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Resumo:

Um dos ecossistemas mais importantes do Planeta Terra, ¢ a atmosfera. E para ela que sio emitidos
0S microrganismos que se originam nas superficies por fatores antropogénicos e ambientais, com
isso, a atmosfera abrange uma infinidade de microrganismos em suspensdo. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a qualidade microbioldgica do ar de cinco pontos da cidade de Sdo Bento do
Sul/SC, para assim verificar a presenga de microrganismos patogé€nicos. As amostras foram
coletadas em uma area com vegetagao, piscina, unidade basica de saude, transportadora e clinica
veterindria, através do método de sedimentagdo espontidnea com placas de Petri, contendo meios de
cultura Agar Sangue, Agar MacConkey e Agar Sabouraud Dextrose. Os resultados obtidos
demonstraram um maior crescimento de bactérias no ambiente da transportadora e clinica
veterinaria, além da prevaléncia de bactérias gram-negativas na maioria dos ambientes. Nas placas
especificas para fungos, foi verificado um maior crescimento no ambiente da transportadora e da

unidade basica de saude, prevalecendo culturas de fungos filamentosos nao septados.
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Abstract:

One of the most important ecosystems on Planet Earth is the atmosphere. It is to it that
microorganisms that originate on surfaces by anthropogenic and environmental factors are emitted,
with this, the atmosphere encompasses a multitude of microorganisms in suspension. The objective
of this work was to evaluate the microbiological quality of the air at five points in the city of Sao
Bento do Sul/SC, in order to verify the presence of pathogenic microorganisms. The samples were

collected in an area with vegetation, swimming pool, basic health unit, carrier and veterinary clinic,
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through the spontaneous sedimentation method with Petri dishes, containing culture media Agar
Blood, MacConkey Agar and Sabouraud Dextrose Agar. The results obtained showed a greater
growth of bacteria in the environment of the carrier and veterinary clinic, in addition to the
prevalence of gram-negative bacteria in most environments. In the specific plates for fungi, a
greater growth was verified in the environment of the carrier and the basic health unit, prevailing

cultures of non-septate filamentous fungi.
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1 INTRODUCAO

A microbiota ¢ definida como um grupo de microrganismos que habitam um ecossistema.
Esse grupo pode ser composto por bactérias, fungos, algas, virus e protozoarios (BLACK, 2021).
No planeta Terra, existem trés diferentes ecossistemas, a litosfera, a hidrosfera e a atmosfera, sendo
esta Ultima, a menos conhecida por sua relagdo com os microrganismos (GUSAREVA et al., 2019).

Os microrganismos nao se originam na atmosfera, mas sdo emitidos para o ar pelas
superficies do planeta (oceanos, solo e principalmente em regides urbanizadas), devido a fatores
ambientais e antropogénicos (DOMMERGUE et al., 2019). Os tipos e a quantidade de organismos
transportados pelo ar podem variar de cada ambiente, em sua maioria, podem estar no ar por
esporos ou até mesmo por células vegetativas que sdo levadas com particulas de poeira e goticulas
de 4gua (BLACK, 2021).

Temperatura, umidade relativa do ar e a velocidade do vento sdo condi¢des meteorologicas
que afetam a dispersdo dos microrganismos pelo ar, além das condi¢des fisico-quimicas, como
tamanho da particula, concentragdes e propriedades quimicas (RUIZ-GIZ et al., 2020). Por
exemplo, os estudos de Woo e Yamamoto (2020) indicaram que a distribuicdo de microrganismos
patogénicos pode variar sazonalmente em diferentes regides, sendo observado que a incidéncia de
bactérias sedimentadas foi menor no més de setembro (primavera) e significativamente maior em
maio (outono).

