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Resumo

RESUMO

Estudo da prevaléncia de fungos em travesseiros de criancas com rinite e, ou,
asma.

Introduciao: O crescente interesse por micro-organismos alergénicos, a procura por
novos reservatérios, além do interesse em fungos anemofilos, a grande frequéncia e
diversidade, bem como a associacdo com doencas alérgicas, motivaram o estudo. A
identificacdo e quantificacdo dos fungos em travesseiros poderdo proporcionar avangos
no diagndstico e nas medidas ambientais. Objetivos: Avaliar ocorréncia de fungos em
travesseiros de criangas alérgicas, o ambiente e os aspectos envolvidos. Métodos.
Pacientes do Ambulatério de Imunologia e Alergia do Hospital das Clinicas de
Botucatu preencheram questiondrio com dados epidemioldgicos e clinicos e os
travesseiros utilizados pelas criancas foram coletados, na residéncia, colocados em
saco plastico estéril. Para o controle, foram adquiridos trés travesseiros novos. Todos
foram trazidos ao laboratério de Micologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu -
UNESP e foram aspirados, dentro da camara de fluxo, com amostrador de ar MAS-
100NT® por cinco minutos em cada area- externa e interna. Utilizadas trés placas para
cada aspirado com trés diferentes meios de cultura. As identificacdes foram feitas pelos
métodos micoldgicos tradicionais e, para alguns, foram realizadas extracdes de DNA e
sequenciamento. Resultados: Todos procedentes de diferentes regides de Botucatu ,
4,46% dos pacientes do Ambulatério de Alergia e Imunologia, que realizaram teste de
sensibilizagdo, eram positivo para os fungos testados; a maioria dos pacientes era
sensibilizada a mais de um alérgeno, os mais frequentes foram: Dermatophagoides
Farinae , Dermatophagoides Pteronyssinus , Blomia tropicalis e fungos; 80% dos pacientes
tinham rinite e 50% também tinham asma; nenhum ambiente, avaliado no domicilio dos
pacientes, revelou-se adequado para pacientes alérgicos; somente dois travesseiros
tinham capa adequada e se encontravam visivelmente limpos; todos os travesseiros dos
pacientes estavam contaminados com fungos e, em alguns deles, também se encontrou
presenca de bactérias tanto na drea externa como na interna; todos os travesseiros
controle estavam contaminados com fungos, segundo o fabricante todos eram
antialérgicos, antidcaros e antimofo; a média de UFC/m” foi estatisticamente superior
nos travesseiros com tempo de uso maior que a sete anos; o meio de cultura melhor
avaliado foi o SDA, revelando-se superiores aos demais meios utilizados, porém, se

tivéssemos utilizado um Unico meio, muito micro-organismos ndo teriam sido
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identificados; a média de UFC/m* foi maior na drea externa quando comparada a drea
interna dos travesseiros dos pacientes e dos controles; a diversidade e a quantidade de
microrganismos foi superior nos travesseiros dos pacientes quando comparados aos
controles, os mais frequentes foram Candida parapsilosis, Cladosporium sp., Mycelia
sterilia e penicillium sp.; nenhum tipo de enchimento foi considerado ideal, mas, entre
os dos pacientes, o que apresentou menor nivel de contaminacdo foi o de pena; em
relacdo ao controle foi o de viscoeldstico; todas as cepas de fungos enviadas para o
sequenciamento foram confirmadas quanto ao género, exceto em relagdo ao Paecilomyces
spp. Em relacdo a espécie, estes se revelaram diferentes dos que identificamos, com
excegdo Penicilium sp. , Rhodotorula mucilaginosa e Alternaria alternata. Conclusao: E
possivel que a bateria de testes alérgicos para fungos tenha que ser adaptada a realidade
local e regional e que os travesseiros podem funcionar como um bioindicador que

contaminagdo por fungos dentro dos domicilios.
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ABSTRACT
Study on fungus prevalence in pillows of children with rhinitis and, or, asthma

Introduction: The increasing interest in allergenic microorganisms, the search for new
reservoirs in addition to the interest in anemophilous fungi, their high frequency and
diversity as well their association with allergic diseases motivated this study. Fungal
identification and quantification in pillows can lead to advancement in diagnosis and in
environmental measures. Objectives: To evaluate the occurrence of fungi in pillows of
allergic children, the environment and the issues involved. Methods: Patients from the
Immunology and allergy outpatient unit of the Botucatu University Hospital completed
a questionnaire with epidemiological and clinical data, and the pillows used by the
children were collected from their homes and placed in a sterile plastic bag; three new
pillows were acquired for control. All the pillows were brought to the Mycology
Laboratory of the Biosciences Institute and aspirated within a flow chamber by an
MAS-100NT® air sampler for five minutes on each area — external and internal. Three
plates were used for each aspirate with three different culture media. Fungi were
identified by conventional mycological methods, and DNA extraction and sequencing
were also performed. Results: All the participants were from different regions of
Botucatu; 4.46% of the patients from the Immunology and Allergy Outpatient Unit who
underwent the sensitization test were positive for the tested fungi; most of the patients
were sensitized to more than one allergen, of which the most frequent were:
Dermatophagoides Farinae, Dermatophagoides Pteronyssinus, Blomia tropicalis and
fungi; 80% of the patients had rhinitis, and 50% also had asthma. None of the
environments evaluated at the patients’ homes showed to be adequate for allergic
patients; only two pillows had an adequate cover and were visibly clean; all the
patients’ pillows were contaminated with fungi and, in some of them, the presence of
gram positive bacteria and bacilli was found both in the external and in the internal
areas; all the controls pillows were contaminated with fungi, but according to their
manufacturers, they were all anti-allergic, anti-mite and anti-mould; the mean CFU/m?
was statistically higher in the pillows that had been used for over seven years. The best
evaluated culture medium was SDA, which showed to be superior to the other media;
however, if only one medium had been used, many microorganisms would not have
been identified. The mean CFU/m” was statistically higher in the external area as

