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APRESENTACAO

A colecao “Microbiologia: Clinica, Ambiental e Alimentos” é uma obra que tem como
foco principal a apresentagéo de trabalhos cientificos diversos que compde seus capitulos
relacionados aos microrganismos. O volume apresenta um compilado de 15 artigos
distribuidos em teméticas que abordam de forma categorizada e interdisciplinar trabalhos,
pesquisas, relatos de casos e/ou revisdes que transitam nas diversas areas de aplicagéo
da Microbiologia.

O objetivo central desta coletanea é apresentar de forma categorizada e clara
estudos desenvolvidos em diversas instituicbes de ensino e pesquisa do pais. Em todos
esses trabalhos a linha condutora foi o aspecto relacionado a Bacteriologia, Micologia,
Parasitologia, Virologia, Imunologia Biotecnologia, Satude Publica e areas correlatas.

O avanco tecnolégico tem contribuido com inimeras pesquisas relacionadas a
biologia dos diversos microrganismos existentes, e consequentemente, esses estudos
podem auxiliar na prevengdo e no combate a patologias/doengcas que podem afetar a
saude humana e dos demais seres vivos.

Temas diversos e interessantes sdo deste modo, discutidos aqui com a proposta
de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres, doutores e todos aqueles
que de alguma forma se interessam pelas ciéncias bioldgicas e pelas ciéncias da saude
em seus aspectos microbioldgicos. Possuir um material que demonstre a aplicacdo dos
microrganismos em varias areas do conhecimento, de forma temporal e com dados
substanciais de regides especificas do pais tem sido relevante, bem como, abordar temas
atuais e de interesse direto da sociedade.

Este livro “Microbiologia: Clinica, Ambiental e Alimentos” apresenta uma teoria bem
fundamentada nos resultados praticos obtidos pelos diversos pesquisadores, professores
e académicos que arduamente desenvolveram seus estudos que aqui estdo apresentados
de maneira concisa e didatica. Sabemos o quéo importante é a divulgagao cientifica, por
isso evidenciamos também a estrutura da Atena Editora, que é capaz de oferecer uma
plataforma consolidada e confiavel, permitindo que esses pesquisadores exponham e
divulguem seus trabalhos.

Desejo a todos uma 6tima leitura.

Renan Monteiro do Nascimento
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RESUMO: A dualidade trabalho e salde séo
conceitos intimamente relacionados com o ser
humano, tanto numa na perspetiva tradicional,
onde a prevencdo de doengas no local de
trabalho, salude ocupacional e o modelo
de salde preventiva assumem particular
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RESIDUOS

relevdncia como na vertente social, onde a
abordagem preventiva e as atitudes individuais
sobre saude ocupacional alcangam particular
destaque. Neste contexto, torna-se imperioso
0 prévio conhecimento dos riscos a que 0s
trabalhadores se encontram expostos, encetando
a acgdo preventiva na correta identificacédo e
quantificacdo desses riscos. Constituiu objetivo
deste trabalho conhecer o risco de exposicéo
ocupacional a agentes biologicos (bactérias e
fungos) na industria de triagem de residuos e
aterro sanitario. A componente experimental
do estudo compreendeu recolhas ambientais
e de superficie nas torneiras e macanetas das
instalacbes sanitarias, macanetas de cacifos,
macanetas dos servicos administrativos, interior
de mascaras de protecao respiratéria e maos dos
operadores. Como resultado das 56 amostras
de ar e 51 amostras de superficie e maos de
operadores, foram efetuadas 343 identificacbes
de bactérias e 273 identificacbes de fungos.
Os resultados decorrentes desta investigagao
reforcam a necessidade da existéncia de
planos de formacdo especificos relacionados
com a exposicdo ocupacional a agentes
biolégicos adotados paralelamente com medidas
organizacionais e de engenharia, bem como
medidas de protecdo coletiva reforcadas pela
implementacéo de medidas de indole individual.
PALAVRAS-CHAVE: Agentes biolégicos;
bioaerosséis, bactérias, fungos.
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OCCUPATIONAL EXPOSURE TO BIOLOGICAL AGENTS - CHARACTERIZATION
OF ENVIRONMENTAL EXPOSURE AND FOMITES IN THE WASTE INDUSTRY

ABSTRACT: Work and health are closely human-related concepts that form a duality both in a
traditional perspective, in which disease prevention in the workplace, occupational health and
the preventive health model take on particular relevance, and in the social aspect, in which
the preventive approach and individual attitudes on occupational health have been the focus
of special attention. In this context, the previous knowledge of the risks to which workers are
exposed is of crucial importance, and preventive actions for the accurate identification and
quantification of those risks should be initiated. This study aimed to assess the occupational
risk of exposure to biological agents (viable bacteria and fungi) in the waste industry. The
experimental component in this study comprised environmental and surface collections
(water tap’s and doorknob in the bathroom, lockers’ knobs, administrative services knobs,
inside of protective breathing masks and operator’s hands). As a result of the 56 air samples
and 51 surface samples, 343 bacterial and 273 mould identifications were performed. The
results from this study reinforce the need for the existence of specific training plans related
to occupational exposure to biological agents adopted with organizational, engineering and
collective protection measures strengthened by the implementation of individual protective
measures.

KEYWORDS: Biological agentes; bioaerosols; bactéria; fungi.

INTRODUCAO

O ar representa um papel crucial na disseminacdo de agentes biolégicos em
contexto ocupacional. O estudo dos agentes bioldgicos transmitidos por via aérea sofreu
uma significativa expanséao relacionando a transmissao de doencas por via respiratoria em
humanos (Stetzenbach, 2002).

