber se esta préatica também se aplica ao

ambiente hospitalar.
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3 MATERIAL E METODOS

A abordagem inicial foi de fazer um levantamento bibliogréfico referente a quais
bactérias e fungos estdo mais presentes em ambientes hospitalares e que ao mesmo
tempo podem apresentar riscos a saude dos pacientes. Em seguida, foi escolhido um
produto de limpeza determinado por ser o padrdo utilizado nos hospitais locais para
limpeza dos aparelhos de ar condicionado. Com a composicdo e as instrucdes de
rotulo definidas. Finalmente, foi verificada a viabilidade celular dos patégenos
microbianos em um teste de contato frente a solucdo de limpeza diluida em agua

destilada esteéril.
3.1 Local derealizagcdo do estudo

A manipulacdo das amostras e de micro-organismos foi conduzida no
laboratorio de Microbiologia do Departamento de Fisiologia e Patologia (DFP)
localizado no Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal da

Paraiba.
3.2 Micro-organismos utilizados

Foram utilizados sete isolados clinicos microbianos com potencial patogénico,
alguns representativos do microbioma humano e outros presentes em superficies e
normalmente transitérios no ar do interior de ambientes hospitalares. As culturas
foram cedidas pelo Hospital Universitario Lauro Wanderley - HULW-UFPB e mantidas
no laboratério do DFP/CCS. As espécies foram identificadas como Aspergillus sp. e
Candida albicans (fungos), Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus sp.,
Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa (bactérias). O crescimento e
manutencdao das culturas foi realizado em meio Agar Brain Heart Infusion (BHI) a 37°C

para bactérias e Agar Sabouraud Dextrose a 25°C para fungos.

3.3 Teste de atividade antimicrobiana in vitro, concentracédo e tempo de acéo
do sanitizante testado

As informacdes presentes no rétulo do produto utilizado para o teste de atividade
antimicrobiana in vitro estdo sumarizadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Informagdes sobre a solucéo de limpeza empregada no estudo.
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Produto (Marca) Composicao

e Acido fluoridrico, tensoativo anidnico, coadjuvante, sequestrante,
alcalinizante e agua

Indicacdes

e Uso exclusivo em industrias;

e Limpeza de centrais de ar condicionado, unidades de parede, split e
limpeza de maquinas pesadas onde exista o acumulo de argila, calcario,
Oleo ou graxa;

) e Na&o apligue em aparelho que estéa localizado onde tiver pisos polidos e

Thilex®* porcelanatos. Retire-os do local e execute a limpeza a fim de néo

danificar o piso.

Modo de usar

e Dilua um litro do THILEX para até 10 partes de agua, dependendo da
superficie a ser limpa e da intensidade da sujeira e/ou oxidacao;

e Aplique por pulverizagdo e/ou esfrega. Deixe agir por alguns minutos e
em seguida enxague com agua;

e CUIDADOS: N&o deixe o produto secar. Caso isso ocorra, lave

*Produto saneante novamente com THILEX e enxadgue com 4gua em abundancia.

registrado na ANVISA .
N° - 315160030. Validade

e 12 meses a partir da data de fabricacao.

FONTE: ROTULO DO PRODUTO Thilex®

A solugéo de limpeza Thilex® foi assepticamente diluida em agua destilada
estéril nas seguintes concentragdes: 2%, 20% e 100% e o controle com 0% (apenas
agua), perfazendo um volume final de 5mL em cada tubo de ensaio. Em seguida, uma
suspensdo de cada micro-organismo previamente cultivado foi padronizada pela
turbidez tendo por base o tubo 0,5 de escala McFarland e 1mL desta suspenséo foi
transferida para cada tubo contendo a solucao diluida. Para cada fungo, padronizou-
se uma suspenséo em torno de 108 UFC/mL.

Apo6s uma homogeneiza¢cdo num misturador vortice, aliquotas de 1mL foram
transferidas em série. Os tubos contendo as concentracdes do produto foram
deixados em repouso em diferentes tempos (1, 10 e 20 minutos) a temperatura
ambiente e depois disso, um swab foi embebido em cada tubo contendo as diluigbes
e foram semeados em placas de Petri contendo contendo meio de cultura apropriado
para crescimento, em triplicata (meio de cultura BHI para bactérias e Agar Sabouraud
para fungos). Apos incubacédo a 36 + 2°C por 48 horas (bactérias) e a 25°C por 96
horas (fungos), a viabilidade das células microbianas foi determinada pela

visualizag&o do crescimento na placa.
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3.4 Caracterizacao da area de estudo

Esta etapa do estudo foi realizada em um hospital privado, localizado na cidade de
Jodo Pessoa, no leste do estado da Paraiba, Brasil. As amostras foram coletadas no
interior e no exterior do hospital e os dados foram fornecidos para esse estudo com

permissao e termo de consentimento assinadas pela diretoria do hospital.

A area do local é caracterizada pela alta concentracao de pessoas durante o seu
funcionamento. Seu publico € composto por usuarios de todas as classes econdmicas

e sociais, incluindo funcionarios administrativos e de manutencao.