compared to the internal area of the patients’ pillows and of controls; the diversity and
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quantity of microorganisms was greater in the patients’ pillows when compared to
controls; the most frequent were Candida parapsilosis, Cladosporium sp., Mycelia
sterilia and penicillium sp.; no stuffing type was considered to be ideal, and among the
patients’ pillows, the stuffing showing the lowest contamination level was that made of
feathers; as regards controls, the least contaminated stuffing was that made of
viscoelastic foam. All the fungal strains sent for sequencing were confirmed as regards
genus, except for Paecilomyces spp. As concerns species, they showed to be different
from those identified, except for Penicilium sp., Rhodotorula mucilaginosa and
Alternaria alternata. Conclusion: The battery of allergy tests for fungi may need to be
adapted to the local and regional reality, and pillows may function as a fungal

contamination bioindicator at home.
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1.0 - INTRODUCAO

Desde os primordios, o homem busca segurancga, quer seja fisica, alimentar,
afetiva, e nesta trajetoria desenvolveu o conforto e a capacidade de modificar o
ambiente que o cerca.

Novos paradigmas se estabeleceram, e o homem tornou-se refém de suas
conquistas, em um ambiente no qual interage, sempre, com o que vé e com o que ndo
vé, sendo por vezes carrasco consciente, e outras vitimas inocentes.

Para dar conta destas mudancas, ocorreram respostas indesejdveis, para o
homem, como tentativa de manter-se vivo, ainda que, desenvolvendo doenga.

O homem descobre-se um ser imunologico, imerso em um mundo de vida
macro e microscopico, em constante interacdo. O homem descobre-se atopico,
alérgico, espirra e tosse.

E dizem: é doenca do progresso.

O estilo de vida das sociedades modernas e industrializadas, com predominio
do sedentarismo e permanéncia em ambientes domésticos por até 80% do seu tempo ',
tém contribuido para aumentar a prevaléncia de doencas alérgicas, particularmente asma
e rinite, relacionadas ao alto grau de sensibilizacdo a alérgenos domiciliares®. Este estilo
estd associado as alteracdes ambientais e comportamentais, tais como: aumento da
temperatura global; diminuicdo da ventilacdo nas cidades, edificio, e dentro dos
domicilios; utilizagdo de carpetes e tapetes que retém poeira; uso de ar condicionado;
permanéncia das criangas por mais tempo em casa, em frente a televisao ou aos
computadores; excesso de higiene, ou limitada exposi¢cdo a antigenos microbianos.

Nos domicilios, a fumacga dos cigarros e o gas de cozinha s3o agravos que
obtém maior impacto a medida que os ambientes sofreram progressiva reducdo na
dimensdo. Ao lado disso, frequentemente hé escassa insolacdo que promove a umidade
e o aumento do alérgenos inaldveis.

A exposicdo, unica e isoladamente, ndo é condicdo suficiente para causar
sensibilizacdo alérgica, porém estudos mostram que a exposicdo de criangas a elevadas

7z

concentragdes de alérgenos de poeira domestica € fator significativo para

3

desenvolvimento posterior de asma °, e que a intensidade da exposi¢do e a inalagcdo

. . ey eqe ~ 4
continua , mesmo em pequenas quantidades, favorecem a sensibilizacio” .
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No Brasil sdo, no minimo, 16 milhdes de pessoas alérgicas, sendo que até os
13 anos de idade a prevaléncia de rinite é de quase 30%, de asma 15%, enquanto de
dermatite atépica chega a 6% °.

Atualmente, muitos paises t€m desenvolvido técnicas de avaliacdo das
doencgas alérgicas, quer em estudos epidemioldgicos - na melhoria de deteccdo e de
diagnéstico correto e adequado, quer nas implicacdes nos custos individuais e sociais.
Em termos econdmicos, estima-se que o custo anual, por paciente asmatico, varia entre
U$ 326,00 na Austrdlia a U$ 1315,99 na Suécia 6’7, sendo facil deduzir as enormes
somas despendidas anualmente quando nos lembrarmos das prevaléncias descritas
acima. Outro dado importante em relagdo a rinite alérgica é que ela € uma das doencas
que mais fazem o paciente procurar o médico nos Estados Unidos da América (EUA), e
estimam-se seus custos anuais em U$ 3 bilhdes®.

