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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo conhecer a presenga fangica no ar das
instalagbes do Biotério Central da FURG, avaliando a contaminagao
fungica antes e ap6s o procedimento de limpeza semestral de rotina. Para
este estudo, foram coletadas amostras de ar em trés salas, denominadas
Médulo Camundongos, Moédulo Ratos | e Modulo Ratos Il. As coletas
foram realizadas por meio da técnica de sedimentagéo em placa de Petri
contendo meio de cultura PDA (Accumedia®) estéril em triplicata, por um
periodo de 10 minutos e a altura de um metro do piso. A identificagdo dos
géneros encontrados foi realizada por observacdo macroscopica das
coldnias, associando-se ao exame direto em lamina. A presenca flngica
foi mensurada em UFCs e calculadas as freqiéncias em tabelas de
contingéncia. Os géneros Penicillium, Cladosporium e de fungos nao-
esporulados apresentaram maior prevaléncia no total de amostras.
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ABSTRACT
Airborne fungi screening in animal house

The aim of this study was to know the presence of airborne fungi in the
FURG’s Central Animal House and to evaluate the fungical contamination
before and after the half-yearly cleaning routine procedure. We collected
samples from the air in three rooms named: Mice Module, Rats Module |
and Il. The collects were made through settle plate technique in PDA
(Accumedia®) in triplicate during 10 minutes at the height of 1 meter from
the floor. The genera identification was made through the macroscopic
observation of colonies associated to direct exam slide. The fungical
presence was measured in CFU’s and the frequences were shown in
contingence tables. The genera Penicillium, Cladosporium and no
sporulated fungi were the most prevalents.
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INTRODUCAO

Os biotérios constituem-se em locais adequados e capazes de
produzir € manter espécies animais destinadas a servir como
reagentes bioldgicos em diversos tipos de ensaios controlados, para
atender as necessidades dos programas de pesquisa, ensino,
produgdo e controle de qualidade nas areas biomédicas, C|enC|as
humanas e tecnoldgicas, segundo a finalidade da instituicdo'. A
construgdo de um biotério de criagdo tem como fator preponderante a
instalacdo de sua infra-estrutura distante de centros urbanos, locais
onde possa ser ewtada a interacdo entre os animais e fatores
ambientais desfavoraveis'?

No que diz respeito aos aspectos ambientais dos biotérios, alguns
fatores devem ser considerados. Fatores fisicos, quimicos e
microbiolégicos, associados a fatores genéticos, podem |nfluenC|ar na
resposta animal, assim como em seu processo reprodutivo’.

No que concerne aos fatores microbioldgicos, a observancia de
contaminantes do ar é fundamental, em especial de organismos que tém
dispersdo aérea, como por exemplo, fungos de dispersdo aérea
(anemdfilos), visto que ndo existem ambientes livres da presenga fungica
anemdfila® °. Os fungos que tém dispersdo aérea sdo denominados
anemdfilos, possumdo a capacidade de colonlzar diferentes substratos e
habitats de forma singular e muito eficiente®®

Fungos anemdfilos constituem os pr|n0|pais contaminantes no ar
de ambientes fechados, podendo promover a sensibilizacdo de
individuos susceptiveis e 0 desencadear de processos alérgicos, irritagao
em mucosas e pele, infec¢des funglcas € a exposicdo aos seus
propagulos e metabdlitos toxigénicos™®*'". Esses microorganismos
sao conduzidos por movimentos de ar e, no caso de salas de biotérios,
pela interacdo entre correntes de ar originadas das gaiolas com animais,
de fontes de calor, do movimento, bem como de sistemas de
insuflamento e de exaustdo'. Também o manejo dos animais pode ser
fonte de propagacdo desses organismos, através das fezes, urina,
saliva ou ate mesmo através de sua transmissdo por aerossois para o
ambiente'?. Esse tipo de transmissédo amplifica o potencial de exposigéo
em uma area de experimentagdo animal, devendo ser avaliado o nivel
das condi¢cdes de biosseguranga para o trabalho com animais e os
riscos de que lesdes provocadas aos mesmos  possam alterar e
modificar resultados de estudos com animais’.

O Biotério Central da FURG é um biotério convencional
controlado de criacado, conforme as normas da Confederacao Brasileira
de Bioterismo e Experimentacdo Animal (COBEA). Sua estrutura
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constitui-se de modulos separados para cada espécie animal,
corredor central e area de lavagem. O contato entre esses ambientes
se d& por meio de barreiras de seguranca, onde os profissionais
utilizam procedimento asséptico e paramenta¢do. Os mecanismos que
visam a qualidade sanitaria nesse local sdo caracterizados por
autoclavagdo de racao e maravalha, utilizacdo de rouparia e luvas no
cuidado com os animais, exames sorolégicos dos animais,
climatizacao, exaustdo e desinfeccdo quimica com solugcdo de
hipoclorito de sédio a 2% semanalmente e desinfeccdo semestral por
combustédo de formaldeido.