Como o hospital possui uma grande area dividida em varios ambientes, foram
selecionadas as seguintes areas para coleta de amostras: refeitorio, unidades de
tratamento intensivo (UTI) geral, UTI pediatrica, UTI coronaria, salas da area de
obstetricia, sala pré-parto, salas do bloco cirirgico e o arsenal da central de materiais
e esterilizacdo (CME). Com as salas contidas em cada area, foram 23 salas no total.
Além desses pontos internos, um ponto fora do hospital também foi selecionado,
conforme determina a metodologia descrita (FERNANDES, 2014), estabelecido

proximo a entrada lateral do estacionamento.

3.5 Amostragem microbiana

A amostragem foi realizada pelo método ativo por impactagcéo de ar. Em face do
namero elevado de amostras, as amostragens foram realizadas em dois dias, sendo
que em cada dia foi realizada a amostragem de uma localidade externa. O
equipamento utilizado na amostragem foi um modelo de impactador de bioaerossol
de 1 estagio, modelo CF-6 (Tipo Andersen) que, como indicado na Figura 1, simula
o trato respiratério humano, mais especificamente os brénquios terminais (1,1 a
2,1um de didmetro) caracterizado por: bomba de amostragem, vazéo: 28,3L/min,

alimentacdo: 110V, dimensfes 241 x 139 x 114mm e 3,880g de peso (Figura 2).
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Figura 1. Trato respiratorio humano.

Indicagdo do diametro para cada estagio do impactador do tipo Andersen e seu correspondente em

diferentes partes do trato respiratério humano.

Estagio 1 (> 9um)

Estagio 2 (5.8-9.0um)

Estagio 3 (4.7-5.8um)

Estagio 4 (3.3-4.7um)

Estagio 5 (2.1-3.3um)

Estagio 6 (1.1-2.1um)

Cavidade nasal

Cavidade oral

v

Faringe

Traguéia e brénquios primarios

Bronquis secundarios

Bronquios terminais

Ducto alveolar Estagio 7 (0.6-1.1um)

Figura 2. Kit impactador bioaerossol CF-6.

FonTE: ZEFON, 2020.

Alvéolos

FONTE: AUTOR

Estagio 8 (0.43-0.65um)

Em operacéo, o impactor faz com que o ar coletado flua através de uma superficie

preenchida com furos de diametro predeterminado que impedem que particulas

maiores do que bactérias e fungos de 0,6 a 22 micrébmetros atinjam e contaminem o

meio, aumentando a velocidade do fluxo de ar e fazendo com que as moléculas se
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desviem (Figura 3). Assim, micro-organismos inertes colidem com o meio de cultura
de Placas de Petri descartaveis que foram fixadas ao sistema de impactacdo com o
meio de cultura pronto para uso (FERNANDES, 2014). As placas foram identificadas
com localizag&o e numero da amostra e o meio de cultura utilizado foi Agar Sabouraud
Dextrose. O amostrador foi colocado a uma altura de 1,5 metro e alcool 70% foi

aplicado no periodo entre coletas.

Figura 3. llustragdo de funcionamento do impactador de ar

Entrada do ar

/LN

j=xxxxxzxsm]
l

Saida do ar

FONTE: AUTOR

3.6 Obtencdo da concentracdo de diéxido de carbono

O processo de renovacdo de ar interno foi monitorado com a da analise da
concentracdo de diéxido de carbono (CO?) em partes por milhdo (PPM) nos
ambientes internos utilizando um equipamento de leitura direta das particulas de CO?2
em cada sala. A analise foi realizada por uma empresa terceirizada que cedeu 0s

dados. O parametro utilizado foi o recomendado pela RE/ANVISA n° 9, com o valor
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maximo recomendavel de didxido de carbono no ambiente sendo de < 1000 PPM,

indicado para conforto e bem-estar.

3.7 Identificacdo e andlise microbiana

ApOs o periodo de incubacao dos fungos em estufa, a 25°C de trés a sete dias, foi
iniciado o procedimento de andlise da amostra, que consistiu na contagem do nimero
de unidades formadoras de colénias (UFC) a olho nu por placa. O célculo para
determinar as UFC/m3 foi feito utilizando o valor de UFC/placa dividido pelo tempo de
coleta (10 minutos) convertido para 0,166 hora e a vazéao (28,3L/min) convertida para
1,698 m3/h.

A identificac@o dos fungos obtidos nas amostras de ar foi realizada pela técnica de
microcultura em lamina, que consistiu no cultivo em laminas de microscopia em
camara umida. Paraisto, 0,5 cm2 de meie Agar Batata Dextrose foi transferido para o
centro da lamina. Com agulha flambada cada col6nia foi repicada para esses
fragmentos de meio. Foi adicionado uma laminula sobre o meio e incubado em uma
camara umida, constituida por uma placa de Petri forrada com papel embebido em
agua. A incubacéao foi realizada em 3 a 5 dias em estufa a 25°C. A visualizacdo
microscopica (Figura 4) de estruturas de frutificagdo como hifas, conidios e
esporangiosporos foi realizada com o auxilio da adicdo do corante azul de lactofenol
(CARVALHO, 2018).

Figura 4. Anélise morfolégica dos fungos no microscépio, com placas preparadas através da técnica de
microcultivo.

A

FONTE: AUTOR
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Para a analise macroscopica das coldnias obtidas em isolamento primario, foram
avaliadas caracteristicas como cor, textura, superficie e pigmento disperso no meio
de cultura. Para identificar o fungo, a subcultura foi fundamental em placas de Petri
contendo Sabouraud Dextrose Agar, observando-se as estruturas reprodutivas
formadas. No final dessas andlises, as amostras foram esterilizadas e descartadas

adequadamente.