O aumento da prevaléncia das doengas alérgicas, ainda ndo é totalmente
compreendido, tem estimulado um grande ndmero de estudos epidemioldgicos, que
descrevem os padrdes de doencas em uma determinada populacdo, definem as
caracteristicas e comportamento de pessoas em situagdes de risco, além de identificarem
os fatores associados a risco, sugerindo, quando aplicdvel, possibilidades de prevencao.

Um ndmero expressivo de alérgenos tem sido associado a diversas formas de
alergia e relatados em todo o mundo. A concentracio de alérgenos no ambiente
doméstico varia muito e merece destaque, por serem frequentemente relatados os
4caros, os epitélios de animais, os antigenos de barata e os fungos’ . Ha evidéncias de
que a exposicdo ambiental ao mofo, ou derivados proteicos destes, pode desencadear
alergia IgE mediada, notadamente asma e rinite, em individuos predispostos 10

A alergia ou doenca de hipersensibilidade ¢ definida como a resposta
exagerada do sistema imunoldgico a proteinas estranhas''. Para se defender destas
substincias, o organismo ataca, via reagdes mediadas por anticorpos, provocando asma,
dermatite atdpica, rinite e rinoconjuntivite. Se, por um lado os anticorpos protegem, por
outro lado, sua producdo excessiva contra os antigenos agride, fazendo o organismo
liberar, quando estimulado, entre outras substincias, a histamina, desencadeando os
sintomas da alergia. Todas as reacdes alérgicas IgE mediadas exigem a pré-
sensibiliza¢do ao antigeno ou alérgeno >, Nem todos os individuos desenvolvem alergia,
mesmo ap6s ampla exposi¢do aos alérgenos, o que sugere uma forte evidéncia de
predisposi¢do genética para atopia. Clinicamente, os sintomas apresentados sdo

espirros, corrimento nasal, tosse e obstrugdo reversivel das vias aéreas pulmonares.
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Angiedema, urticdria e anafilaxia também podem ocorrer nesses pacientes 2 A alergia
desenvolve-se, portanto, como resultado de miiltiplas interacdes entre o sistema imune e
agentes ambientais.

Em um estudo com criancas de nove a 18 anos de idade, em San Diego,
Califérnia, EUA, a exposicdo de esporos de fungos resultou num aumento de 10 a 30%
nos sintomas, para cada 1000 esporos por m’ de ar . Além disso, as epidemias sazonais
de asma tém sido relatadas na Inglaterra e na Nova Zelandia durante periodos de alta
contagem de esporos, e niveis elevados de ascomicetos t€m sido associados com asma
epidémica na Inglaterra .

Segundo Horner et al.'*

, em 1995, nos Estados Unidos, e em outros paises
industrializados, 20% da populagdo apresentava doengas alérgicas como asma e ou
rinite causadas por aeroalérgenos - entre eles os fungos. Apesar de os fungos terem
reconhecida participacdo em quadros de hipersensibilidade do trato respiratério, as
publicacdes sobre a presenga de fungos na atmosfera e nos ambientes domiciliares das
cidades brasileiras sio reduzidas '*'*!®, Com isso, atualmente, ha grande dificuldade na
caracterizacdo da importancia dos alérgenos de fungos em quadros de asma e rinite
alérgica. Em parte, isto se deve ao desconhecimento da microbiota fiingica a que a
populacdo esta exposta.

Virias causas tém sido implicadas no aumento das doencas alérgicas, que
chegaram a dobrar a cada década, nos tltimos 20 a 30 anos, apresentando nitidas
diferencgas na prevaléncia de asma alérgica entre populagdes de estilo ocidental, urbanas
ou rurais”’ . Na Europa, a rinite alérgica era considerada rara até o inicio do século 20,
mas nas ultimas décadas foi considerada uma verdadeira epidemia da revolu¢do pds-
industrial >, Com o crescente nimero de pacientes com asma, houve incremento das
morbidades, maior absenteismo escolar e no trabalho, redu¢do da produtividade e maior
utilizacao dos seguros satde.

Burr et al.”!, realizaram estudo, comparando populagdes escolares do mesmo
grupo etdrio, no sul do pais de Gales, em um intervalo de quinze anos e, encontraram
um aumento de asma de 6 para 12% e em dermatite atépica de 5 para 12%. Ainda que
ndo possa precisar quais os fatores que tenham contribuido com o aumento das
enfermidades nas ultimas trés a quatro décadas, existem dados sugerindo que, em
grande parte, eles se devam as mudangas nas condi¢des de vida, em associagdo com a

polui¢do ambiental.
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Aberg et al *2 avaliaram a prevaléncia de asma , rinite e eczema em criangas
de sete anos, entre 1979 e 1991 na Suécia, mostrando um aumento na prevaléncia de
asma de 2,48% para 5,71%, com aumento de até duas vezes em todas as doencas
alérgicas.

