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ecossistema, potencial biotecnoldgico e caracteristicas bioquimicas e fisiologicas, entre outras.

As pesquisas abordam estudos realizados com fungos isolados do ar, devido a
importancia destes microrganismos na qualidade do ar dos ambientes fechados e fungos
isolados do solo, “habitat” extremamente rico e complexo, o qual induz os espécimes a
expressarem suas “capacidades” enzimaticas, considerando sua “funcdo” de decompositores
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Capitulo 1

Analise dos fungos filamentosos ocorrentes no

ar em setores internos e climatizados de uma

universidade do estado do Piaui, Brasil

RESUMO

Propagulos fingicos existentes no ar de
ambientes internos podem servir como um
alerta a saude, devido ao aumento populacional
de pessoas com problemas respiratorios e
sistema imunologico debilitado. Este estudo
objetivou analisar os fungos filamentosos
presentes no ar em trés setores internos e
climatizados de uma universidade do
estado do Piaui, Brasil. Os setores
analisados foram: Laboratorio de Botanica
(Setor 1), Herbario (Setor 2) e Biblioteca
(Setor 3), nos quais foram realizadas trés
coletas em Novembro/2017, Fevereiro/2018
e Maio/2018, considerando o método da
técnica de exposicdo de placas abertas
contendo meio de cultura especifico, Agar
Rosa de Bengala. O isolamento para a
identificacdo dos fungos foi realizado em
meio Agar Extrato de Malte (MEA) ¢ para a
identificacdo considerou-se as referéncias
classicas. Como resultado, observou-se o
desenvolvimento de 234  Unidades
Formadoras de Coldnias-UFCs, onde o
Setor 2 apresentou um percentual maior de
colonias. Destas foram identificados 10
géneros compreendendo 17 taxons, dentre
os quais, Aspergillus P. Micheli e Cladosporium
Link demonstraram maior representatividade,
41% e 11%, respectivamente. Quanto a
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comunidade fingica por coleta, observou-
se que as de numero 2 e 3 apresentaram
similaridade, assim como os setores 1 ¢ 2.
O presente estudo torna-se um alerta as
pessoas que possuem, frequentemente,
problemas respiratorios e/ou sistema
imunoldégico debilitado e que ocupam
setores como os analisados nesse trabalho,
isso devido ao isolamento de fungos como
Aspergillus fumigatus e Aspergillus flavus,
espécies  altamente  oportunistas. A
higienizacao dos utensilios como moveis,
ar condicionado e limpeza de interiores,
em ambientes fechados, sdo os métodos
mais simples e eficazes para o controle de
propagulos fungicos. Graficos, tabelas e
dendrogramas sdo apresentados para
melhor exposi¢ao dos resultados.

PALAVRAS-CHAVE: Fungos

anemofilos; Aspergillus; Cladosporium.
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1. INTRODUCAO

Os fungos sdo organismos indispensaveis na natureza onde desempenham varias
funcdes além da ciclagem de carbono e nitrogénio. Considerando as diversas formas
estruturais, modo de vida e reprodugdo, estimam-se em cerca de 2.2 a 3.8 milhdes de
espécies de fungos (HAWKSWORTH; LUCKING, 2017). O emprego dos fungos tem se
estendido a varios setores, como industria, agricultura e farmacia. No entanto, mesmo que
muitos desses microrganismos apresentem beneficios ao homem, alguns fungos apresentam
a capacidade de infectar o corpo humano, causando desde uma leve irritagdo na pele, devido
ao contato com metabodlitos secundarios, até uma micose generalizada, isso por conta da
propagacdo de estruturas fingicas no organismo (TORTORA et al., 2017)

Na micologia médica, menciona-se, artificialmente, as designagdes fungos
patogénicos e fungos oportunistas, estando esta classificacdo relacionada com a capacidade
imunologica do individuo (MERKHOFER; KLEIN, 2020). O ser humano, a todo momento,
encontra-se exposto a fungos que podem causar doengas, isso porque o ar ¢ um dos meios de
dispersao de propagulos fingicos, principalmente os esporos. Assim, os propagulos fungicos
que estdo suspensos no ar, dos denominados fungos anemofilos, apresentam riscos para as
pessoas com problemas alérgicos e patologias respiratdrias, principalmente em pessoas
imunodeficientes (BONGOMIM et al., 2017; MERKHOFER; KLEIN, 2020). Em 2019,
Barnes aponta que mais de 5% da populacdo em geral, incluindo individuos atdpicos e nao
atopicos, possuem sensibilizacdo a fungos.