Com os resultados da identificagcdo e dos testes quantitativos, as contagens
microbianas foram verificadas de acordo com o disposto pelas normas das resolucdes
9 de 2003, RDC no. 15, de 15 de marco de 2012 e RDC no. 222, de 28 de marc¢o de
2018 da ANVISA.

A andlise estatistica e a producao dos graficos foram feitas utilizando os softwares
GraphPad Prism 8.0 e Microsoft Excel 2016.
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4 RESULTADOS

Este capitulo mostra o0s principais resultados adquiridos durante o
desenvolvimento do projeto e uma analise estatistica dos valores comparados com a

norma em vigor.

4.1 Teste de atividade antimicrobiana in vitro

Na figura 5 observa-se que entre as cinco bactérias testadas, Klebsiella sp. e
E. coli foram inibidas de crescimento apds serem tratadas na concentracao de 2% do
produto Thilex®, enquanto P. aeruginosa, S. aureus e Bacillus sp. o efeito de inibicdo
s6 foi observado a partir de 20%, mostrando-se menos sensiveis ao tratamento com

0 produto.

Figura 5. Crescimento das bactérias apds tratadas em diferentes concentragdes do produto Thilex®.

Bacillus sp.

Quadrantes em cada placa correspondem ao controle sem aplicagdo do produto (superior direito) e as
diferentes dilui¢des do produto em agua destilada estéril.
FONTE: AUTOR
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Na figura 6 observa-se que entre os dois fungos testados, Aspergillus sp.
demonstrou crescimento apoés ser tratada até a concentracdo de 20% e na Candida
albicans o efeito de inibicdo foi observado em todas as concentragcdes em que o
produto foi aplicado.

Figura 6. Crescimento dos fungos ap6s tratados em diferentes concentragdes do produto Thilex®.

ot
Aspergillus sp. Candida albicans

Quadrantes em cada placa correspondem ao controle sem aplicagéo do produto (superior esquerdo) e as
diferentes diluicdes do produto em agua destilada estéril.
FONTE: AUTOR

Na figura 7 observa-se que entre das bactérias testadas, Bacillus sp. e P.
aeruginosa foram inibidas de crescimento apés serem tratadas a partir de 1 minuto
de exposicao ao produto Thilex®.

Figura 7. Crescimento das bactérias apds tratadas em diferentes tempos de agéo do produto Thilex®.

Bacillus sp. Pseudomonas aeruginosa
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Quadrantes em cada placa correspondem ao controle sem aplica¢éo do produto (superior direito) e
diferentes tempos em que as bactérias ficaram expostas ao produto.

FONTE: AUTOR

Na figura 8 observa-se que dentre os fungos testados, Aspergillus sp. e C.
albicans foram inibidos de crescimento apds serem tratados a partir de 1 minutos de

exposicao ao produto Thilex®.

Figura 8. Crescimento dos fungos apos tratados em diferentes tempos de agéo do produto Thilex®.

Candida albicans

Quadrantes em cada placa correspondem ao controle sem aplicagdo do produto (superior direito) e
diferentes tempos em que os fungos ficaram expostos ao produto.

FONTE: AUTOR
4.2 Coletade amostras do ambiente hospitalar
4.2.1 Populacdo de fungos
Na Tabela 2 sdo apresentados os dados relativos as amostragens realizadas

nos locais selecionados para cada coleta de amostras, mostrando os valores em

média da concentracao de fungos para cada ambiente.

40



Tabela 2. Quantificacdo de fungos no ambiente hospitalar: Relacdo do ar interno e ar externo e

classificagdo do ambiente quanto a quantidade dos fungos.

Local Amostra Data UFC/Placa UFC/m3 R?/zEélo CIaSASJLCiiﬁ?g do
uDT 1 10/dez 54 192 15 Mas condigdes
Oncologia 2 10/dez 35 124 1,0 Boas condi¢des
UTI - pediatria 3 10/dez 69 245 2,0 Mas condicBes
UTI - neonatal 4 10/dez 59 206 1,7 Mas condigdes
UTI - p6s-operatodria 5 10/dez 42 149 1,2 Boas condicdes
UTI - coronéria 6 10/dez 65 231 1,9 Mas condi¢des
UTI - geral 7 10/dez 50 177 1,4 Boas condi¢des
Refeitorio 8 10/dez 79 280 2,3 Mas condi¢des
Obstetricia - Sala 01 9 10/dez 194 490 3,7 Mas condi¢des
Obstetricia - Sala 02 10 10/dez 112 362 2,8 Mas condi¢des
o Obstetricia - Sala 03 11 10/dez 194 688 5,7 Mas condi¢des
E Obstetricia - Sala 04 12 10/dez 112 397 3,3 Mas condi¢des
= Obstetricia - Sala 05 13 10/dez 147 522 4,3 Mas condi¢des
Sala pré-parto 14 13/dez 122 433 3,6 Mas condigdes
Bloco - sala 02 15 13/dez 31 110 0,8 Boas condicdes
Bloco - sala 03 16 13/dez 41 145 11 Boas condicdes
Bloco - sala 04 17 13/dez 46 163 1,2 Boas condicdes
Bloco - sala 05 18 13/dez 23 82 0,6 Boas condicdes
Bloco - sala 06 19 13/dez 46 163 1,2 Boas condicdes
Bloco - sala 07 20 13/dez 51 181 1,4 Boas condicdes
ZHIoED GILITEEE = LRI 21 13/dez 39 138 1,1 Boas condicdes
Sala 01
Bloco cirdrgico - URPA 22 13/dez 55 195 15  Mas condicdes
Sala 02
CME Arsenal 23 13/dez 12 43 0,4 Boas condi¢des
e Externo 10/dez - 10/dez 34 121 - -
i
) Externo 13/dez - 13/dez 37 131 -- --