Na América do Sul, poucos estudos epidemioldgicos sobre asma foram
desenvolvidos antes dos anos 90, em parte pelo maior impacto das doencas infecciosas
agudas nessas populacdes, e as dificuldades inerentes a estudos epidemioldgicos em
paises dessa regido. Carandina® em 1986, descreveu a prevaléncia de sintomas
sugestivos de doengas respiratdrias cronicas na populacdo urbana de Botucatu — Sao
Paulo, determinando a prevaléncia de asma em 5,3% , especialmente em menores de 15
anos, concluindo que a escassez de dados referentes a doencas pulmonares cronicas no
Brasil impde a necessidade de novos inquéritos epidemioldgicos, que possibilitem a
comparagdo dos resultados.

A sensibilizacdo a fungos pode estar relacionada com o desenvolvimento e
agravamento de asma e ao risco de aparecimento de outras doencas alérgicas em
individuos atdpicos; assim € importante conhecer quais os individuos sensibilizados
numa certa populagdo, principalmente entre alérgicos #,

Em relacdo aos aeroalérgenos, a sensibilizacdo aos alérgenos intra-
domiciliares parece ser mais importante que os extradomiciliares, com maior
desenvolvimento de asma nos casos onde o nivel de aeroalérgenos é mais elevado e,
assim, a exposicio ocorre precocemente . Polui¢do intradomiciliar é de grande
importancia uma vez que em paises industrializados os individuos passam mais de 80%
do seu tempo dentro de casas e edificios, como dito anteriormente. Varios autores
mostraram a relacdo da exposicdo a aeroalergenos tanto na sensibilizacdo quanto nas
manifestacdes clinicas de asma e outras alergias 17:26.27 ‘B estudo realizado na Franca,
observou-se que proteinas oriundas de diversos géneros de fungos presentes no
domicilio de asmadticos eram responsaveis por 14,6% de sensibilizagdo entre tais
individuos, precedidos pelos dcaros da poeira doméstica e epitélios de animais,
evidenciando, assim, a importancia dos fungos na patogénese desta doenca 3

O desenvolvimento de técnicas para medida de exposicdo ambiental aos
alérgenos possibilitou uma série de estudos epidemiolégicos. Essas pesquisas
resultaram em fortes evidéncias, em diferentes partes do mundo, de que a sensibilizacio
e a exposicdo aos alérgenos domiciliares sdo fatores primarios na asma, particularmente

em criancgas e adultos jovens. Assim, a reducdo da carga alergénica intradomiciliar pode
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constituir-se na primeira linha anti-inflamatéria de tratamento ». Portanto, é importante
o desafio de criar um ambiente livre, ou com o minimo possivel de alérgenos nas
residéncias dos pacientes.

Em estudos feitos no Brasil, no Estado de Minas Gerais®® foram
identificados os seguintes géneros de fungos no ambiente domiciliar, por ordem de
frequéncia: Cladosporium (90,3%), Penicillium (64,7%), Aspergillus (58,6%),
Curvularia (33,3%), Pullularia (31,9%) e Epicoccum (31%). Foi também utilizado o
teste cutaneo de hipersensibilidade, quando pela primeira vez se encontrou frequéncia
elevada de sensibilizacdo ao género Alternaria (21,1%) fato que, até entdo, ndo havia
sido relatado no Brasil *'. Outro estudo para avaliar hipersensibilidade ao mofo,
realizado no Estado de Sdo Paulo ** demonstrou baixa frequéncia de positividade aos
testes cutineos para fungos com extratos de Aspergillus, Cladosporium, Penicillium,
Rhizopus e Mucor em pacientes com asma e ou rinite, apesar de nos pacientes apenas
com asma os indices serem discretamente mais elevados (7,28%) do que nos pacientes
com rinite isoladamente (5,75%).

Em Recife *, em 1958, foram identificados por ordem de frequéncia de
isolamento no ambiente os géneros: Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Curvularia e
Candida. Posteriormente, em 12 areas nessa cidade, em 1979 e em 1983, verificou-se
que os fungos mais frequentemente isolados no ar atmosférico foram: Aspergillus
(58,9%), Penicillium (41,4%), Candida sp. (30,6%), Cladosporium (20,8%), Fusarium
(19,6%), Phoma (19,4%) e Curvularia (18,9%) **.

Exposicdo a fungos ocorre primariamente em ambientes externos, mas eles
penetram em interiores e colonizam materiais ali encontrados, resultando em exposicao
domiciliar e ocupacional. Como s@o nutrientes para dcaros micéfagos, a contaminagao
por fungos dentro das residéncias aumenta a populacdo destes, como consequéncia
temos aumento no nimero de alérgenos )

Os principais fungos alergénicos sdo as espécies pertencentes aos géneros:
Alternaria, Aspegillus, Aureobasidium, Botrytis, Cephalosporium, Cladosporium,
Curvularia, Drechslera, Fusarium, Gliocladium, Helminthosporium, Paecilomyces,
Penicillum, Phoma, Scopulariopis, Stachybotrys, Trichoderma, Trichophyton,
Trichothecium, Ulocladium, Saccharomyces, Candida, Epicoccum e Stemphylium. No
ambiente domiciliar, encontra-se, com maior prevaléncia para a espécie de Aspegillus
e Penicillum, enquanto espécies de Cladosporium, Epicoccum , Alternaria e Fusarium