Os espécimes animais sao oriundos de matrizes livres de
patégenos especificos, inclusive zoonoses, de ratos Wistar
heterogenéticos e camundongos Swiss heterogenéticos, doadas a
FURG pelo CEMIB-Unicamp.

Também a qualificacdo dos profissionais é fator preponderante
nesta instituicdo, por meio do treinamento e atualizagdo dos mesmos
seguindo os padrdes de biosseguranga e ética para a utilizagdo com
animais. Assim, o Biotério Central da FURG é referéncia para a regiao,
fornecendo animais para diversas universidades do estado, além dos
departamentos da proépria Instituicao.

Percebendo-se a importancia do conhecimento da micobiota
anemdfila no ar do ambiente interno do Biotério desta Universidade e do
impacto que essa micobiota pode gerar junto aos trabalhadores, além
da exposi¢cédo dos animais nele acondicionados, este trabalho teve como
objetivo conhecer a presenca de fungos no ar dessas instalacoes,
avaliando a contaminagao fungica antes e apds o procedimento de
limpeza semestral de rotina.

MATERIAL E METODOS

Para este estudo, foram coletadas amostras de ar em trés salas
do Biotério Central da FURG, denominadas Médulo Camundongos,
Médulo Ratos | e Modulo Ratos Il, antes e apds o procedimento de
desinfeccdo desses locais com vapor de formaldeido. Nesses
ambientes, os animais sdo acondicionados em gaiolas de material
acrilico com tampa de grade em ago inoxidavel, sustentadas em
estantes de aco galvanizado, onde recebem alimentacdo e agua ad
libitum além de cuidados diarios. O fundo das gaiolas é preenchido com
maravalha comercial autoclavada. Os cuidados s&o realizados pela
equipe de servidores composta por médico veterinario (um), bidlogo
(um), técnico de laboratério (um), auxiliares de veterinaria (trés) e
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servente de limpeza terceirizada (uma). As salas possuem climatizagéo
com controle dos niveis de umidade e de temperatura diarios.

As coletas foram realizadas por meio da técnica de sedimentacéo
em placa de Petri contendo meio de cultura PDA (Accumedia®) estéril
em triplicata, por um periodo de 10 minutos e a 1 metro de altura do
piso. ApOs esse periodo, as placas foram fechadas, identificadas com o
nimero da amostra, datadas e encaminhadas ao Laboratério de
Micologia do Setor de Parasitologia e Micologia do Departamento de
Patologia desta Universidade, onde foram devidamente incubadas em
estufa microbiolégica Biomatic® a 25 °C por cinco dias para o
crescimento fangico. Transcorrido esse prazo, foram analisadas as
colénias encontradas e quantificadas as unidades formadoras de
colénias (UFCs) por placa. A identificagcdo dos géneros encontrados foi
realizada por meio da observacdo macroscopica das colbnias,
associando-se ao exame direto em lamina com lactofenol azul de
algodao em microscépio 6ptico CX41 Olympus® para a visualizacdo de
caracteristicas microscopicas.

A identificacdo dos géneros fungicos baseou-se nos trabalhos de
Alexopoulos et al. (1996); Barnett e Hunter (1998); Lacaz (2002), e
Putzke e Putzke (2004)'*'®. Os géneros isolados e identificados foram
inoculados em tubo de ensaio contendo SDA (Accumedia®) inclinado e
tamponado com algodao hidréfilo, para obtencdo de colbnias puras, e
incubados em estufa microbiolégica por 5-7dias a 25 °C.

Os géneros fungicos encontrados foram quantificados com base
na freqiéncia em que ocorrem nas amostras, seguindo-se o critério de
Yadav e Medelin, proposto por Esquivel et al. (2004)%. A presenca
fungica foi mensurada em UFCs e calculadas as freqUéncias em tabelas
de contingéncia.

Os géneros identificados neste trabalho foram incorporados a
Colegao de Fungos do Laboratério de Micologia desta Universidade.

RESULTADOS

Apds o procedimento de cultivo e identificagdo dos géneros
fungicos encontrados nas duas coletas, observou-se que houve
predomindncia dos géneros Penicillium (32,47%), Cladosporium
(22,08%) e de fungos nao-esporulados (25,97%) obtidos na 1.2 coleta
realizada antes do procedimento de desinfeccdo por vapor de
formaldeido (Tabela 1).
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TABELA 1 — Resultados totais obtidos na 1.2 coleta no Biotério — FURG

Género fungico encontrado UFCs % Ocorréncia fungica (Esquivel, 2004)
Penicillium 25 32,47 | Ocasional

Nao-esporulados 20 25,97 | Ocasional

Cladosporium 17 22,08 | Ocasional

Acremonium 9 11,69 |Raro

Helmintosporium 4 5,19 |Raro

Aspergillus 1 1,3 Raro

Rhizopus 1 1,3 Raro

Total | 77 100

No que diz respeito aos mdédulos Camundongos e Ratos | e |,
observou-se no primeiro maior predominancia de fungos do género
Penicillium (29,41%). No médulo Ratos I, predominaram Penicillium
(35,72%) e fungos nao-esporulados (35,72%). No médulo Ratos I, a
predominéncia esteve nos géneros Cladosporium (34,38%) e Penicillium
(31,25%) (Tabela 2).