Os principais responséaveis pela mobilidade dos microrganismos por via aérea sao
os apelidados bioaerossois. A American Conference of Government Industrial Hygienists
(ACGIH) define bioaerosso6is como particulas aéreas, grandes moléculas ou compostos
volateis que contém seres vivos ou que foram libertados por estes. Os bioaerossoéis sao
micro sistemas que possuem atividade bioldégica. Podem ser constituidos por poeiras,
pblen, agua e varios organismos vivos ou mortos, tais como fungos, esporos, metabolitos
fungicos, bactérias, endotoxinas, virus, protozoarios ou artropodes, como, por exemplo,
os acaros (Dutkiewicz, Cisak, Sroka, Wojcik-fatla, & Zajac, 2011; Walser et al., 2015).
Habitualmente, devido a sua reduzida dimensao, encontram-se suspensos no ar, tanto no
interior dos edificios, como no exterior. O didmetro das particulas varia entre os 0,02um e
os 100um (Maier, Pepper, & Gerba, 2009).

Apesar do interesse sob o ponto de vista da higiene industrial surgir associado
a exposicao a bioaerossois, a avaliagdo de outras formas de exposicdo e consequente
contaminagédo, nomeadamente o contacto com superficies e operadores tem vindo a ser
reforcada (Anupam, Kansal, Asthana, Pandey, & Madan, 2011; Boone & Gerba, 2005;
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Julian, Leckie, & Boehm, 2010; Kramer, Schwebke, & Kampf, 2006; D.-U. Park, Ryu, Kim,
& Yoon, 2011; Tacconelli, 2011; C Viegas, Malta-Vacas, Sabino, Viegas, & Verissimo, 2014;
Carla Viegas et al., 2014). Um dos mais importantes modos de transmissdo microbiana
com respeito a doenga é a transmissao através de superficies. Entre os tipos de superficies
que sdo mais frequentemente envolvidas na transmiss@o microbiana encontram-se a pele
humana e as superficies ou fomites. Fomites sdo superficies porosas e ndo porosas ou
objetos que podem ser contaminados com microrganismos patogénicos, servindo de
veiculos de transmissdo de doenca (Boone & Gerba, 2007).

As fomites sdo contaminadas por variados agentes biol6gicos por meio de contacto
direto com fontes de agentes infeciosos, por contacto com bioaerossoéis ou por deposicéo
destes. Uma vez contaminada a superficie, a transferéncia dos agentes infeciosos pode
facilmente ocorrer entre objetos inanimados e animados (e vice-versa) ou entre fomites
distintas que tenham contactado entre si (Boone & Gerba, 2007). Conceitualmente, o
processo de transferéncia de um agente patogénico através de fomites encontra-se
circunscrito em trés etapas: a contaminagdo da superficie (inoculagédo), a transferéncia
para as méaos e destas para as membranas mucosas (Wan, 2010).

Diversos estudos incidem sobre a tematica da contaminagéo ambiental por bactérias,
fungos e respetivos metabolitos, procurando estabelecer uma relacdo entre a exposicéo
ocupacional e o aparecimento de distintos sintomas entre os colaboradores (Douwes,
Eduard, & Thorne, 2008; Douwes, Thorne, Pearce, & Heederik, 2003; Dutkiewicz, 1997;
Porta, Milani, Lazzarino, Perucci, & Forastiere, 2009). A Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) reconhece 150 unidades formadoras de colénias (UFC) por metro clbico (m®) de ar
como o limiar a partir do qual se desenvolvem efeitos adversos na salde, especialmente
se forem encontradas espécies patogénicas, considerando inaceitavel a proliferacédo de
determinadas espécies em ambiente interior (Goyer, Lavoie, Lazure, & Marchand, 2001).

Novas atividades industriais emergiram nos Ultimos anos onde a exposicao a agentes
biolégicos € relevante. Tradicionalmente, os maiores riscos verificam-se nas atividades
agricolas, atividades ligadas a prestacéo de cuidados de saude e laboratérios, e atividades
relacionadas com o tratamento de residuos.

A protecao dos profissionais ligados a gestao de residuos depende do conhecimento
prévio dos riscos a que se encontram expostos e da identificagcdo e quantificacdo desses
riscos (Vasconcelos Pinto et al., 2015). Desta forma, a avaliagdo de riscos permite uma
correta formulagéo e aplicacao de medidas de prevencgao e protecao nos locais de trabalho,
alvitrando a existéncia de locais de trabalho mais seguros e saudaveis.

Este estudo, caracterizado por uma forte componente de trabalho de campo e
laboratorial, envolveu uma equipa multidisciplinar da qual fizeram parte elementos da
Escola Superior de Tecnologia da Saude de Coimbra — Instituto Politécnico de Coimbra e
da Escola Superior de Tecnologia e Gestao de Viana do Castelo — Instituto Politécnico de
Viana do Castelo.
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Este trabalho de investigagdo cientifica tem por objetivo estudar a exposicao
ocupacional a agentes bioldgicos (bactérias e fungos viaveis) na industria de triagem de
residuos e aterro sanitario.

METODOS

As recolhas ambientais e de superficie foram efetuadas num sistema multimunicipal
de triagem, recolha, valorizacéo e tratamento de residuos sélidos urbanos, prestando servico
a uma populagéo de cerca de 114.000 habitantes pertencentes a 10 municipios localizados
na regiao interior norte do Pais. Recebe anualmente cerca de 1800 toneladas de residuos
valorizaveis (embalagens e cartdo) e 36 000 toneladas de RU, contando com a colaboragéao
de 37 trabalhadores distribuidos pelo sector administrativo, transporte, triagem e deposicéo
final de residuos. Destes, 30 estdo potencialmente expostos a agentes bioldgicos. Em
matéria de organizagao dos servicos de seguranga e saude no trabalho, a empresa adotou
a modalidade de servigos externos com organizagdo em separado para todas as suas
atividades. Em termos de medidas de prevencgéo e protegdo dos colaboradores, face a
exposicdo a agentes bioldgicos, existe programa de vacinacdo especifico, tendo sido
igualmente implementada uma lavandaria interna e meios de desinfecdo das maos.