FONTE: AUTOR
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Analisando a comunidade fungica presente no ar do hospital nas 23 amostras,
verificou-se que em 12 amostras foram registradas concentragdes acima do maximo
de referéncia da ANVISA, com a relagéo do ar interior com o exterior igual ou maior
do que 1,5. A Figura 9 indica a razéo I/E entre os locais de amostragem de forma
ordenada. Pardmetro de classificacdo do ambiente: amostra interna/amostra externa:
relacdo I/E < 1,5 = boa, relacdo I/E = 1,5 = ruim. A maior concentracédo de fungos no
ar (UFC/m?) foi registrada (em ordem descendente) nas salas 03, 05 e 01 da ala de
obstetricia.

Figura 9. Valores darazéo I/E entre os locais das amostras no hospital privado em Jodo Pessoa-PB.

Razéo I/E
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4.2.2 ldentificacdo dos fungos isolados em hospital privado em Jodo Pessoa-PB
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Figura 10. Identificac&o das estruturas de reproducéo nos fungos encontrados no hospital.
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Apés a incubacao e contagem de unidades formadoras de col6nia, houve a
identificagdo dos géneros fungicos anemodfilos obtidos das amostras através de
microcultivos para analise morfolégica (figura 10). Afigura 11 mostra os géneros mais

encontrados em cada sala analisada.
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Figura 11. Diversidade fingica em varias salas analisadas de um hospital privado em Jodo Pessoa-PB.
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Figura 12. Percentual médio da diversidade flingica nas salas do interior de hospital privado em Joé&o
Pessoa-PB.
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O percentual médio em todos os ambientes analisados mostrou que entre 0s
géneros identificados predominaram Penicillium com 40,72%, Aspergillus com 7,36%,
Monilia com 6,62% e outros géneros menos frequentes. Entretanto, a maioria dos
géneros nao foi identificada por ter apresentado apenas formacao do micélio, sem

formacéao de estruturas reprodutivas.

4.2.3 Concentragdo de dioxido de carbono nos ambientes internos

Houveram dois periodos de coleta para analise da concentracdo de CO2 nos
ambientes interiores, sumarizados nos graficos das Figuras 12 e 13.
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Figura 13. Concentracdo média de diéxido de carbono da primeira coleta nas salas do interior de

hospital privado em Jodo Pessoa-PB.
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Figura 14. Concentragdo média de didéxido de carbono da segunda coleta nas salas do interior de

hospital privado em Jo&o Pessoa-PB.
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A concentracdo de CO2 em ambientes interiores, segundo as recomendacdes da
RE/ANVISA n° 9, ndo deve ultrapassar o limite de 1000 PPM. Dessa forma, ao se
realizar a comparacdo dos niveis medidos com os limites estabelecidos pela
legislacéo em vigor, como se observa os graficos das figuras 12 e 13, o bloco cirurgico
sala 05, UTI Neonatal e URPA alcancam valores que ultrapassam o valor maximo
recomendado (VMR). O VMR néo é ultrapassado em nenhum dos outros ambientes

verificados, proporcionando um ambiente salutar para os ocupantes.
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5 DISCUSSAO

Este trabalho, de natureza quantitativa e qualitativa, ao analisar o efeito
antimicrobiano de uma solucao de limpeza com diferentes concentracdes na primeira
etapa, sobre micro-organismos patogénicos veiculados pelo ar no interior de hospitais
teve sua hipo6tese corroborada, no entanto 0os micro-organismos avaliados mostraram
resultados diferentes entre si, com efeito no controle. Na segunda etapa onde foi
guantificada a populacéo de fungos nas salas do hospital, confirmou-se a hipotese de
gue alguns ambientes apresentam risco de contaminacgao. Esse foi o primeiro estudo
a formalmente buscar compreender a extenséo da contaminacao de fungos no ar do
interior de um hospital na cidade de Jodo Pessoa-PB utilizando o método ativo de

impactacéo de ar.

5.1 Testes in vitro

Os isolados microbianos, originados do Hospital Universitario Lauro Wanderley -
HULW-UFPB, nos testes in vitro indicam que os micro-organismos Klebsiella sp., E.
coli e C. albicans foram mais suscetiveis, ndo havendo mais crescimento nas
concentracdes a partir de 2% do produto, enquanto que os organismos P. aeruginosa,
S. aureus, Bacillus sp. e Aspergillus sp. demonstraram susceptibilidade apenas a
partir de 20%.

Uma possivel explicacdo para essa resisténcia pode ser a presenca de
surfactante anibnico na composicdo do produto, pois testes prévios indicam que
surfactantes catibnicos sao mais eficazes quanto ao efeito antimicrobiano, até mesmo
guando ha uma resisténcia sinérgica entre as bactérias (PATRONE et al., 2010).
Quanto ao tempo de acao, o produto demonstrou eficacia a partir de 1 minuto de acao

contra todos 0s micro-organismos testados, conforme a concentracao.