podem ser encontrados tanto dentro como fora do domicilio 30,
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Quando comparadas as pesquisas sobre exposicdo com estudos de
sensibilizacdo a mofo domiciliar, ha varias diferencas nos resultados, indicando a
complexidade do assunto. Em estudo de exposi¢do, Guneser et al. 7 na Turquia, em
1994, realizaram a coleta gravitacional em placas de petri no ambiente, em que 26
espécies de fungos foram isoladas, sendo o género Penicillium o mais frequente
(29,6%), seguido por Mucor (23,9%), Aspergillus niger (22,2%), Rhizopos (19,8%) e
Alternaria (19,8%). Em ambiente domiciliar na Pol6nia, Penicillium e Aspergillus
foram os géneros mais comumente encontrados’. Em relacio aos estudos de
sensibilizacdo, o género Alternaria foi identificado como o principal fungo causador de
hipersensibilizacio na Espanha®, enquanto na Dinamarca *° o Cladosporium tem
ocupado lugar de destaque. No Japdo, desde a década de 1960 ja tinha sido observado
um aumento de positividade nas criancas asmdticas através dos testes cutineos para
fungos . Também no Brasil, algumas pesquisas foram realizadas com taxas de
sensibiliza¢do situando-se acima de 30%, e sdo também para fungos mitospdricos que
aparecem com maior frequéncia 27 Portanto, existem virios relatos de sensibilizacdo a
fungos, e os dados indicam que a prevaléncia estd aumentando.

A concentracido de esporos de fungos no meio ambiente depende de muitos
fatores, incluindo condi¢des climéticas e vegetacdo. Os tipos e prevaléncia de fungos
presentes em ambientes fechados, dentro dos domicilios, dependem da umidade,
ventilacdo, presenca ou auséncia de carpetes, animais de estimacdo e plantas. A
contagem de esporos de fungos em ambientes fechados, e no ar livre, varia
consideravelmente dependendo de vdrios fatores, e entre eles os ambientais, a
ventilacdo, o ndmero de pessoas que ocupam o ambiente, a natureza e o grau de
atividade exercida por essas pessoas, bem como a umidade relativa do ar 248 No
ambiente exterior, os principais fungos encontrados sdo Alternaria sp. € Drechslera sp.,
mas estes também t€m sido relatados em alguns ambientes internos. Da mesma forma,
Penicillium sp. e Aspergillus spp. sdo encontrados tanto em ambientes fechados quanto
em ar livre, embora com menor frequéncia do que relatado em ambientes internos.
Outros fungos, como Cladosporium spp, Epicoccum sp. e Fusarium spp. , t€m sido
relatados tanto em ambientes internos, como nos externos. Estudos de contaminacio do
ar de interiores e exteriores sdo necessdrios para definicdo da flora fiingica para avaliar

11,42,44,45,46,47

as alergias nos pacientes de diferentes locais geograficos , pois alguns

destes fungos podem causar reacdes alérgicas ou téxicas, enquanto outros podem causar

. ~ T bl 32
infeccdes em individuos suscetiveis 32,
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Nos varios estudos analisados, o nimero de esporos e a atividade da
doenca, na grande maioria dos casos, nio podem ser correlacionados B A
concentragio de esporos no exterior foi superior ** durante todo o ano, porém com
variagdes sazonais significativas, observadas tanto em espacos interiores quanto no ar
livre, com um total maximo no verdo. As frequéncias de Aspergillus sp., leveduras,
Cephalosporium sp. e Gliocladium sp. foram maiores no inverno e, esporos de
Penicillium sp. foram mais comuns em ambientes fechados. Dados sobre a carga de
esporos no ar e os niveis alergénicos associados, em ambos os ambientes interiores e
exteriores, permanecem incompletamente caracterizados. Da mesma forma, orientacdes
ndo concretas sobre a carga de esporos de fungos aceitdveis em diferentes ambientes
estdo disponiveis, porém sdo questiondveis 4930

Estudos sobre a invasdo e o impacto de fungos a sistemas biol6gicos em
ambientes fechados € um assunto importante de sadde publica, que tem sido
amplamente investigado por varios pesquisadores, visto uma crescente preocupaciao e
significativas evidencias sobre os grandes, e graves, efeitos a saide dos ocupantes das
habitacdes contaminadas, provocadas pela exposi¢do a micotoxinas e esporos
produzidos por fungos contaminantes destes recintos ~' .

Desde muito tempo, conhece-se que os fungos do ambiente veiculado pelo ar
atmosférico, desempenham papel importante como elemento alergizante. O grupo mais
importante de fungos presentes no ar e que causam doencas respiratdrias alérgicas nos
seres humanos sdo os fungos produtores de conidios, os quais compreendem, na sua
maioria, os deuteromycetes. A maioria dos esporos produzidos pelos fungos imperfeitos
varia em tamanho, forma, textura, cor, nimero de células, espessura da parede celular, e
métodos pelos quais eles estdo ligados uns aos outros e aos seus conididforos. A
identificacdo dos fungos comuns € dificil, pois as caracteristicas de colonias de fungos e
até mesmo caracteristicas microscopicas, variam de acordo com o meio em que o fungo
¢ cultivado, a temperatura de incubacao, variacao de tensdes e natureza pleomorficos de
esporos 233 Em geral, os fungos mais alergénicos reproduzem-se de forma assexuadas.