AMOSTRAGEM

Ar - Bioaerossois

Para a recolha de amostras ambientais foi utilizado o impactado de ar Samp/’air Lite,
AES Chemunex, Franca., As recolhas foram efetuadas a uma altura de 1 m e em duplicado
em meio de amostragem especifico para bactérias (Agar Nutritivo - AN) e fungos (Malte
Agar — MA, suplementado com cloranfenicol 0,05%). As amostras de ar foram recolhidas
em 3 zonas distintas:

+  Zona Critica (ZC), onde se processa a triagem de residuos valorizaveis (papel
e embalagens) e deposicao final de residuos (aterro sanitario). Os colaborado-
res desempenham fungdes em turnos de 8 horas diarias utilizando mascaras
de protecéo respiratoria. Neste ponto de colheita foram efetuadas 31 recolhas
ambientais (6 na triagem de papel, 11 na triagem de embalagens, 14 em aterro
sanitario).

+  Zona Néo Critica (ZNC) situada nos servigos administrativos, onde os colabora-
dores néao se encontram diretamente expostos ao processo de valorizagao e de-
posicéo final de residuos. As instalagbes encontram-se situadas a noroeste das
células de aterro, dispondo de sistemas de ventilagcéo natural e sistemas de cli-
matizacéo (aquecimento). Neste ponto foram recolhidas 13 recolhas ambientais.

+  Ponto de Controlo (PC) situado no exterior dos servigos administrativos. Neste
ponto foram recolhidas 14 recolhas ambientais, tendo sido consideradas 13
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para as contagens totais de fungos devido a invaséo dos meios de cultura.

Os volumes de ar recolhidos foram ajustados de acordo com estimativa da
contaminagéo biolégica existente em cada ponto de amostragem. Na ZC procedeu-se a
recolha de 50 L, enquanto que na ZNC e PC o volume de ar recolhido foi de 100 L, com
um caudal de 20 L / min. A calibragcdo do equipamento de amostragem foi realizada por
uma organizagdo credenciada externa, de acordo com a ISO 17025: 2005. O plano de
amostragem foi realizado de acordo com as recomendacgbes da American Conference of
Governmental Industrial Hygienists (ACGIH) (Macher, J., 1999).

A concentracdo da microflora ambiental encontra-se expressa em UFC por volume
de ar recolhido (m3).

Superficie

Foram efetuadas recolhas de superficie através de esfregaco em varias superficies
de contacto regular e diario com os operadores de residuos: maganetas dos cacifos
(n=2); macanetas de instalacdes sanitarias/balnearios (maganetas IS) (n=7); macanetas
de servigos administrativos (maganetas SA) (n=10), torneiras das instalagbes sanitarias/
balneérios (Torneira IS) (n=12) e interior das mascaras de prote¢céo (n=8). Foram igualmente
efetuadas recolhas nas méaos dos operadores de residuos (n=12) ap6s lavagem e secagem
das maos de acordo com as respetivas praticas individuais.

A concentracéo de microrganismos obtidos encontra-se expressa em UFC por area
de superficie analisada (cm?).

Analise

A componente experimental e analitica foi integralmente desenvolvida na Unidade
de Microbiologia Aplicada da Escola Superior de Tecnologia e Gestao de Viana do Castelo,
laboratério acreditado pelo Instituto Portugués de Acreditacdo (IPAC), com o certificado de
acreditacéo n° L0359.

Para recolhas de superficie e contaminagcdo em maos dos operadores de residuos,
procedeu-se a inoculacdo de 1 ml do meio de transporte em placas com NA e MA
(suplementado com cloranfenicol 0,05%).

Todas as placas de Petri (ar, superficies e operadores) foram incubadas
aerobicamente a 37°C durante 48 h e a 25°C durante 3-5 dias para bactérias fungos,
respetivamente. Para as amostras ambientais e de acordo com a amostra recolhida e o
método selecionado, o limite de detecao (LD) (20 ufc / m3) e o limite maximo de quantificacao
(LQ) foram considerados (25180 ufc / m?).

Para a recolhas de superficie e maos de operadores procedeu-se a contagem de
microrganismos a 30°C (ISO 4833-1: 2013) e Enterobacteriaceae (1ISO 21528-2: 2004). Para
as recolhas das maos dos operadores, recorreu-se a pesquisa de Escherichia coli (NP-2308:
1986), coliformes a 30°C (NP-2164: 1983) e Staphylococcus aureus (NP -2260: 1986).

As identificacbes foram realizadas segundo os procedimentos internos do
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laboratério, elaborados de acordo com os critérios para classificagdo dos microrganismos.
Apoés a contagem indiferenciada de microrganismos, foi efetuada a contagem de cada tipo
de coldnia distinta observada na placa e repicada para os meios apropriados. As culturas
puras inoculadas foram sujeitas a identificacdo por observacdo morfologica e testes
bioquimicos, de acordo com o recomendado pelo manual Bergey ‘s ( Krieg, Bergey, Holt,
1984; Sneath PHA, Mair N, Sharpe ME, 1986; Williams ST, Sharpe ME, 1989). As coldnias
de bactérias isoladas foram identificadas utilizando as galerias de identificagdo API 50 CH
(Biomérieux, Marcy |'Etoile, France), APl 50CHB/E (Biomérieux, Marcy | Etoile, France),
API Coryne (Biomérieux, Marcy |'Etoile, France), APl 20 Strep (Biomérieux, Marcy |'Etoile,
France), BBL Crystal Enteric/Nonfermenter ID kit (BD Diagnostics Systems Europe, Sparks,
MD), e BBL Crystal Gram-Positive ID kit (BD Diagnostics Systems Europe, Sparks, MD). As
colénias de leveduras foram repicadas para uma placa com meio de cultura cromogénico
BBL CHROMagar Candida (254093, BD Diagnostics Sistems Europe), permitindo despistar
a existéncia de estirpes de Candida albicans e Candida tropicalis. Foram ainda utilizadas
galerias de identificagéo ID 32C (32200, Biomérieux) para a identificagéo final dos géneros
e espécies de leveduras. Apos o isolamento em MA, procedeu-se a identificacdo de fungos
filamentosos de acordo com a sua morfologia macroscopica e observagdo microscopica do
micélio.