Aspergillus P. Micheli, Alternaria Nees, Cladosporium Link e Penicillium Link sdo géneros
que tém sido apresentados como os fungos de maior risco a humanos (CHAUDHURI et al., 2019).
Por exemplo, Aspergillus fumigatus Fresen. € um fungo que tem o solo como substrato primario, mas
que se adaptou em ambientes hostis, adquirindo a capacidade de resistir aos mecanismos de defesa do
corpo humano. Também ¢ considerado o fungo anemofilo de maior potencial patogénico sendo a
aspergillose um grande problema de satde no decorrer dos anos (LATGE; CHAMILOS, 2020).

O perfil de fungos anemoéfilos tem sido estudado em ambientes externos, onde sao
explorados dados meteorologicos e de dispersao dos propagulos fungicos (ODEBODE et al.
2020), bem como a analise microbiologica do ar, em ambientes hospitalares, devido a maior
sensibilizacdo dos pacientes internados (PEREIRA; CRUZ; ALVES, 2020). Por conta do
aumento de pessoas com problemas respiratorios e imunocomprometidos, os fungos sdo
apresentados como grandes agentes de infeccoes (MADHWAL et al., 2020). A analise de
fungos anemofilos em ambientes internos de estudo de ampla frequéncia, como escolas e

universidades (FU et al., 2020; ZONI et al., 2020), também tém sido realizada.
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No Brasil, Sobral et al. (2017) isolaram e identificaram fungos do ar de setores da
Universidade Federal de Pernambuco e estudo semelhante, no Centro Vocacional
Tecnoldgico (CVT) de Taud, Estado do Ceara, foi realizado por Moura et al. (2013) e,
também na Universidade Estadual do Ceard, por Pantoja et al. (2007). Para o estado do
Piaui, fungos anemofilos foram isolados por Mobin ¢ Solmito (2006) em um hospital de
Teresina e, mais recentemente, em Parnaiba, norte do estado, Pereira, Cruz e Alves (2020)
avaliaram a micobiota fingica do ar de trés setores de uma instituicdo publica de saude.

Diante do exposto, este estudo objetivou avaliar os fungos da aeromicrobiota de trés
setores climatizados da Universidade Federal do Delta do Parnaiba, situada no Norte do Piaui,

Brasil.
2. MATERIAL E METODOS

A verificagdo da presenca de fungos anemofilos teve, como area de estudo, trés
setores climatizados da Universidade Federal do Delta do Parnaiba (UFDPAR): Laboratorio
de Botanica, Herbario e Biblioteca, classificados neste manuscrito, como Setor 1, Setor 2 e
Setor 3, respectivamente. Em cada setor foram realizadas trés coletas durante os meses de
Novembro/2017, Fevereiro/2018 ¢ Maio/2018. Sendo fevereiro e maio os meses do periodo
chuvoso, com menor e maior ocorréncia de chuvas, respectivamente, € novembro, més nao
chuvoso.

Para a coleta dos propagulos fungicos foi adotado a metodologia classica abordada
por Lacaz (1998), onde as placas de Petri, contendo o meio de cultura Agar Rosa de Bengala
(RBA), foram expostas durante 15 minutos a uma altura de 1,5 metros do chao. Em seguida,
as placas foram fechadas e vedadas com parafilme e/ou papel filme e levadas para o
Laboratorio de Micologia da UFDPar, sendo incubadas sob temperatura (28 + 2°C) e
luminosidade ambientes. A observagdo do desenvolvimento das culturas fiingicas se deu a cada 24
horas durante cinco dias. O isolamento e armazenamento das colonias para a identificacdo foi
realizado em meio de cultura Agar Extrato de Malte (MEA). Cada coleta foi carreada em triplicata.

A identificacdo das Unidades Formadoras de Colénia (UFCs) foi
verificada tomando por base as caracteristicas macro e micromorfologicas dos
fungos por comparacdo com o auxilio da literatura especializada. Quanto as
caracteristicas macromorfoldgicas, analisou-se tamanho, forma, textura e cor do verso
e reverso das UFCs nos meios de cultivo Agar Czapek (CZA), Agar Extrato de Malte (MEA)
e Agar Sabouraud (SA), sob incubagdo de temperatura (280 +2°C ) e luminosidade

ambientes e estudados apos 5 ou 7 dias de inoculo.
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A anélise micromorfolédgica, seguiu-se a técnica de Ridell (1950), conhecida como
cultura em laminas, para a melhor observagdo das microestruturas vegetativas e reprodutivas
dos microrganismos, tendo o auxilio de um microscopio de luz Leica DM2000 focando nas
objetivas de 40X, 80X e 100X. Azul de lactofenol foi usado para evidenciar as
microestruturas fungicas. Para a identificacdo e comparacao dos taxons, foram adotadas as
referéncias propostas por Pereira, Cruz e Alves (2020), Bensch et al. (2018), Tan et al.
(2018), Yilmaz et al. (2014), Houbraken et al. (2011), Kimura et al. (2009), Zheng et al.
(2007), Klich e Pitt (1988), Gams et al. (1984) e Ellis (1971).