Na atmosfera podemos encontrar varios organismos patogénicos, 0s quais se caracterizam
como agentes infecciosos. Microorganismos como Aspergillus spp, Corynebacterium diphtheria,
Histoplasma  capsulatum, Mycobacterium  tuberculosis, Staphylococcus aureus, Neisseria
meningitis, sdo alguns patdgenos que podem contaminar os seres humanos e tem o ar como meio de
transmissdo. Sua transmissao ocorre pelas vias aéreas, pelo contato direto, indireto ou sexual,
através do sangue, leite materno e outros fluidos corporais (VANILSSEN; 2020), o que ressalta a

importancia do entendimento da microbiota atmosférica
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Estudos recentes tém observado a presenga de diversos microrganismos patogénicos em
amostras atmosféricas. Um dos estudos mais recentes foi de Triado-Margarit et al (2022) que
detectaram grande abundancia de Cryptococcus neoformans na primavera. O C. neoformans ¢ um
fungo que causa a meningite criptococica, uma das principais causas de morbidade e mortalidade
em individuos imunocomprometidos (BERMAS; McALISTER, 2020).

Além deles, Adams e Bailarina (2020) e Cunha et al (2017), realizaram estudos em areas da
saude, onde encontraram tragos da bactéria Staphylococcus aureus,Candida spp € Fusarium spp.
Por exemplo, a bactéria Staphylococcus aureus pode causar uma variedade de doencas, desde
infecgdes de pele até uma pneumonia ou sepse fatal (CHEUNG et al, 2021), como também fungos
do género Candida spp, podem causar infecgdes nas mucosas € nos tecidos profundos,
(RODRIGUES et al, 2019) e fungos oportunistas do género Fusarium spp, podem induzir infec¢des
nas unhas, pele, olhos e até infec¢des sistémicas graves (HOF, 2020).

Observa-se que o ambiente atmosférico ¢ uma das principais fontes transmissoras de
patogenos. Em virtude disso, a identificagdo de microrganismos presentes na atmosfera ¢ de grande
relevancia para a satde publica. Sendo assim, o presente estudo avaliou a microbiota atmosférica de
diferentes ambientes da cidade de Sao Bento do Sul/Santa Catarina, a fim de verificar a presenca de

microrganismos patogénicos.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 AMOSTRAS

Foram obtidas amostras em triplicata da microbiota atmosférica de cinco pontos, sendo:
Area com Vegetagao; Piscina; Unidade basica de Saude; Transportadora; e Clinica Veterindria. Para
o controle, foi usado as amostras do ponto de coleta “area de vegetacao”, a fim de comparar com as
outras localidades.

A coleta e a andlise das amostras ocorreu entre os meses de abril e maio de 2022. As
amostras foram coletadas através do método de sedimentacdo espontanea em Placas de Petri,
dispostas em cada ambiente a um metro de qualquer obstaculo por 30 minutos. Para fungos, foram
utilizadas placas com o meio de cultivo Agar Sabourand Dextrose (ASD) e para bactérias os meios
de cultivos Agares Sangue de Carneiro (ASC) e MacConkey, seguindo metodologia adaptada de
Cunha et al (2013). Apo6s a coleta, as amostras foram levadas até o Laboratério Multidisciplinar da

Unisociesc, Campus Sdo Bento do Sul, para incubagao e avaliacio.

2.2 AVALIACOES
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No laboratoério as amostras foram submetidas a incubagdo na temperatura de 35-37 C° por

48 horas para as bactérias e 25-27 C° por 7 dias para fungos. Assim que o periodo da incubagao
terminou, foi realizada a contagem de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) e identificacao de

fungos e das bactérias.

2.2.1 Contagem e Identificacio de Fungos

A contagem das colonias em cada placa foi feita através do Contador de Colonias, sendo
realizado a contagem individualizada de fungos filamentosos e leveduras. Posteriormente, foram
selecionadas colonias de fungos filamentosos diferentes macroscopicamente para realizar o
microcultivo, seguindo a descri¢do de Quadros et al (2009).

Para o microcultivo, foi inoculado um fungo em uma pequena quantidade do meio Agar
Batata colocado em cima de uma lamina de vidro e coberto por uma laminula. A ldmina foi
colocada em uma placa de petri, contendo um algoddao umedecido. Esse sistema foi colocado na
estufa, em uma temperatura de 25°C por 5 dias, posteriormente foi possivel visualizar no
microscopio Optico toda a estrutura do fungo.