Analise estatistica

Para a analise estatistica utilizou-se o IBM SPSS versao 19.0 para Windows. Tendo
em conta o tamanho das amostras e considerando a distribuicdo (ndo normal e variancias
ndo homogéneas) entre as diferentes zonas das varidveis em estudo, utilizou-se o teste
nédo-parameétrico de Kruskal-Wallis, seguido de comparagcbes mudltiplas aplicando uma
ANOVA one-way e usando o teste LSD de Fisher.

RESULTADOS

Das 56 amostras de ar recolhidas foram efetuadas 262 identifica¢cdes de bactérias e
188 identifica¢des de fungos.

As médias das contagens totais de fungos e bactérias nas operagdes de triagem de
papel, aterro sanitario e triagem de embalagens (ZC) sdo sempre superiores as contagens
obtidas no ponto de controlo (PC) e zona nao critica (ZNC) (Tabela 1). Os niveis de
exposicdo ocupacional a bactérias e fungos viaveis mais elevados foram verificados na
triagem de papel, com contagens médias de 595 ufc/m® e 19558 ufc/m?, respetivamente
(Tabela 1 e Tabela 2). AZNC apresenta contagens de bactérias e fungos viaveis superiores
as verificadas no PC.

O teste de Kruskal-Wallis demonstrou a existéncia de diferengas significativas
nos varios pontos de colheita (p-value <0,05), com exce¢do na ZC — Aterro (p-value
=0,104), para as contagens de fungos. As comparagbes multiplas entre os varios pontos
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de amostragem utilizando uma ANOVA one-way aos ranks do total de bactérias e fungos

seguido do teste de LSD de Fisher revelou a existéncia de diferencas significativas (p-value

<0,05), excetuando a ZNC e PC (Triagem de papel e embalagens — ZC).

Observa-se a predominancia de bactérias Gram (+), nomeadamente pertencentes

aos géneros Staphylococcus (coagulase negativa) e Bacillus, embora com ligeiras variagcoes

em termos de importancia em cada ponto de colheita. Analisando comparativamente as

espécies bacterianas identificadas nos diversos pontos de colheita, verifica-se a existéncia

de espécies distintas entre os quatro pontos de colheita e a amostra de referéncia (ponto de

controlo no exterior), sendo ainda possivel verificar a existéncia de bactérias incluidas no

grupo 2 da classificacao dos agentes biologicos (embora com expressao pouco significativa
-0,07% a 1,22% de espécies classificadas) (Portaria 405/98, 1998; Portaria 1036/98, 1998).

Total
Pontos de < P I
N Gram Género Espécie Classificacdao (UFC/
Colheita m)
(-) Acinetobacter spp. Acinetobacter Iwoffi NC 180
) Enterobacter spp. Enterobacter cloacae 2 20
+) Staphylococcus coagulase  Staphylococcus coagulase NC 291
negativa negativa
Bacillus spp. NC 65
Bacillus cereus NC 37
+ acillus spp. acillus pumilus 5
(+) Bacillus spp Bacillus pumill NC 0
Bacillus megaterium NC 40
. Bacillus mycoides NC 20
Zona Critica
(Aterro) +) Cellulomonas spp. / Cellulomonas spp. / NC 60
Microbacterium spp. Microbacterium spp.
Corynebacterium spp. 2 40
) Corynebacterium jeikeium 2 40
(+) Corynebacterium spp. . .
Corynebacterium aquaticum 2 20
Corynebacterium diphtheriae 2 20
(+) Micrococcus spp. Micrococcus spp. NC 50
+ revibacterium spp. revibacterium spp.
(+) Brevib 1 Brevib i NC 60
. Geobacillus
(+) Geobacillus spp- thermoglucosidasius NC 40
Contagem média do total de bactérias = 2.8 x 10? Min = 60 Max =2.8x 102
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Total

Pontos de < . I
Colheita Gram Género Espécie Classificacao $1l1]3|):C/
Enterobacter aerogenes 150
(-) Enterobacter spp.
Enterobacter spp. 20
(-) Stenotrophomonas spp. Stenotrophomonas maltophilia NC 50
(-) Pantoea spp. Pantoea agglomerans NC 50
-) Acinetobacter spp. Acinetobacter Iwoffi NC 40
Zona Critica (4 Staphylococcus coagulase  Staphylococcus coagulase NC 106
(Triagem de negativa negativa
papel) Bacillus spp. NC 45
Bacillus subtilis NC 340
(+) Bacillus spp.
Bacillus cereus NC 53
Bacillus sphaericus NC 20
(+) Micrococcus spp. Micrococcus spp. NC 75
(+) Rhodococcus spp. Rhodococcus spp. NC 20
Contagem média do total de bactérias = 5.9 x 10? Min =3 x 102 Max =1.2x 10°
(-) Pantoea spp. Pantoea agglomerans NC 220
(-) Acinetobacter spp. Acinetobacter Iwoffi NC 120
Enterobacter spp. 2 40
(-) Enterobacter spp.
Enterobacter cloacae 2 20
(-) Pseudomonas spp. Pseudomonas aeruginosa 2 20
) Klebsiella spp. Klebsiella oxytoca 2 40
Staphylococcus coagulase  Staphylococcus coagulase
(+) : : NC 119
negativa negativa
Bacillus spp. NC 61
Bacillus cereus NC 23
. Bacillus megaterium NC 80
(+) Bacillus spp. ) »
Zona Critica Bacillus subtilis NC 60
(Triagem de Bacillus circulans NC 40
Embalagens)
Brevibacillus non reactive NC 20
(+) Micrococcus spp. Micrococcus spp. NC 80
Corynebacterium afermentans 100
+) Corynebacterium spp. Corynebacterium propinquum 40
Corynebacterium
P 2 20
pseudogenitalium
+) Cellulomonas spp. / Cellulomonas spp. / NG 40
Microbacterium spp. Microbacterium spp.
Cellulosimicrobium cellulans NC 20
(+) Arthrobacter spp.
Arthrobacter spp. NC 20
(+) Leifsonia spp. Leifsonia aquaticum NC 40
(+) Kytococcus spp. Kytococcus sedentarius NC 20
Contagem média do total de bactérias = 4.9 x 10? Min =1.8 x 102 Méax =9.2x 10°
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Total