Micro-organismos como A. niger e P. aeruginosa séo estudados como aplicacao
para biorremediacdo em estacdes de tratamento de esgoto justamente por conta de
sua capacidade de nao so0 resistir a como também degradar surfactantes aniénicos.
Em um estudo, a presenca de detergente causou um efeito inibitorio parcial no

crescimento da biomassa de A. niger (cerca de 51.4%), porém o fungo demonstrou
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degradar 30% do surfactante anibnico presente no meio apdés 16 dias
(JAKOVLJEVIC, 2016). J& uma linhagem de P. aeruginosa demonstrou degradac&o
de cerca de 96% de um surfactante anidnico no meio de cultura em 48 horas de
incubacdo (AMBILY; JISHA, 2012). Essa capacidade de degradacdo pode ter
contribuido para os achados do atual estudo, com Aspergillus sp. e P. aeruginosa
possivelmente apresentando resisténcia ao surfactante aniénico presente no produto
Thilex®.

Dentre estes micro-organismos testados, P. aeruginosa é conhecida pela elevada
capacidade de resistir a condicOes adversas, sendo esta considerada multirresistente
a diversas drogas. Por sua vez, Bacillus sp. € uma bactéria produtora de esporo e
mesmo assim, nao resistiu a concentracao de 20% do produto (CROWE-MCAULIFFE
et al., 2018).

Dito isso, o produto saneante utilizado nos aparelhos de ar condicionado pode
ndo ter uma influéncia direta na variacdo da densidade fungica interna do hospital,

visto que sua eficacia se mostrou dentro dos padrbes esperados.

Para reduzir os vieses que poderiam interferir no experimento, foi utilizada agua
destilada e esterilizada, que na verdade nao reflete na composi¢édo da agua coletada
diretamente das torneiras, como ocorre no processo de limpeza dentro do hospital.
Dessa forma, estudos futuros podem empregar agua de torneira, considerando a
microbiota presente, bem como correlacionar os efeitos sobre outros patégenos nao
testados nesse trabalho, empregando produtos e tempos de contato diferentes.
Enfatiza-se que 0 manuseio asséptico de micro-organismos para o teste de contato
refletiu significativamente na repetibilidade e na reprodutibilidade do ensaio e deve

ser levado em consideracédo para testes futuros.

5.2 Quantificacdo fungica no hospital

No ar interno do hospital, os fungos sapréfitos mostraram resultados abundantes,
de modo que essas espécies predominavam na maioria dos ambientes hospitalares
e ocupacionais. A maior densidade fungica foi associada as salas de obstetricia e pré-
parto, com o Penicillium sendo o género identificado mais presente. Esse fendmeno

pode ser atribuido ao acumulo de poeira, o que favorece o depésito de esporos de
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fungos e provavelmente devido a uma limpeza nédo frequente ou insuficiente do
ambiente. Estudos indicam que as superficies detectadas que mostram maior
contaminacdo sdo as partes superiores dos moveis e as superficies superiores de
grandes equipamentos (geladeiras, aparelhos de esterilizagdo, aquecedores, etc.),

onde é mais facil ocorrer o acumulo de poeira (BRUNETTI et al., 2006).

E necessario observar as caracteristicas da sala que obteve a menor
concentracdo de fungos durante o estudo, que foi o arsenal do CME. CME é um
acronimo para Central de Materiais e Esterilizagdo ou Centro de Materiais
Esterilizados, e o objetivo € ser um setor dedicado a limpeza, condicionamento,
esterilizacdo e distribuicdo de todos os artigos médicos do hospital. A ANVISA
estabelece diretrizes para o funcionamento de um CME, que deve consistir em:
recepcédo e sala de limpeza; sala de preparacéo e esterilizacdo; sala de desinfeccao
guimica (quando aplicavel); area de monitoramento do processo de esterilizacdo; e
sala de armazenamento e distribuicdo de materiais estéreis. Como ambientes de
suporte, deve-se prever: um vestiario com um banheiro para os funcionarios; depdsito
de material de limpeza; uma copa para funcionarios do setor; sala administrativa e
espaco para descanso dos funcionarios no turno da noite. A alta inspecao quanto a
esterilizagdo da sala de CME pode servir de modelo como indicacdo de possiveis
orientacdes a serem aplicadas nas salas que possuem a maior contagem de fungos,
adaptando as limitacdes de cada setor e cada hospital (TAVARES et al., 1979;
CAISM, 2020).

Esses resultados destacam a importancia da vigilancia ambiental e a necessidade
de procedimentos de limpeza que podem impedir a contaminacdo por fungos nos
departamentos hospitalares. A acédo imediata de prevencao e treinamento especifico
para a equipe de limpeza, por meio de programas de educacdo e aplicagcdo do
procedimento de controle de infec¢gbes, bem como medidas corretivas de limpeza em
salas contaminadas, certamente terd um efeito positivo diretamente detectavel no
ambiente. O tempo de intervalo ideal para limpeza dos aparelhos de ar condicionado
varia em diferentes regifes, mas a maioria dos protocolos recomenda a manutencéo
sanitéaria do aparelho a cada 7-15 dias ou pelo menos duas vezes por més
(APARECIDA, 2011; BRENIER-PINCHART, 2009).
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A instalacdo de filtros HEPA tem por finalidade eliminar contaminantes biolégicos
do ar exaurido. Segundo uma nota técnica da ANVISA, a inspecao deve ser realizada
periodicamente e o filtro deve ser substituido quando a pressao diferencial do fluxo
de ar que o atravessa atinge 45mmca ou apos 18 meses em uso, mesmo que a

pressao diferencial seja inferior a 45mmca (BRASIL, 2003).