Para os fungos diferentes macroscopicamente que cresceram no meio Agar Sangue, foi
utilizado o método da fita adesiva. Para este método, os fungos selecionados foram pegos
cuidadosamente com um pedago de fita adesiva e colocado em laminas que continham uma gota de
azul de metileno. Apds esse processo, foi levado ao microscopio Optico para a visualizagao das suas

estruturas.

2.2.2 Contagem e Identificacdo de Bactérias

Foi realizada a contagem das colonias de bactérias, utilizando o Contador de Coldnias.
Posteriormente, colonias de Agar Sangue de Carneiro passaram por procedimento de coloragdo de
Gram para identificar se eram Gram negativas (coloragdo rosa) ou positivas (coloragao azul/roxo) e
suas morfologias, para assim associar a bactérias patogénicas.

Para o Gram, foi utilizado a al¢a de inoculagdo para retirar as colonias da placa e passa-las
para uma lamina de vidro, apds a secagem foi feita a coloragdo. Inicialmente as placas foram
coradas com cristal violeta por um minuto, em seguida foi adicionado lugol por dois minutos, ap6s
o lugol, foi lavado com alcool e 4gua, e por ultimo foi adicionado fucsina por 30 segundos. Depois
que a coloragdo estava seca, foi levado ao microscopio optico.

O Agar MacConkey é especifico para realizar o agrupamento de bactérias entéricas e outras

bactérias gram negativas fermentadoras e ndo fermentadores da lactose. Alguns microrganismos
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tipicos que se aderem a esse Agar sio: Escherichia coli; Enterobacter spp; Pseudomonas spp:;
Salmonella spp; entre outros (LABORCLIN, 2018). Para as placas contendo esse meio, foram
realizadas a contagem das unidades formadoras de colonias e a identificagdo dos possiveis

microrganismos presentes neste meio, através da coloracao das colonias e da coloragao de Gram.
2.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguida pelo Teste de Fisher a

5% de probabilidade, utilizando o software Statistica.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura 1 sdo apresentadas as unidades formadoras de colonias das bactérias (UFC) em
dois diferentes meios de cultivo, Agar Sangue e Agar MacConkey nos cinco pontos coletados.
Independente do meio de cultivo utilizado, ndo foram observadas diferencas significativas entre as

UFCs dos diferentes pontos de coleta.
Figura 1 Unidades formadoras de colonias de bactérias presentes na microbiota atmosférica

de diferentes ambientes. Barras representam a média + desvio padrio. Médias com letras

iguais nas barras nio diferem significativamente entre si (p < 0.05).
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Percebe-se que no meio Agar Sangue e Agar MacConkey (Figura 1), os ambientes que
apresentaram tendéncia de maior crescimento bacteriano, embora sem diferenca significativa, foram
na transportadora e na clinica veterinaria, € em menor quantidade na vegetacao e no posto de satde.

As colonias que cresceram no agar Sangue, em sua maioria apresentavam morfologia
macroscopica semelhante, tendo sido encontrados os formatos puntiforme e circular, elevagdes
planas e convexas, apresentando coloragdes brancas, amarelas e leitosas. No agar MacConkey, as
colonias eram todas no formato puntiforme e circular, com elevagdes planas e convexas, na
coloragdo rosa claro e escuro, exceto uma, a qual tinha uma coloragao alaranjada encontrada na area
com vegetacao.

Na figura 2 sdo apresentadas a porcentagem das bactérias gram negativas € gram positivas

encontradas em cada ambiente.

Figura 2 Bactérias Gram negativas e Gram positivas (%) presentes na microbiota atmosférica

de diferentes ambientes.
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Fonte: Os autores (2022).

Nos ambientes da piscina, posto de satde e clinica veterinaria, prevaleceu colonias de
bactérias gram negativas, ja na transportadora, foram encontradas mais colonias de bactérias
positivas, € na vegetagdo, houve um crescimento semelhante de bactérias positivas e negativas.

Além da coloragdo de gram, foi possivel visualizar a morfologia microscopica das bactérias.
No Agar sangue, das 25 coldnias analisadas, foram encontrados 6 coldnias de estafilococos, 5 de
estreptococos e diplococos, 4 de bacilos, 3 de estreptobacilos e 1 de cocos e diplobacilos. Nos

pontos de vegetacdo, posto de saude, transportadora e clinica veterinaria, foram encontrados
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bactérias mistas de cocos e bacilos, e apenas no ambiente do posto de saude, as bactérias
visualizadas foram todas do género cocos. No agar MacConkey, a morfologia microscopica dessas
bactérias, mostrou que a maioria eram do género bacilo.