Pontos de < P I
N Gram Género Espécie Classificacao (UFC/
Colheita m)
(-) Pseudomonas spp. Brevundimonas vesiculares NC 60
+) Staphylococcus coagulase  Staphylococcus coagulase NC 23
negativa negativa
Ponto de ) Bacillus spp. NC 13
Controlo (+) Bacillus spp. .
Bacillus cereus NC 10
(+) Gardnerella spp. Gardnerella vaginalis 2 10
+) Cellulomonas spp. / Cellulomonas spp. / NC 10
Microbacterium spp. Microbacterium spp.
Contagem média do total de bactérias = 34 Min =0 Max =90
) Enterobacter spp. Enterobacter gergoviae 2 20
(-) Acinetobacter spp. Acinetobacter Iwoffi NC 20
Staphylococcus coagulase  Staphylococcus coagulase
(+) NC 35
negativa negativa
. Bacillus spp. NC 11
(+) Bacillus spp. )
Bacillus cereus NC 10
Staphylococcus aureus 2 40
Staphylococcus coagulase
(+) positiva Staphylococcus coagulase NG 110
~ positiva
Zona nao .
critica ) Micrococcus spp. NC 70
(+) Micrococcus spp. )
Micrococcus roseus NC 10
Lactococcus lactis spp.
(+) Lactococcus spp. Cremoris NC 40
(+) Aerococcus spp. Aerococcus urinae NC 40
Corynebacterium spp. 2 10
(+) Corynebacterium spp. Corynebacterium 5 10
pseudogenitalium
+) Cellulomonas spp. / Cellulomonas spp. / NC 10
Microbacterium spp. Microbacterium spp.
Contagem média do total de bactérias = 1.2 x 10? Min = 40 Méax =2.5x 102

Tabela 1 Média das Contagens Totais (ufc/m?) de cada espécie bacteriana identificada por
ponto de colheita e respetiva classificacéo

Relativamente a caracterizacdo da microflora fungica, nos trés pontos de colheita

referentes a ZC o género maioritario identificado foi Penicillium, representando entre 79,43

% e 99,69% da microflora fngica destes postos de trabalho (Tabela 2). A ZNC apresenta

igualmente o predominio de espécies pertencentes ao género Penicillium, seguido de

Cladosporium, com 24,55% dos fungos identificados. Verifica-se uma variedade significativa

de espécies fungicas no PC (19 espécies), seguido do aterro sanitario (15 espécies), sendo

as espécies identificadas pertencentes aos géneros Penicillium, Cladosporium e Aspergillus

niger comuns a todos os pontos de colheita. As operagdes dedicadas ao aterro sanitario e
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triagem de papel ndo apresentam contaminagéo por fungos pertencentes ao grupo 2.

Pontos de Colheita Género Espécie Classificacao Total
Penicillium spp. Penicillium spp. NC 830
Cladosporium spp. Cladosporium spp. NC 215
Candida famata NC 48
Candida spp. Candida spp. NC 20
Candida zeylanoides NC 40
Aspergillus flavus NC 40
Aspergillus spp.
Aspergillus niger NC 34
Zona Critica Cryptococcus albidus NC 40
(Aterro) Cryptococcus spp.
Cryptococcus laurentii NC 27
Ulocladium spp. Ulocladium spp. NC 20
Rhodotorula spp. Rhodotorula spp. NC 20
Alternaria spp. Alternaria spp. NC 20
Streptomyces spp. Streptomyces spp. NC 20
Saccharomyces spp. Saccharomyces spp. NC 20
Mucor spp. Mucor spp. NC 20
Contagem média do total de fungos = 8.2 x 10? Min=1.2x 102 Méx =1.1x 10*
Penicillium spp. Penicillium spp. NC 18750
(Triiggre:l Cdgtli’cae:)el) Aspergillus spp. Aspergillus niger NC 45
Cladosporium spp. Cladosporium spp. NC 80
Contagem média do total de fungos = 1.9 x 10* Min=7.7x 10° Max =2.6x 10*
Penicillium spp. Penicillium spp. NC 17513
Cladosporium spp. Cladosporium spp. NC 164
Aspergillus spp. Aspergillus niger NC 23
Candida boidinii NC 20
(Triagezn?':iae Eﬁtti)(:llagens) Candida spp. Candida famata NC 50
Candida spp. NC 40
Cryptococcus spp. Cryptococcus laurentii NC 40
Trichophyton spp. Trichophyton equinum 2 20
Rhodotorula spp. Rhodotorula spp. NC 20
Contagem média do total de fungos = 1.8 x 10* Min=1.1 x 10° Max =1.8x 10*
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Pontos de Colheita Género Espécie Classificacao Total
Cladosporium herbarum NC 10
Cladosporium spp. ,
Cladosporium spp. NC 253
Penicillium spp. Penicillium spp. NC 68
Rhodotorula glutinis NC 10
Rhodotorula spp.
Rhodotorula spp. NC 25
) Aspergillus flavus NC 70
Aspergillus spp.
Aspergillus niger NC 20
Streptomyces spp. Streptomyces spp. NC 50
Cryptococcus spp. Cryptococcus laurentii NC 30
Ponto de Controlo Trichophyton spp. Trichophyton equinum 2 25
Saccharomyces spp. Saccharomyces spp. NC 20
Ulocladium spp. Ulocladium spp. NC 20
Candida famata NC 10
Candida spp. )
Candida spp. NC 10
Botrytis spp. Botrytis cinerea NC 20
) Microsporum equinum 10
Microsporum spp. .
Microsporum spp. 10
Curularia spp. Curularia spp. NC 10
Tricoderma spp. Tricoderma spp. NC 10
Contagem média do total de fungos = 4.2 x 10? Min =50 Max =1.3x 10°
Penicillium spp. Penicillium spp. NC 265
Cladosporium spp. Cladosporium spp. NC 103
Asperygillus flavus NC 20
Aspergillus spp. Aspergillus niger NC 43
B ’ Aspergillus terreus NC 120
Zona nao critica
Cryptococcus spp. Cryptococcus humicola NC 40
Trichophyton spp. Trichophyton spp. 2 20
Rhodotorula spp. Rhodotorula spp. NC 10
Ulocladium spp. Ulocladium spp. NC 10
Candida spp. Candida famata NC 10
Contagem média do total de fungos = 4.4 x 10? Min =50 Max =1.7x 10°