Andlises de estatistica descritiva quantitativa como média e desvio padrdo, bem como
a comparacao de médias (ANOVA) pelo teste de Tukey (p = 0,05), foram realizadas com o
auxilio do programa estatistico BioEstat (5.3). A frequéncia de ocorréncia (FO) dos taxons
foi estimada de acordo com a equagdo FO = Ji/k, onde Ji ¢ o nimero de amostras nas quais o
taxon 1 ocorreu ¢ K = numero total de amostras. De acordo com esta equacgao, cada tdxon foi
classificado como: muito frequente (> 10%), frequente (5-10%), pouco frequente (1-5%), ou
rara (< 1%) (HYDE; SARMA, 2001). A abundancia relativa (AR) de cada tadxon foi
calculada aplicando-se a equacdao AR = (Ni/N) x 100, onde Ni = numero de Unidade
Formadora de Colonia (UFC) do taxon i ¢ N = nimero total de UFC. A comparacao das
comunidades fungicas entre os locais e meses de coleta foi analisado através do indice de
similaridade (ANOSIM) qualitativa de Jaccard (1908) e quantitativa de Bray-Curtis (1957),
sendo a matriz de similaridade representada graficamente através da ordenagdo ndo métrica

por escalonamento multidimensional (MDS), usando o programa bioestatistico Past (4.02).
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das 234 UFCs foram identificados 17 tdxons distribuidos entre 10 géneros:
Aspergillus P. Micheli, Cladosporium Link, Curvularia Boedijn, Engyodontium de Hoog,
Nigrospora Zimm, Paecilomyces Bainier, Penicillium Link, Rhizomucor Lucet & Costantin,
Rhizopus Ehrenb e Talaromyces C.R. Benj.) eumnao esporulado, como demonstraatabela 1.

Dentre as 234 UFCs, somando as trés coletas, foi verificado que o setor 2 apresentou
maior numero de UFCs (141), seguido pelo Setor 1 e Setor 3, contabilizando com o fungo
nao esporulado, com 63 e 30 UFCs, respectivamente. As médias do numero de UFCs
apresentadas por setores e coletas ndo apresentaram diferencas significativas, segundo o teste
de Tukey, onde o valor de p= 0,55, foi maior que 0,05, valor minimo necessario para

diferenga significativa, como demonstra a tabela 1.
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Com relacdo aos isolados, Penicillium citrinum apresentou maior abundancia (AR=
44,8%), apresentando 105 UFCs, sendo considerada como muito frequente (FO = 40,0%).
Engyodontium sp. (AR= 19,6%) e Aspergillus flavus (AR= 6,8%) estiveram posicionados
como segundo e terceiro taxons de maior abundancia, respectivamente, considerados muito
frequente (FO= 37,0%) (Tabela 1). Engyodontium sp. apresentou 46 UFCs e Aspergillus
flavus, 16 UFCs, enquanto os demais tdxons apresentaram AR igual ou menor que 5,5%.
Juntamente com os taxons acima citados, Aspegillus foetidus, A. fumigatus, Cladosporium
cladosporioidis, C. Herbarum, Paecilomyces variotii, Rhizomucor pusillus e Talaromyces
purpurogenus foram considerados muito frequentes. Aspergillus oryzae foi o inico taxon
classificado como frequente e Aspergillus japonicus var. japonicus, Aspergillus sp. 1,
Aspergillus sp. 2, Curvularia brachyspora, Nigrospora sphaerica € Rhizopus arrhizus var.
tonkinensis foram considerados pouco frequentes. Nenhum tdxon foi considerado raro neste
estudo. Entre as 234 UFCs, duas colonias apresentaram fungos ndo esporulados (Tabela 1).