TABELA 2 — Fregliéncia da diversidade flingica por sala na 1°. coleta — Biotério — FURG

n — Méd. Comundongos Méd. Ratos | Méd. Ratos |
Genero flingico UFCs % UFCs % UFCs %
Penicillium 5 29,41 10 35,72 10 31,25
Cladosporium 4 23,53 2 7,14 11 34,38
Acremonium 3 17,65 4 14,28 2 6,25
Helmintosporium 0 0 1 3,57 3 9,37
Aspergillus 1 5,88 0 0 0 0
Rhizopus 0 0 1 3,57 0 0
N&o-esporulados 4 23,53 10 35,72 6 18,75
TOTAL 17 100 28 100 32 100

Apés a desinfec¢cdo com vapor de formaldeido, observou-se maior
prevaléncia de fungos ndo-esporulados (50,0%) e Cladosporium (37,5%),
embora o numero total de UFCs tenha sido reduzido (Tabela 3).

TABELA 3 — Resultados totais obtidos na 2. coleta no Biotério — FURG

Género fungico encontrado UFCs | % Ocorréncia fungica (Esquivel, 2004)
Nao-esporulados 16 50,0 Freqlente

Cladosporium 12 37,5 Ocasional

Penicillium 2 6,25 Raro

Aspergillus 1 3,125 Raro

Rhizopus 1 3,125 Raro

TOTAL 32 100

No que diz respeito aos mddulos Camundongos e Ratos | e Il, ap6s
a desinfeccdo por vapor de formaldeido, observou-se nos méddulos
Camundongos e Ratos | prevaléncias maiores de fungos nao-esporulados
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(62,5% € 53,9%, respectivamente). No entanto, no mddulo Ratos Il houve
maior predominéncia do género Cladosporium (63,6%) (Tabela 4).

TABELA 4 — Fregliéncia da diversidade flingica por sala na 2.% coleta — Biotério — FURG

A P Méd. Camundongos Méd. Ratos | Maod. Ratos Il
Genero fiingico UFCs % UFCs % UFCs %
Penicillium 1 12,5 1 7,7 0 0
Cladosporium 2 25 3 23 7 63,6
Aspergillus 0 0 1 7,7 0 0
Rhizopus 0 0 1 7,7 0 0
N&o-esporulados 5 62,5 7 53,9 4 36,4
TOTAL 8 100 13 100 11 100

Neste estudo, observou-se que o processo de desinfeccdo por
vapor de formaldeido foi substancialmente eficaz no que diz respeito a
diminuicdo da populagéo fungica nos locais estudados, pois promoveu
uma redugao na ordem de 58,4% em UFCs.

DISCUSSAO

No que diz respeito a diversidade fungica anemdfila encontrada,
este estudo confirma estudos realizados em ambientes internos.
Molinaa et al. (2002), pesquisando o ar de ambientes interiores de um
hospital, encontraram como mais freqlente Cladosporium, seguido de
outros fungos, entre eles Penicillium, presentes neste trabalho antes e
depois do processo de desinfecgéos.

Essa diversidade de fungos em ambientes fechados, segundo
Gontijo Filho et al. (2000), resulta da disseminagdo ocasionada pelo
regime de ventos, entre outros fatores abidticos do ambiente externo, e
correlaciona-se  principalmente no aparecimento de géneros
caracteristicos da micobiota local de determinada regigo'’.

Em pesquisas em ambientes abertos, os géneros Penicillium,
Cladosporium e fungos nao-esporulados sao também citados como mais
freqUentes, confirmando essa relacdo entre ambientes abertos e fechados,
assim como neste estudo*®>”*"". Esses géneros sdo considerados como
contaminantes ambientais, sendo encontrados em diversos ambientes.
Sua relagdo com a saude humana e até mesmo animal somente esta
relacionada com quadros de patologias oPortunistaS quando do
desenvolvimento de severa imunossupressdo'"'*°.

CONCLUSAO
Em conclusdo, o presente estudo evidenciou ndo somente a

presenga de fungos anemofilos no Biotério Central desta Universidade,
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mas também a eficacia do procedimento de desinfeccdo adotado por esta
Instituicdo na redugéo e eliminagdo de contaminantes ambientais nesse
tipo de local. Também é evidente que o vapor de formaldeido mostrou-se
eficaz na reducdo da diversidade fungica, promovendo uma redugéo de
cerca de 58,4% em UFCs. Embora o nimero de amostras tenha sido
reduzido e a técnica utilizada n&o tenha sido eficiente para a identificagao
de fungos que ndo apresentam esporulacdo, a originalidade deste
trabalho ndo deve ser depreciada, conduzindo, futuramente, para estudos
mais aprofundados de controle ambiental em biotérios.
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