Tabela 2 - Média das Contagens Totais (ufc/m®) de cada espécie fungica identificada por ponto

de colheita e respetiva classificagéo

No que diz respeito as colheitas de superficie, foram identificadas as espécies

Enterobacter aerogenes, E. sakazakii e E. cloacae pertencentes ao grupo 2 nos

manipuladores e nas torneiras IS. No interior das mascaras foram ainda detetados os

géneros Corynebacterium e Streptococcus, géneros predominantes da flora nasal e oral e

também classificados no grupo 2.
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Pontos de

Colheita Gram Género Espécie Classificacao Total
(=) Rahnella spp. Rahnella aquatilis NC 1100
(-) Serratia spp. Serratia spp. NC 425
(-) Pseudomonas spp. Pseudomonas putida NC 400
Enterobacter sakazakii 380
(-) Enterobacter spp. Enterobacter spp. 250
Enterobacter aerogenes 130
() Acinetobacter spp. Acinetobacter baumannii NC 200
Manipulador +) Staphylococcus coagulase  Staphylococcus coagulase NC 6812
negativa negativa
(+)  Micrococcus spp. Micrococcus spp. NC 1300
(+)  Aerococcus spp. Aerococcus viridans NC 500
(+)  Leuconostoc spp. Leuconostoc spp. NC 375
) Bacillus spp. NC 267
(+)  Bacillus spp. )
Bacillus cereus NC 130
+) Staphylococcus coagulase Staphylococcus coagulase NC 200
positiva positiva

Contagem média do total de bactérias = 4.1 x 10° Min =100 Max =3.8x 10*

Cacifo (+)  Bacillus spp. Bacillus cereus NC 30000

Contagem média do total de bactérias = 3 x 10* Min =3 x 10* Max =3 x 104

(-) Escherichia spp. Escherichia vulneris NC 100
+) Staph_ylococcus coagulase Staph_ylococcus coagulase NC 5971
negativa negativa
(+)  Streptococcus spp. Streptococcus mitis 2 5600
) i Aerococcus spp. NC 1200
Interior Mascara (+)  Aerococcus spp. o

Aerococcus viridans 3 NC 800
(+) Corynebacterium spp. Corynebacterium spp. 2 200
(+)  Bacillus spp. Bacillus spp. NC 100
+) Cellulomonas spp. / Cellulomonas spp. / NC 100

Microbacterium spp. Microbacterium spp.

Contagem média do total de bactérias = 3.6x 10° Min =100 Max = 3x 104
Macaneta +) Staphylococcus coagulase  Staphylococcus coagulase NG 1340
Balneérios negativa negativa

Contagem média do total de bactérias = 1.3 x 10° Min =100 Max =2.5x 10°

. Staphylococcus coagulase  Staphylococcus coagulase
Maganeta Servigos ~ (*+) negativa negativa NC 2388
Administrativos
(+)  Bacillus spp. Bacillus cereus NC 300
Contagem média do total de bactérias = 1.9x 10° Min = 250 Méax =6x 103
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Pontos de

Colheita Gram Género Espécie Classificacao Total
(-) Enterobacter spp. Enterobacter cloacae 2 500
(-) Acinetobacter spp. Acinetobacter baumannii NC 400
Torneira _In,s?alagoes Staphylococcus coagulase  Staphylococcus coagulase
Sanitarias/ (+) neqativa neqativa NC 2892
Balneérios 9 9
) Bacillus spp. NC 188
(+)  Bacillus spp.
Bacillus subtilis NC 100
Contagem média do total de bactérias = 1.9x 10° Min =100 Méax =1.2 x 10*

Tabela 3 - Médias das contagens totais de cada espécie bacteriana identificada por ponto de
colheita e respetiva classificacao