Por limitacbes de acesso ao hospital, ndo foi possivel coletar amostras antes e
depois da desinfeccéo e limpeza dos aparelhos. O estudo de Dehghani et al. (2018),
realizado em uma unidade hospitalar no Ird, indicou que pode haver uma diferenga
significante na contagem de micro-organismos antes e depois da limpeza das salas.
Os resultados mostraram que as concentracdes de fungos antes dos procedimentos
de limpeza (para desinfeccdo e esterilizacdo) eram limitadas de 4,83 a 18,40 UFC/m?3
e apos os procedimentos de limpeza variavam de 1,90 a 8,90 UFC/m3. Além disso,
as concentragfes de bactérias antes dos procedimentos de limpeza eram limitadas a
14,65-167,40 UFC/m? e apds os procedimentos de limpeza variaram de 9,50 a 38,40
UFC/m3,

Nesse mesmo estudo, 41% das salas estavam com contagens superiores aos
valores recomendados e 0s micro-organismos mais prevalentes foram do género
Aspergillus e Penicillium. Fatores que influenciam nesses resultados, segundo os
pesquisadores, sdo baixa ventilacdo, pouca varricdo Umida de pisos das salas,
fitragem inadequada dos sistemas de refrigeracdo do ar, alta umidade e falta de
gerenciamento ideal de residuos infecciosos apds a cirurgia. A recomendacao para
este caso € a utilizacdo de filtros HEPA, implementacdo de procedimentos mais
rigorosos de desinfeccdo e melhorar o controle da temperatura e umidade
(DEHGHANI et al., 2018). Um estudo semelhante realizado em um hospital portugués
mostrou que, de acordo com a caracterizacdo flungica no ar interno, os géneros
predominantes foram Penicillium spp. (41%) e Aspergillus spp. (24%). As espécies de
Aspergillus foram: A. fumigatus, A. versicolor, A. glaucos e A. Niger (CABO VERDE
et al., 2015). Estes resultados corroboram com os encontrados na presente pesquisa,

na qual houve predominio destes dois géneros em todos os ambientes analisados.

Os achados ndo s6 confirmam o ar atmosférico como um meio eficaz e bem-

sucedido de disperséao dos fungos, como também a existéncia de um certo padrdo de
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diversidade fungica, seguindo outros estudos realizados em ambientes internos

hospitalares

Os resultados indicando salas com alta contagem de fungos séo preocupantes
guando num cenario no qual pacientes sensiveis a alérgenos no ar. A sensibilizacéo
a alérgenos fungicos pode estar associada a doenca alérgica respiratoria e dermatite
atopica. Um estudo investigou a relacdo entre sensibilizacdo a diferentes alérgenos
fungicos, indicando que a taxa de sensibilizacao para IgE especifica para Candida foi
de 81,2%, seguida por Aspergillus em 69,2% e Penicillium em 63,2%, com niveis

maiores em pacientes com dermatite atopica (CHANG et al., 2010).

A diversidade fungica encontrada no presente estudo pode ser explicada pelo
otimo mecanismo de dispersdo de fungos suspensos na atmosfera, podendo ser
transportados como bioaerosséis por grandes distancias com o movimento do ar.
Certos fungos desenvolveram adaptacbes especializadas favorecendo sua
sobrevivéncia enquanto sdo dispersos na atmosfera, estando presentes em particulas
de poeira, pele, tecidos e goticulas de agua (MARTINEZ-HERRERA et al., 2016).

De modo geral, as condi¢des fisico-quimicas do ar ndo favorecem o crescimento
de micro-organismos e a maioria s6 consegue permanecer viavel até quando
suspensos por um curto periodo de tempo. Porém, os conidios fungicos sdo unidades
propagativas com taxas de viabilidade mais longas por conta de propriedades como
paredes espessas, que 0s protegem da dessecacao e o pigmento (melanina), que
protege contra a radiacdo ultravioleta. Outras adaptacbes importantes sado a
termotolerancia e versatilidade nutricional, o que Ihes permite utilizar fontes de
carbono e nitrogénio diversos, como no caso dos conidios de Aspergillus quando
germinam (ABAD et al., 2010).

Géneros fungicos podem tornar infeccbes superficiais em micoses invasivas.
Embora os fungos possuam vérias vias de entrada no hospedeiro, a mais comum €&
pela inalacdo de propagulos; portanto, a manutencdo da boa qualidade do ar &
essencial em areas criticas dos hospitais para reduzir a incidéncia de infeccfes
fungicas invasivas (MARTINEZ-HERRERA et al., 2016).

7

Uma das doencas mais importantes nesse caso é a asma, condicdo mais

prevalente na idade entre 0 a 18 anos. Além disso, mulheres gravidas, pacientes
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internados na UTI e recém-nascidos com menos de um ano de idade possuem maior
suscetibilidade a esses patdgenos. A presenca de fungos no ar no hospital pode ser
também um fator de risco para a saude dos agentes de saude e colaboradores do
hospital (ABBASI et al., 2019). Como visto na presente pesquisa, das cinco salas de
UTI, trés delas estavam comprometidas com niveis fungicos acima do aceitavel, ou

seja, em mas condicdes.