Observa-se que a maioria das unidades formadoras de colonias visualizadas nas placas
foram nos ambientes da transportadora e da clinica veterindria, isso pode ter ocorrido devido ao
grande fluxo de pessoas e animais, como ¢ o caso da clinica, ou da movimentagao de transportes na
transportadora (GIACON, 2018; WIKUATS et al, 2018). Apesar de ndo haver diferenca
significativa entre os ambientes estudados nos dois meios de cultura, um maior nimero de amostras
poderia comprovar essa tendéncia.

Giacon (2018), ao avaliar a qualidade microbioldgica do ar de um hospital veterindrio no
Rio Grande do Sul, constatou que pelo método de sedimentacdo espontanea obteve um maior
crescimento bacteriano em todos os pontos coletados. Segundo o autor, havia muita circulagdo de
pessoas e animais no dia da coleta, o que pode ter favorecido o desenvolvimento dos
microrganismos, o que corrobora com os resultados obtidos neste estudo.

Na maioria dos ambientes, pode-se perceber uma prevaléncia de bactérias gram negativas.
Essas bactérias agem por meio de toxinas, as quais secretam exclusivamente a endotoxina, a qual
lhe confere uma maior patogenicidade, sendo assim, um risco para a saide humana. As bactérias
gram-negativas sdo de grande importancia clinica, além de estarem associadas a maioria das
doengas, essas bactérias possuem resisténcia a alguns antibidticos (MADIGAN et al, 2016).
Patdégenos gram negativos comuns para os seres humanos, incluem espécies como a Salmonella,
Shigella e Escherichia.

A propor¢ao de bactérias gram-negativas e gram-positivas da microbiota atmosférica pode
variar de cada ambiente, tendo, por exemplo, outros estudos detectados maior propor¢ao de
bactérias gram-negativas em ambientes hospitalares e maior propor¢ao de gram-positivas em areas
urbanas (BARBOSA, 2015; FERNANDES et al., 2020).

Na figura 3 s3o apresentadas as unidades formadoras de colonias de fungos no meio ASD.
Comparando todos os locais, pode-se perceber que também nao houve diferenga significativa entre

as contagens dos diferentes ambientes.

Figura 3 Unidades formadoras de colonias de fungos presentes na microbiota atmosférica de
diferentes ambientes. Barras representam a média + desvio padrao. Médias com letras iguais

nas barras nao diferem significativamente entre si (p < 0.05).
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Embora sem diferenga significativa, observou-se uma tendéncia ao maior crescimento de
fungos na transportadora, seguido pela unidade bésica de satide e em menor quantidade, na piscina.
Ademais, foi visualizado crescimento de fungos no meio 4dgar sangue, no qual, apenas na
transportadora ndo teve nenhum crescimento.

As colonias de fungos que cresceram nas placas foram caracterizadas macroscopicamente e
microscopicamente. De maneira geral, prevaleceram colonias com formatos grandes, bordas
brancas, com texturas polvorosas, granular, cottony e velvety, relevos crateriformes, com coloragdes
brancas, cinzas, verde e rosa (Figura 4). No agar sangue, as colonias tinham tamanhos pequenos,
bordas de variadas cores, textura polvorosa e cottony, com relevo rugoso e pigmentagao bege,

branco e verde.

Figura 4 Colonias de fungos observadas nas placas da piscina do meio ASD.

Fonte: Os autores (2022).
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A andlise microscopica dos fungos foi realizada através do microcultivo (Figura 5) com
fungos selecionados do ASD e pelo método da fita adesiva para os fungos que cresceram no agar

sangue. Na figura 6, estdo expressos os valores da porcentagem da estrutura das hifas.

Figura 5 Microcultivo de um fungo filamentoso do meio ASD, no posto de saude

Fonte: Os autores (2022).