A presenca de fungos no ar ¢ algo comum ja que através do ar ocorre a dispersao mais
comum dos propagulos fingicos entre um substrato e outro. A ocorréncia de doencgas
causadas por esses propagulos esta intrinsicamente relacionada com o quadro clinico das
pessoas (MERKHOFER; KLEIN, 2020). Neste estudo, o nimero de UFCs nao apresentou
diferenca significativa entre os setores e coletas, todavia, como apresentado na tabela 1,
alguns taxons apresentaram maior ocorréncia em uma determinada coleta. Mori et al. (2019)
demonstraram que a sazonalidade ¢ um fator que influencia na concentracao de fungos no ar,
fazendo com que a ocorréncia das espécies apresente diferenca entre os meses.

No decorrer da identificacdo taxonOmica, foi possivel realizar a andlise da
morfocultura de Aspergillus foetidus Thom & Rapen, A. japonicus Saito var. japonicus, A.
oryzae (Ahlb.) Cohn, Curvularia brachyspora Boedijin, Aspergillus sp.1, Aspergillus sp. 2,
Nigrospora sphaerica (Sacc.) E.W. Mason, Paecilomyces variotii Bainier, Talaromyces
purpurogenus (Stoll) Samson, Yilmaz, Frisvad & Seifert e Penicillium citrinum Thom em
diferentes meios de cultivo, como apresentado na figura 1, servindo como base para a
identificagdo, visto que, diferencas como tamanho, textura e colora¢do das colonias foram observadas.

A comparagdo morfocultural de fungos em diferentes meios de cultivo, como
realizada com alguns taxons neste estudo, ¢ apresentada em estudos como de Ferrati et al.
(2018) e Visagie et al. (2014) na forma de identificacdo de taxons.

Dentre os géneros estudados, Aspergillus apresentou maior frequéncia, 41% com sete
taxons e Cladosporium 11%, com dois taxons. Os demais géneros apresentaram um taxon

com percentual de 6% para cada, como pode ser verificado na figura 2.
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Figura 1 - Macromorfologia das culturas dos fungos isolados do ar.
1. Aspergillus foetidus 2. A. japonicus var. japonicus 3. A. oryzae 4. Curvularia brachyspora 5. Rhizopus

arrhizus var. tonkinensis 6. Cladosporium cladosporioidis 7. Aspergillus sp. 2 8. Nigrospora sphaerica 9.
Paecilomyces variotii 10. Cladosporium herbarum 11. Engyodontium sp. 12. Rhizomucor pusillus 13.
Talaromyces purpurogenus 14. Penicillium citrinum 15. Aspergillus sp.1 16. Aspergillus fumigatus 17.
Aspergillus flavus.
Fonte: Os autores

Rhizomucor
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Rhizopus
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Aspergillus

41%
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Curvularia
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6% Cladosporium

11%

Figura 2 - Porcentagem dos géneros observados nos trés setores da UFDPar
em relacdo ao numero de taxons.

O estudo realizado por Sobral et al. (2017), que isolaram de setores da Universidade
Federal de Pernambuco fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium, Talaromyces,
Curvularia e Paecilomyces, sendo Aspergillus o de maior representacdo de espécies (50%),
corrobora com os dados aqui apresentados. Adicionalmente, Pantoja et al. (2007) isolaram 18

géneros de fungos do ar de setores da Universidade Estadual do Ceara, entre eles: Aspergillus,
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Cladosporium, Curvularia e Rhizopus, sendo Aspergillus o grupo de maior representatividade
(78%), assim como no presente manuscrito. Moura et al. (2013) reportam oito espécies
isoladas do Centro Vocacional Tecnoldgico de Taud — Ceara. Entre estas estdo contempladas
Aspergillus flavus e Cladosporium cladosporioides, também isoladas neste trabalho.
Aspergillus e Cladosporium foram os grupos mais representativos na analise de fungos do ar
em uma universidade de Parma (ZONI et al., 2020), assim como no estudo microbiologico do
ar em jardins de infancia na Eslovénia (REJC et al., 2019) e na andlise microbiologica do ar
realizada por Fu et al. (2020) em escolas de ensino médio de Johor Bahru, Malasia, desta
forma, corroborando com este estudo pela representatividade dos dois géneros.