A camada externa dos esporos (conidios) nos fungos é rica em hidrofobina, que
permite que permanegam sSuspensos no ar sem se depositarem, a cisteina presente
na hidrofobina esta relacionada a alta atividade surfactante dos fungos. As
hidrofobinas se organizam em uma monocamada anfipatica que reduz a tenséo
superficial do meio ou substrato em que o fungo cresce, permitindo que ele quebre a
interface ar-agua e evite a hidrossaturacdo para manter a permeabilidade ao gas. O
grau de hidrofobicidade entre os fungos varia de leve a altamente hidrofébico,
afetando a eficiéncia da capacidade de dispersédo de esporos (BAYRY et al., 2012).
A alta densidade de fungos esporulados encontrados nas amostras do hospital
confirmam a alta capacidade de disperséo no ar e o alto risco de contaminacao para

pacientes.

A presenca de A. fumigatus em estudos similares era maior nos corredores dos
hospitais. No presente estudo, a maior diversidade de fungos foi observada na UTI
coronariana. A forma como essa sala foi projetada, contendo uma recepc¢éo no centro
e cabines com leitos ao redor, pode fazer com que o transito de pessoas em
movimento circular seja intensificado e isso pode contribuir para a maior
disseminacédo de esporos. Resultados apresentados em outros estudos podem variar
dependendo do tipo de hospital, localizacdo, nimero de pacientes e visitantes,
condi¢cdes climéticas, localizacdo geografica e condi¢cdes laboratoriais, como
temperatura de incubacéo e meio de cultura. Como o hospital esta localizado no meio
da cidade e perto de uma via urbana, € possivel entrar mais poluentes a partir dos
veiculos; Hospitais localizados fora da area metropolitana, cercado por vegetacéo e
pastagens tendem a apresentar menor quantidade de poluentes (ABBASI et al.,
2019). Embora previamente argumentado que a fonte de esporos de fungos no ar

interno esteja relacionada a estrutura e condi¢des do edificio, a contaminacao por
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fungos pode ser causada também por coldénias que crescem em arvores, plantas e

arbustos e entram no interior pela porta e janela (DANNEMILLER et al., 2016).

Espécies de Aspergillus possuem potencial patogénico, com especial atencéo
para A. fumigatus, por conta de seus conidios que sdo significativamente mais
hidrofébicos do que outras espécies, que além de conferir mais tempo de suspensao
no ar, tem a capacidade de esconder a parede celular da inducdo de uma resposta
imune do hospedeiro. A proteina hidrofobina RodA presente nos conidios € um fator
de viruléncia que mascara o reconhecimento do sistema imune e impede o
recrutamento de neutrofilos e a producgéo de citocinas, contribuindo pra sobrevivéncia
do fungo no organismo infectado. A desinfeccao utilizando produtos compostos por
acido fluoridrico removem a hidrofobina RodA do micro-organismo podendo diminuir
a acao patogénica do mesmo. Contudo, a patogenicidade pode ser intensificada em
pacientes imunocomprometidos, incapazes de gerar uma resposta imunolégica e

assim aumentando o risco de infeccdo (CARRION et al., 2013).

O terceiro género fungico mais comum neste estudo foi Monilia, com maior
prevaléncia na UTI pos-operatoria. Esses fungos sdo anamorfos, sendo a fase
assexuada da Monilinia (ANDRADE, 2016). Eles ndo s&o conhecidos como
patégenos de humanos, sendo mais associados a doencas em plantas angiospermas
como Rosaceae e Ericaceae, além de causar podriddo em frutas (HU et al., 2011).
Algumas espécies do género Monilia sdo conhecidas como residentes da microbiota
intestinal humana e sua relevancia clinica estd mais relacionada a indicadores
biolégicos de disbiose, sendo observados em numero reduzido em intestinos de
pacientes com doencas inflamatdrias crénicas, como Doenca de Crohn (EL MOUZAN
et al., 2017).

Alguns géneros leveduriformes foram encontrados nas amostras do hospital.
Como dito anteriormente, Candida albicans é a causa predominante de infec¢bes
invasivas por leveduras; no entanto, a epidemiologia das infec¢des por fungos esta
evoluindo gradualmente e outras leveduras raras surgiram como patdgenos
oportunistas com risco de vida. Trichosporon spp., a segunda ou terceira causa mais
comum de fungemia por leveduras, demonstrou menos suscetibilidade a anfotericina
B e 5-flucitosina e resisténcia a equinocandinas (GUO et al., 2017). Esses achados

reforcam a necessidade de monitorar continuamente a presenca de leveduras
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invasivas e da resisténcia antifangica entre isolados de leveduras regularmente hoje
em dia e no futuro. Mesmo que no atual trabalho as leveduras ndo tenham sido
identificadas a nivel de género, elas servem como indicador de que a assepsia das
salas estava inadequada.