Figura 6 Estrutura dos fungos filamentosos observadas através do microcultivo
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A maioria dos fungos que cresceram neste meio possuem hifas nao septadas, apenas nos
pontos vegetagdo, piscina e posto de saude teve uma mescla das duas hifas. Nas placas contendo o
agar sangue, 57,2% dos fungos tinham hifas ndo septadas e 42,8% septadas.

Nota-se que a maior quantidade de colonias de fungos se deu no ambiente da transportadora.
E possivel que essa quantidade de fungos se deve a presenca do trafego de caminhdes na area, os

quais geram com o seu movimento, um aumento de poeira e esporos no ar (WIKUATS et al, 2018).
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Por exemplo, outros estudos constataram a presenga de fungos filamentosos, com coldnias lisas e
bordas irregulares, aspectos de cottony, velvety e polvorosas em um ambiente que continha um
grande trafego de caminhdes (WIKUATS et al, 2018).

Algumas colonias de fungos encontradas na transportadora sdo parecidas
macroscopicamente € microscopicamente com o género Rhizopus spp (Figura 7). Este fungo ¢
responsavel por infecgdes oportunistas graves, entre elas, infecgdes mucocutneas e pulmonares.
Apresentam colonias de rapido crescimento e cobrem a totalidade do meio de cultura, ¢
caracterizada por sua textura algodonosa, inicialmente sdo brancas, mas a medida que a esporulacao
ocorre tornam-se mais escuros. Microscopicamente possuem a por¢do reprodutiva de esporangios
(Figura 8) (TOME; MARQUES, 2011). Para ter certeza do microrganismo, se faz necessarios

outros testes para confirmar.

Figura 7 Rhizopus spp de Tomé e Marques (2011) (A) e microrganismo presente no ambiente

da transportadora (B);

Figura 7: Microscopia dos microrganismos Rhizopus spp de Oliveira (2015) (A) e no ambiente

da transportadora (B).
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Uma das caracteristicas microscopicas dos fungos, sdo as hifas. Percebe-se que a maioria
dos fungos visualizados pelo microcultivo continham hifas ndo septadas, enquanto em trés locais
também foi possivel visualizar hifas septadas. Por exemplo, Rhizopus € um fungo com caracteristica
de crescimento de hifas nao septadas que podem causar uma micose sistémica nos seres humanos,
J& o fungo Epidermophyton, possui hifa septada e pode causar micoses cutaneas (TORTORA; et al,
2017). Dessa forma, ¢ possivel compreender que a qualidade microbioldgica do ar ¢ um pardmetro
com grande importancia para o controle dos riscos para a satde.
Nesta pesquisa, a coleta se deu nos meses de abril e maio, onde na regido de Sao Bento do
Sul, ha sempre uma mudanga de temperatura com dias muito quentes e outros muito frios. Com
isso, ¢ preciso ressaltar a importancia de realizar coletas em diferentes estacdes do ano, uma vez que
a microbiota atmosférica pode mudar com as alteragdes do clima. Por exemplo, Triado-Margarit et
al (2022) obteve grande diversidade de microrganismos em seus estudos nas quatro estagcdes do ano,
realizando comparagdes entre as estagcdes e entre os microrganismos encontrados. Além disso, pelo
curto periodo de tempo e por ndo ter todos os materiais necessarios, nao foi possivel realizar a

identificacao a nivel de espécie dos microrganismos das amostras coletadas.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, avaliou-se a presencga de microrganismos da microbiota atmosférica de cinco
ambientes da cidade de Sao Bento do Sul/SC. A partir da analise dos resultados obtidos, ¢ possivel
concluir, que houve um crescimento relevante de fungos e bactérias nos diferentes pontos coletados.
Entretanto, ndo foi possivel realizar a identificagdo dos microrganismos patogénicos, em virtude de
limitagdes de tempo e condig¢des laboratoriais.

Mesmo assim, ¢ possivel perceber que na microbiota atmosférica existe uma grande
diversidade de fungos e bactérias em suspensdo. Por mais que ndo haja tantos estudos sobre os
microrganismos na atmosfera, ¢ importante compreender o que esta presente neste ecossistema, a
fim de controlar a qualidade microbioldgica dos ambientes e, assim, realizar agdes preventivas para

evitar danos a saude humana.
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