Quanto as coletas, o indice de similaridade de Jaccard foi maior (38,4%) entre as
coletas 2 e 3. O indice de similaridade de Bray-Curtis demonstrou resultado semelhante, com
indice de 24,1% (Figura 3-4). Segundo a anélise de Jaccard, a similaridade da microflora
anemofila foi maior entre os Setores 1 e 2 (54,5%). Adicionalmente, as comunidades de
fungos entre estes setores apresentaram maior similaridade (16,7%), conforme a andlise de

Bray-Curtis (Figura 5-6).
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Mesmo sendo a andlise de similaridade um teste estatistico bastante utilizado em
estudos envolvendo microrganismos, ndo existem estudos de microbiota fingica anemofila
usando estes testes para interpretacao de dados sendo, provavelmente, este seja o primeiro
trabalho sobre fungos anemofilos a comparar a composicao de espécies fungicas por analise
de similaridade. Acredita-se que os setores 1 e 2 apresentaram maior similaridade entre as
populacdes fungicas devido ao transporte sucessivo de materiais estudados no Laboratorio de
Botanica e Herbario, relacdo esta que ndo ocorre entre estes setores e a Biblioteca (Setor 3).
Dentre os géneros estudados, Aspergillus produzem metabolitos secundarios toxicos ao
homem assim ressaltado por Bongomin et al. (2017) que estimam existir mundialmente cerca
de 11 milhdes de pessoas com doenca respiratéria relacionada. Este grupo de fungos ¢
representado por Aspergillus fumigatus, estando relacionado a morte por doenga infecciosa
entre pessoas imunodeficientes. A aspergilose ocorre através da inalacao dos conidios destes
fungos dispersos no ar de ambientes internos e externos (LATGE; CHAMILOS, 2019). Apés
Aspergillus fumigatus, A. flavus ¢ o maior agente etiologico de aspergilose invasiva
apresentando alta ocorréncia em paises tropicais (RUDRAMURTHY et al., 2019). Os demais
taxons de Aspergillus isolados neste estudo, ndo possuem incidéncias patoldgicas.

Quanto a incidéncia de doencas relacionadas a Penicillium citrinum, fungo de maior
ocorréncia neste estudo, pode-se mencionar tdo somente o caso de pneumonia fatal reportado
por Mok et al. (1997) em uma mulher com sistema imunoldégico debilitado. Enquanto
Engyodontium possui espécies patdgenas a humano, tendo registro etioldgico causando
ceratite micotica mencionado para a India (THAMKE et al., 2015).

O taxon Cladosporium cladosporioides foi apresentado como agente etiologico de
infeccdo pulmonar em uma mulher imunocomprometida, tornando-se um alerta para pessoas
que possuem o sistema imunoldgico critico (CASTRO et al. 2013). Grava et al. (2016)
reportaram um caso de pneumonia hemorragica pontuando a importancia patologica de C.
cladosporioides em relacdo ao trato respiratorio. Além do mais, esta espécie juntamente com
C. herbarum tem sido relacionado a doencgas respiratdrias cronicas e ja foram isoladas do seio
nasal de pessoas com rinossinusites (MURR et al., 2012; KNUTSEN et al., 2012).

Curvularia brachyspora, Nigrospora sphaerica e Talaromyces purpurogenus sao
consideradas patogenas oportunistas, podendo causar infeccdes graves em pessoas
imunocomprometidas, como portadores do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) e
diabéticos (MOTSWALEDI; PILLAY, 2018; KISS et al., 2020). Espécies de Paecilomyces
causam, raramente, infeccoes em humanos, sendo P. variotii a espécie patdgena mais comum
estando associada a doengas infecciosas, como peritonite, pneumonia, osteomielite,

endoftalmite e fungemia (MARQUES et al., 2019).
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Rhizomucor pusillus e Rhizopus arrhizus var. tonkinensis sdo agentes patoldgicos de
mucoromicose, infeccdo causada por fungos da ordem Mucorales Fr.. Ha relatos de R.
arrhizus causando Infec¢des rino-Orbito-cerebral, pulmonares e disseminadas. A
predominancia dos casos de mucoromicoses por R. arrhizus se d4 em pacientes com sistema
imunologico critico (WALTHER et al., 2019). Enquanto Rhizomucor pusillus tem sido
relatado como agente etioldgico de infecgdes cerebrais em pessoas sob tratamento oncoldgico
(CHEN et al., 2019; FEHR et al., 2020).

Quanto a similaridade entre as coletas, pode estar relacionada a fatores sazonais que

possivelmente foram mais semelhantes.

4. CONCLUSAO

Espécies de fungos com histdrico patoldgico, como Aspergillus flavus e Aspergillus
fumigatus, foram isoladas de setores internos climatizados de uma universidade do Estado do
Piaui, confirmando a hipdtese previamente estabelecida. Desta forma, sugere-se um maior
perfil de higiene nestes setores, como dos equipamentos de ar condicionados, para evitar ou
amenizar ao maximo possivel a propagagao destes propagulos fungicos. Posteriores estudos
sobre a qualidade do ar para investigar o nimero de UFC/10® faz-se necessario para maior

analise do risco bioldgico.
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