Relativamente as espécies fungicas verifica-se a predominancia dos géneros

Penicillium em todas as superficies avaliadas, Candida spp. e Rhodotorula spp. igualmente

comuns.
Pontos de Colheita Género Espécie Classificacdo  Total
Candida famata NC 16077
Candida lambica NC 3100
Candida spp.
Candida zeylanoides NC 1000
Manipulador Candida spp. NC 600
Penicillium spp. Penicillium spp. NC 1297
Rhodotorula spp. Rhodotorula glutinis NC 1000
Cladosporium spp. Cladosporium spp. NC 360
Contagem média do total de fungos = 4.2x 10° Min =1 x 102 Méax = 4.8x 10*
Penicillium spp. Penicillium spp. NC 400
Cacifo Rhodotorula spp. Rhodotorula spp. NC 100
Cryptococcus spp. Cryptococcus curvatus NC 100
Contagem média do total de fungos = 2 x 102 Min =1 x 102 Max =4x 10?
Candida spp. NC 1250
Candida spp.
Interior Mascara Candida lipolytica NC 100
Penicillium spp. Penicillium spp. NC 680
Contagem média do total de fungos = 7.5x 10? Min =1 x 102 Max = 2.3x 10°
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Pontos de Colheita Género Espécie Classificacdo  Total
Rhodotorula spp. Rhodotorula spp. NC 3500
g‘;}ggﬁrfigfsus neoformans var 5 1800
Maganeta Cryptococeus spp. Cryptococcus albidus NC 550
Balnearios Cryptococcus laurentii NC 500
Candida spp. Candida famata NC 550
Cladosporium spp. Cladosporium spp. NC 200
Penicillium spp. Penicillium spp. NC 200
Contagem média do total de fungos = 8.3 x 10? Min =1 x 102 Max = 3.5x 10°
Rhodotorula spp. NC 13200
Rhodotorula spp.
Rhodotorula mucilaginosa NC 250
Cryptococcus laurentii NC 3000
Cryptococcus spp. ,?QC/,%?;Z?SUS neoformans var 2 2800
Maganeta Servicos Cryptococcus uniguttulatus NC 1000
Administrativos Trichosporum spp. Trichosporum mucoides NC 1300
Penicillium spp. Penicillium spp. NC 200
Candida spp. Candida spp. NC 175
Botrytis spp. Botrytis spp. NC 100
Aspergillus spp. Asperygillus flavus NC 100
Cladosporium spp. Cladosporium spp. NC 100
Contagem média do total de fungos = 6.4 x 10° Min =1 x 102 Max = 4x 10*
Penicillium spp. Penicillium spp. NC 378
Cryptococcus spp. Cryptococcus curvatus NC 200
Candida sake NC 200
Torneira Candida spp. Candida famata NC 163
'g::ﬁ{gﬁg‘; Candida spp. NC 100
Balneérios Aspergillus spp. Asperqgillus flavus NC 100
Rhodotorula spp. Rhodotorula spp. NC 100
Botrytis spp. Botrytis spp. NC 100
Cladosporium spp. Cladosporium spp. NC 100
Contagem média do total de fungos = 2.2 x 10? Min =1 x 102 Max =1.3x 10°

Tabela 4 - Médias das contagens totais de cada espécie fungica identificada por ponto de
colheita e respetiva classificacao

DISCUSSAO

A legislacao europeia, através da Diretiva 2000/54/CE, tem como objetivo principal

a reducgéo dos riscos resultantes da exposicao aos agentes bioldgicos no local de trabalho.

A Agéncia Europeia para a Promoc¢édo da Seguranca e Saude do Trabalho reforca a

necessidade crescente no desenvolvimento de ferramentas para de avaliagdo de riscos e
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prevencédo, acompanhadas de programas de vigilancia médica, vigilancia biologica e outros
dados de saude, com vista o desenvolvimento de estratégias para a prevencao da doenca
assentes na identificacdo dos agentes biolégicos a que trabalhadores estdo expostos,
(European Agency for Safety and Health at Work., 2013).

Varios estudos tém valorizado a exposicao a agentes bioldgicos nas operacdes de
triagem de residuos. No caso da triagem de residuos urbanos ndo separados na origem,
foram reportadas contaminagbes ambientais de 103-10° ufc/m?® para fungos e 103-10* ufc/
m? para bactérias (Kiviranta et al., 1999; Malmros, Sigsgaard, & Bach, 1992; Poulsen
et al.,, 1995). Em unidades de triagem de residuos provenientes da recolha seletiva é
espectavel que a carga microbiana existente no material a triar seja significativamente
inferior apresentando, a partida, menor risco de aerossolizagdo de agentes biolégicos
aquando o seu manuseamento. Os resultados revelam a existéncia de contaminagdo
ambiental expressiva na ZC, com contagens médias superiores nos postos dedicados a
triagem de residuos, sendo a microflora ambiental maioritariamente constituida por fungos.
As concentracdes de bactérias e fungos nas operacgdes de triagem (102 e 10* ufc / m3,
respetivamente) séo inferiores as reportadas por Kiviranta et al. (1999), que relataram
concentracbes médias de fungos 100 vezes superiores nas operacoes de triagem (1,1
x 105 ufc / m®), em comparagdo com a deposicéo final de residuos em aterro (Kiviranta
et al., 1999). Esta realidade, aliada a existéncia de espécies distintas as existentes na
amostra de referéncia reforcam a relevancia das condi¢des estruturais e funcionais da
indUstria dos residuos, aflorando a necessidade de estabelecimento de medidas de carater
coletivo nos espacos destinados a triagem manual de residuos. De acordo com Lacey e
Dutkiewicz, a medida mais eficaz para a prevencao de doengas ocupacionais resultantes
da exposicdo a agentes biolégicos centra-se na reducéo da exposicao a poeiras no local
de trabalho, através da implementacéo de sistemas de ventilacdo e exaustédo eficazes
(Dutkiewicz, 1997; Lacey & Dutkiewicz, 1994). Os postos de trabalho afetos a triagem
de residuos na empresa estudada resumem-se a triagem grosseira e compactagdo dos
residuos selecionados em espaco localizado na nave de triagem, préximo do local de
armazenagem de material a triar. Apesar de toda a envolvente ambiental verificada, foram
aferidas contaminagcbes ambientais por bactérias e fungos inferiores as verificadas por
Nersting et al. em varios postos de trabalho dedicados ao tratamento de residuos. (6,3x10*
ufc/m?® - microrganismos totais) (Nersting, Malmros, Sigsgaard, & Petersen, 1991). Park.
et al (2013) reportaram valores contaminag6es ambientais de 1.6 x 10* ufc/m® e 1.8 x 10*
ufc/m?® de bactérias e fungos viaveis, associando concentragdes superiores nas operagoes
especificas de triagem de residuos (3.1 x 10* ufc/m® e 4.3 x 10* ufc/m?®) (D. Park et al.,
2013).