Quanto a concentracdo de CO2 nos ambientes internos analisados nesse estudo,
as salas que apresentaram menor taxa de renovacao de ar (maior concentracéo de
CO?) nao corresponderam necessariamente a uma elevada concentracédo de fungos
encontrados. As salas da UTI neonatal, bloco cirurgico sala 5, e URPA apresentaram
valores elevados acima do VMR da ANVISA. Dessas salas, apenas a UTI neonatal
apresentou elevada contagem de fungos (razéo I/E > 1,5) e a sala que apresentou a
maior concentracdo de fungos, a obstetricia sala 3, apresentou um dos menores

valores de concentracdo de CO2 em comparagcdo com as demais salas.

Na literatura h& trabalhos que correlacionam a elevada concentragdo de CO2 com
0 aumento da concentracdo fangica em ambientes internos. Essa relacdo pode ser
mais indireta, visto que pode indicar um alto padréo de atividade humana no ambiente
interno analisado. Como as taxas de geracdo de CO?2 e de bio-efluentes dependem
da atividade fisica, a concentracdo de CO?2 e a intensidade do odor dos bio-efluentes
humanos em um espaco exibem uma relacdo semelhante com o numero de
ocupantes. Portanto, o uso da concentracdo de COZ2 para monitorar a qualidade do ar
interno pode ser mais indicado para evidenciar a densidade populacional humana de

um determinado ambiente externo ou interno (CHAIVISIT et al., 2018).

Em suma, a contaminacao por fungos esta diretamente relacionada ao ar, que é
um dos principais contribuintes para a transmisséo e difusdo de esporos de fungos.
Para diminuir a contaminacao, equipamento especial deve ser usado para pacientes
em risco, movimento excessivo deve ser evitado nos corredores do hospital e janelas
devem ser fechadas. Além disso, realizar desinfeccdo sistematizada dos aparelhos
de ar condicionado, bem como o monitoramento periédico da populacdo de fungos,
gue sdo indicadores da qualidade ambiental. Uma das medidas eficazes pode ser o
uso de sistemas de refrigeragcdo com filtro HEPA, que captura com facilidade e
eficiéncia os esporos de fungos e ajuda a isolar os ambientes sensiveis como salas

de cirurgia.
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6 CONCLUSAO

Uma elevada quantidade de fungos patogénicos esta presente em locais de risco
no hospital privado localizado em Jodo Pessoa, no periodo de andlise. Das 23 salas
analisadas, 12 apresentaram uma quantidade superior a norma, incluindo salas de
obstetricia, pré-parto, refeitorio e UTIs pediatra, coronaria e neonatal. Os géneros
fungicos mais presentes sdo Penicillium (40,72%), Aspergillus (7,36%) e Monilia
(6,62%), porém a maioria dos espécimes encontrados ndo foram identificadas. No
teste antimicrobiano in vitro do produto saneante utilizado na limpeza dos aparelhos
de ar condicionado do hospital (Thilex®), os micro-organismos Klebsiella sp., E. coli
e C. albicans séo susceptiveis e P. aeruginosa, S. aureus, Bacillus sp. e Aspergillus
sp. sdo resistentes a concentracdes de pelo menos 2% do produto em agua destilada,
com os padrdes de utilizagdo mais indicados sendo de 20% da concentracdo do

produto e tempo de exposi¢cédo sendo acima de 1 minuto.

Os resultados mostram que o monitoramento ambiental de indicadores biologicos
€ uma ferramenta importante e deve ser adotada pelos comités de controle de
infecgé@o hospitalar para investigar, controlar e reduzir a ocorréncia dessas infecgdes,
especialmente de fontes como o ar e superficies, e buscar estratégias para contribuir
na diminui¢do do impacto econémico nas internacdes hospitalares. O gerenciamento
adequado da admissdo e tempo de visita dos pacientes pode ser eficaz na
contaminagao do ar em ambientes fechados nos hospitais, assim como a utilizacéo
de filtros de ar para protecdo dos pacientes imunocomprometidos. Além disso, o
controle desses parametros pode prevenir problemas de saude fisicos e

psicomeétricos para os profissionais de saude a longo prazo.
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ZENAIDE NETO (email hermanozenaide@gmail.com; cel 83 99956-9851) sob a orientagdo do Prof. Dr.
JOSE SOARES DO NASCIMENTO, da Universidade Federal da Paraiba (email jsnufpel@ hotmail com

cel 83 98610-2907). O trabalho tem como objetivo geral Analisar os riscos de contaminagio microbiana

do ambiente hospitalar estudado, sendo o projeto de dissertagdo apresentado ao Programa Regional de
Pés-Graduagdo em Desenvolvimento ¢ Meio Ambiente - PRODEMA — da Universidade Federal da Paraiba,

como parte dos requisitos necessarios para obtengdo do titulo de Mestre em Desenvolvimento ¢ Meio

Ambiente ao pesquisador. Solicitamos a sua colaboragdo para participar da pesquisa, como também sua

autorizagdo para apresentar os resultados deste estudo em eventos académicos ¢ publicagdes cientificas. Por

ocasido da publicagdo dos resultados, seu nome ¢ 0 nome da instituigdo sera mantido em sigilo.

Diante do exposto, declaro que fui devidamente esclarecido(a) ¢ dou o meu consentimento

para participar da pesquisa e para publicagio dos resultados. Estou ciente que receberei uma copia

desse documento.
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Participantes da Pesquisa

Atenciosamente,

(Nome do(a) Estudante Responsavel) (Nome do(a) Professor Responsavel)
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