A habilidade dos fungos em causar doengas em humanos parece ser um
fendmeno acidental, diagnosticada como infec¢des oportunistas e, com raras excegdes
estaria associada ao estado imunitdrio do individuo e a sua exposi¢cdo ambiental, bem
como a predisposi¢do genética para o desenvolvimento de doengas alérgicas **. Vérios
deles também sdo aeroalérgenos que, quando inalados, podem ser responsiveis por

manifestacdes respiratdrias alérgicas, como asma e rinite. O homem, ao se expor
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inalando estes aeroalérgenos, pode desenvolver uma doenca respiratéria alérgica e a
intensidade de exposi¢des pode determinar a relevdncia clinica. Para controlar as
manifestacdes alérgicas provocadas por estes alérgenos através da terapéutica
especifica, capaz de alterar a histéria natural da doenca, é importante conhecer a
frequéncia e os possiveis locais em que ocorrem, em relagdo ao total de exposi¢des do
individuo ou pelo nimero de amostras isoladas 3336

Os fungos tém afetado a populacdo humana através de vdrias maneiras,
incluindo doengas em vegetais, animais e as micoses superficiais e sist€émicas. A
producdo de toxinas pelos fungos também estd envolvida com doengas de
hipersensibilidade, algumas delas associadas com a inalacdo de esporos, como a
pneumonia, a pneumonite por hipersensibilidade, a sindrome da fadiga cronica e
insuficiéncia renal >’

Os fungos sdo muito resistentes, podendo sobreviver por longos periodos
em condi¢des adversas. O crescimento vegetativo desses seres ocorre de forma eficaz
principalmente entre 18 a 32° C e, embora ndo esporulem abaixo de zero grau, podem
permanecer vidveis, em estado latente, em temperaturas negativas (-45 a -55° C) ou até
menos. Temperaturas acima de 75° C geralmente sdo letais para fungos, porém existem
alguns fungos termofilos que ndo esporulam abaixo de 45°C ** .

Uma caracteristica comum dos fungos é a enorme quantidade de esporos
produzidos pela maioria. Uma tnica col6nia de 2,5 cm de didmetro de Penicillium pode
gerar até 400 milhdes conidios. Entretanto, ndo mais do que alguns esporos de cada
individuo irdo ter sucesso em suas fungdes reprodutivas e, assim, ndo hd um aumento
marcante no sitio ocupado por esta espécie, embora possa haver variacdoes de seu
nimero de ano para ano’®. A intensidade luminosa também pode afetar algumas
espécies, como alguns tipos de Cladosporium, que necessitam para seu crescimento de
periodos de escuriddo alternados com a luz .

Fungos sdo micro-organismos ubiquos, tém como habitat os mais diferentes
substratos. A grande maioria vive no solo, nos vegetais, nos animais, no homem, em
detritos, na 4gua, sendo participantes ativos no ciclo dos elementos na natureza. Seu
principal meio de dispersdo € o ar atmosférico, através dos ventos, podendo também ser
espalhados pelos animais, homem, insetos, 4gua. Alguns fungos desenvolvem-se em
meios de cultivo especiais onde formam coldnias do tipo leveduriformes ou

. 2
filamentosas 22,
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As colonias leveduriformes sdo, de modo geral, pastosas ou mucoides e
assim caracterizam o grupo das leveduras, ou dos fungos filamentosos dimérficos,
enquanto as coldnias filamentosas, que caracterizam os bolores, podem apresentar-se
algodonosas, aveludadas ou pulverulentas e com os mais variados pigmentos 3233

A identificacdo de fungos filamentosos pela metodologia convencional estd
baseada, principalmente nas caracteristicas fenotipicas macro e microscépicas e ultra-
estruturais. A identificacdo de espécies é, classicamente, realizada mediante a
observag@o das estruturas reprodutivas assexuadas ou sexuadas que os fungos exibem
nos diferentes meios de cultivo, sendo necessdria sempre a utilizacdo de chaves de
classificagdo. Uma das limitagdes do método cldssico € que na presenca de condi¢des
nutritivas favordveis, frequentemente o fungo nao produz suas estruturas reprodutivas, o
que pode levar a um diagnostico errdneo do agente etiolégico em questdo. Novas
opcdes de identificacdo, como utilizacdo de métodos moleculares, tém sido descritas
para superar as limitagdes dos métodos de identificac@o tradicionais, os quais utilizam
longos periodos de identificacdo, inaceitdveis para a iniciacdo da terapéutica utilizada
principalmente nas infeccdes invasivas . Tornam essencial o desenvolvimento de
métodos especificos, sensiveis , rdpidos e seguros.

Recentemente, diferentes métodos com aplicagdo da biologia molecular tém
sido citados para suprir essas necessidades. A reacdo da cadeia polimerase (PCR) tem
sido uma das mais executadas , uma vez que constitui técnica que permite uma rapida
identificacdo de fungos patogé€nicos causadores de diversas doengas. Essa técnica
também possibilita mostrar uma colecdo de culturas pertencentes a mesma espécie e,
sua relagdo genética 61.62.63.64.