A deposicéo final de residuos em aterro é igualmente processada em ambiente
fechado. O operador desenvolve operagdes de distribuicdo e compactagéo de residuos

nas células de aterro, manobrando uma pa carregadora e/ou compactador. Os referidos
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equipamentos possuem ventilagdo forcada associado a sistema de climatizagéao,
reforcando a importéncia do estabelecimento de rotinas de manutencédo e higieniza¢ao
a estes sistemas. A média da contagem total de bactérias e fungos viaveis (2.8 x 102 ufc/
m? e 8.2 x 102 ufc/m?3) é inferior a aferida por Hannu Kiviranta et al. numa investigacdo
desenvolvida em diferentes tipos de operagbes de tratamento e deposigéao final de residuos
(Kiviranta et al., 1999) no periodo de verao, realgando a importancia dos fatores ambientais
na viabilidade dos microrganismos. A industria estudada localiza-se no interior norte
do Pais, onde se verificam grandes amplitudes térmicas entre as estagbes estivais. No
periodo de colheitas verificou-se a existéncia de temperaturas baixas nas estacgoes frias e
temperaturas moderadas nas esta¢des de aquecimento (colheitas efetuadas até o més de
Junho).

A caracterizagdo microbiolégica das amostras ambientais da ZC revelou a
predominéncia dos géneros Staphylococcus (coagulase negativa) e Bacillus, tendéncia
igualmente verificada nas colheitas de superficie e méaos de operadores de residuos. A
predominancia dos referidos géneros em amostras ambientais foi estudada por Krajewski
et al. (Krajewski, Tarkowski, Cyprowski, Szarapinska-Kwaszewska, & Dudkiewicz, 2002),
embora com niveis de exposigcéo distintos. Os géneros fungicos mais comuns na ZC foram
Penicillium, Aspergillus e Cladosporium, igualmente avaliados nas superficies estudas,
embora nestes pontos se tenha verificado a predominancia espécies do género Candida
e Rhodoturula. Foram identificadas potenciais espécies produtoras de micotoxinas do
género Aspergillus (A. Flavus e A. Niger) nas amostras ambientais a semelhanca de outros
estudos (Kiviranta et al., 1999; Carla Viegas et al., 2014), realgando a sua relevancia clinica
associada ao risco para a saude humana.

O Institut de Recherche Robert-Sauvé en Santé et en Securité du Travail (2001)
reforca a relevancia da existéncia de outras fontes de exposicdo ocupacional a agentes
biol6gicos além da exposi¢édo respiratoria, referindo a ingestdo e o contato como formas
possiveis de exposicao (Goyer et al., 2001). De facto, a ingestéo de agentes bioldégicos em
contexto ocupacional resume-se a episddios acidentais, traduzidos pelo contato das maos
com a boca, resultando habitualmente em sintomas gastrointestinais no hospedeiro. Desta
forma, fontes de contaminagéo, no caso concreto em estudo, os residuos valoriziveis ou
para deposicao final, ndo devem se manipulados com as maos.

O termo fomite tem sido frequentemente associado a questdes relacionadas com
saude publica, mais concretamente infegcbes nosocomiais, ndo tendo sido estudado em
contexto de saude ocupacional. Contudo, ndo sera de dificil entendimento o facto dos
agentes bioldgicos, sendo eles bactérias, fungos ou mesmo virus poderem ser, em contexto
ocupacional, veiculados através de superficies de contato ou mesmo através de contato
direto (pele). O presente estudo revelou a existéncia de contaminagdo expressiva por
bactérias e fungos viaveis nas superficies avaliadas e méaos dos operadores de residuos.

Os agentes infeciosos podem perdurar nas superficies de contacto por assinalaveis
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periodos, podendo, em alguns casos, atingir meses (Scott & Bloomfield, 1990). De uma
forma geral, a potencialidade de uma fomite na disseminag¢do de um dado agente infecioso
encontra-se diretamente relacionada com a capacidade do agente em sobreviver sobre
essa superficie. Neste ambito, a lavagem das méos adequada e regular, bem como a
desinfecdo de superficies pode desempenhar um papel na minimizacdo a propagacgéo de
agentes biol6gicos (Ansari, Springthorpe, Sattar, Rivard, & Rahman, 1991), particularmente
em indUstrias caraterizadas pela exposicao ocupacional a agentes biologicos.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo apontam para a existéncia de uma contaminacao
expressiva de bactérias e fungos viaveis na atmosfera de trabalho, superficie e maos dos
operadores da industria de residuos. Os niveis de contaminagdo ambiental mais elevados
foram verificados na triagem de residuos, demonstrando a importancia da avaliagdo
de riscos na fase de projeto dos locais reservados para o efeito, de forma a minimizar
a formacgéo e proliferacédo de agentes biol6gicos nos postos de trabalho. As méos dos
operadores encontram-se ricamente colonizadas por bactérias e fungos, podendo traduzir a
prevaléncia de praticas incorretas de higieniza¢do das méaos ou a inexisténcia de condi¢des
estruturais que permitam a concretizagéo de tal pratica.

Os resultados decorrentes desta investigacao reforcam a necessidade da existéncia
de planos de formacgéo especificos relacionados com a exposi¢do ocupacional a agentes
biologicos adotados paralelamente com medidas organizacionais e de engenharia, bem
como medidas de protecéo coletiva reforcadas pela implementacédo de medidas de indole

individual.
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