Os fungos crescem rapidamente em qualquer época quando as condig¢des
sao favordveis. Dentro das casas, os fungos se desenvolvem com maior intensidade em
recipientes para depositar lixo, lugares de armazenamento de alimentos, estofados,
papel de parede, cortinas de pano, pordes, ar condicionado, roupas de couro, entre
outros %

Atualmente pouco se sabe sobre a distribui¢do dos fungos dentro das casas,
principalmente qual a concentracdo flingica em alguns materiais de uso constante, e
didrio, que pudessem ser reservatérios importantes e facilitadores de sensibilizacdo, e
desencadeamento de crises alérgicas. Areas tmidas, como chuveiro, frequentemente
abrigam Cladosporim sp.; condicionadores de ar e umidificadores sdo fontes

65,66

importantes de Rhizopus sp., Mucor sp, Aspergillus sp. e Penicilium sp. . Sabe-se
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que maiores exposicdes a esporos de fungos, com contato intenso e proximo, aumentam

o risco do desenvolvimento de crises rinite e de asma persistente, como ja salientado
66,67,68

, .

anteriormente . Porém, é importante ressaltar que existem diferencas entre a
populacao de fungos predominantes no ambiente domiciliar e no ar atmosférico
extradomiciliar ',

Cobertores, edredons, colchdes e travesseiros podem fazer parte dos
reservatorios de alérgenos, entre eles os fungos, que podem causar a sensibilizacdo que
leva a producgdo de IgE e manifestacdes alérgicas. As criancas t&€m maior tempo para a
exposi¢io, caso utilizem estes utensilios .

Os travesseiros sintéticos, muito utilizados no Brasil, sdo um risco para a

31,66 69 . ops
7 . Buttand et al >~ estimaram que um

prevaléncia de fungos e severidade da asma
aumento no uso de travesseiros sintéticos poderia explicar o aumento e 50% da
prevaléncia de sibilos. Considera-se que os fungos se desenvolvem nos leitos e que um
adulto pode produzir 100 litros de suor por ano, durante oito horas de sono a uma
temperatura de 30° C, sendo este um ambiente propicio para o crescimento de fungos.
A contaminagio em travesseiros e acolchoados, jd era uma preocupacdo desde 1936 0
porém poucos estudos existem sobre esta relacdo e o aumento da prevaléncia de asma e
rinites.

A maioria dos pacientes com asma apresenta testes cutdneos positivos no
minimo para um aeroalérgeno, e alguns estudos sugerem que as manifestacoes clinicas
da doenca sdo reduzidas quando adotadas medidas de controle ambiental, que diminuam
a exposicao alergénica, porém é tema controverso 1470,

Apesar de existirem dados conflitantes sobre a efetividade do controle
ambiental na crianca jd sensibilizada, a maioria dos estudos € oriunda apenas de andlises
de determinado aspecto do controle do ambiente com medida isolada, nem sempre
refletindo o que ocorre no mundo real do paciente. Assim, a redugdo da carga alergénica
intradomiciliar pode constituir a primeira medida de prevengao e, portanto, é importante
o desafio de criar um ambiente livre, ou pelo menos com concentracdes nao
sensibilizantes de alérgenos nas residéncias dos pacientes 8 Além disso, muitas
pesquisas sdo insuficientemente controladas, uma vez que algumas apresentam amostra
de tamanho reduzido e outras analisam medidas ndo suficientemente agressivas para
reduzir a exposicdo’>">’*. Na prética clinica, raramente se conseguem resultados

satisfatérios, em qualquer tratamento de alergia respiratéria, em que o controle

ambiental ndo seja parte integrante e ativa. O conhecimento de quais alérgenos causa
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hipersensibilidade ao paciente e daqueles que se encontra em maior quantidade no
habitat do asmatico, tem sido de fundamental importancia na educacio sobre a doenca e
na orientacdo sobre controle ambiental 576 O revestimento dos colchdes e travesseiros
com material impermedvel é possivelmente a medida de controle ambiental mais
importante e simples, visto que ja estd comprovado ser estes locais os maiores
reservatdrios de dcaros domésticos >"7® |

Como citado anteriormente, a exposi¢do precoce aos alérgenos de fungos e
dcaros da poeira doméstica, € considerada crucial para a sensibilizacdo. De maneira
oposta, a interrup¢do do processo de sensibilizacdo primdria a agentes inalaveis pode
protelar ou prevenir o aparecimento de doencas alérgicas . Os primeiros meses de vida
parecem ser um periodo de vulnerabilidade & sensibilizacdo das criancas quando
expostas a alérgenos domiciliares, principalmente da poeira doméstica A adogdo de
medidas preventivas, evitando-se a exposicdo e consequentemente a sensibilizacdo dos
individuos com alto risco ao desenvolvimento de sintomas alérgicos, pode reduzir os
gastos com estas doencas, e garantir melhor qualidade de vida.

Apesar de todas as evidéncias citadas, a importancia dos fungos na
etiopatogenia das doencas alérgicas respiratérias é frequentemente subestimada, uma
vez que existe dificuldade em se padronizar extratos, quer para testes cutineos, quer
para dosagens séricas de IgE especificas T8l

Com base em estudos que tiveram grande repercussdo na literatura médica
cientifica, foram propostas e desenvolvidas baterias de testes com extratos
padronizados, para identificar pacientes sensibilizados a distintos alérgenos, entre eles
os fungos que, entretanto, apresentam variacdes geogrificas, e podem ndo ser
representados, nestas baterias, aqueles que sensibilizam pacientes, mas nao foram
incluidos nos estudos de maior repercussao.

Testes cutaneos de alergia para diagndstico de doencas mediadas por
anticorpos IgE constituem método sensivel para deteccdo de sensibilizacdo a alérgenos.
Podem ser realizados por técnica percutinea ou intradérmica. Um teste positivo é
funcdo da presenca do anticorpo IgE, da liberacio de mediadores quimicos dos
mastocitos, da reatividade da pele a histamina e da quantidade de alérgeno usada. Junto
a uma histéria clinica cuidadosa, os testes cutaneos sdo Uteis para determinar a natureza
alérgica dos sintomas dos pacientes, avaliar o grau de sensibilidade, estabelecer causas

especificas dos seus sintomas e dirigir o tratamento por meio de medidas para reduzir a
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exposicdo aos alérgenos e na selecdo do antigeno relevantes para o tratamento de
alergias >**% |
Considerando-se o estilo de vida que favorece a sensibilizacdo alergénica e a
ocorréncia de alérgenos em locais pouco pesquisados, além do cardter epidemiolégico e
do crescente nimero de pessoas alérgicas, principalmente asma e rinite, torna-se
importante incrementar os estudos visando melhor conhecer a realidade da presenca
fingica no cotidiano das pessoas, particularmente em seu ambiente doméstico. Dessa
forma, estd inserida a presente proposta de pesquisa, de estudar os fungos presentes em
travesseiros, bem como os problemas envolvidos e que podem ser relacionados com a
presenca de fungos neste local, permitindo avangos nestas questdes.
Considerando-se o estilo de vida, as condi¢des ambientais, o tempo de
permanéncia em contato com o travesseiro - maior entre as criangas, o fato de que a
sensibilizacdo é precoce, o presente estudo tem como objetivo avaliar a presenca de

fungos em travesseiros de criangas alérgicas, com rinite e, ou, asma € 0S aspectos

epidemiolégicos envolvidos.
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2.0 - OBJETIVO

Avaliar a presenga de fungos em travesseiros de criancas alérgicas, com

rinite e, ou, asma e os aspectos epidemiolégicos envolvidos.

2.1 - Objetivos especificos

Avaliar a prevaléncia de fungos em travesseiros de pacientes com
diagnéstico prévio de alergia, rinite e,ou, asma alérgica atendidos no
Ambulatério de Imunologia e Alergia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu- UNESP;

Avaliar as condi¢des do ambiente em que estas criangas moram,
bem como dos travesseiros que estavam sendo utilizados ;
Identificar e quantificar os esporos de fungos presentes nos
travesseiros;

Correlacionar os fungos identificados nos travesseiros dos pacientes
com a positividade ao teste de hipersensibilidade cutinea imediata
ja realizados nesta populagdo no Ambulatério citado ;

Verificar a relagdo entre os principais géneros sensibilizantes e seu
potencial alergé€nico nestas criangas;

Realizar a identificacdo molecular pelo sequenciamento génico da
regido de rDNA 5.8S-ITS dos isolados que se mostrarem
particularmente importantes como indutores de processos alérgicos

e,ou , pela dificuldade ou novidade micolégica .




28

Sujeitos e métodos

3.0 - SUJEITOS E METODOS

3.1 - Sujeitos

Foram avaliados 238 prontudrios de criangas com rinite e, ou, asma, com
teste alérgico positivo e residentes na cidade de Botucatu, no periodo compreendido
entre Olde setembro de 2005 a 31 de agosto de 2006. A identificacido ocorreu a partir
do livro de registro do Ambulatério de Imunologia e Alergia do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Botucatu e dos seus respectivos prontudrios.

Dos 238 prontudrios consultados, 13 (5,46%) tinham teste alérgico positivo
para fungos e destes, 10 foram encontrados no endereco que constava no prontudrio.
Assim, fizeram parte do estudo todos os 10 pacientes da cidade de Botucatu, com
diagnéstico prévio de alergia respiratdria- rinite e, ou, asma, atendidos no ambulatério
de Imunologia e Alergia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu- UNESP , com teste alérgico positivo para fungo.

Todos os pacientes ou responsdveis que concordaram em participar do
estudo, foram entrevistados, através de visita domiciliar, sobre os aspectos do ambiente
domiciliar (anexo I) como forma de identificar possiveis fatores de risco e, em seguida
foi coletado o travesseiro.

Quanto a avaliagdo do controle ambiental, foi utilizado o Guia de Avaliacdo
Ambiental do Alérgico, criado pelo Centro de Orientagdo em Rinite Alérgica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo
(CORA), integrado no anexo I ¥ 0 qual consiste em um formulério construido para
avaliar o ambiente do domicilio do asmaético, onde se encontram perguntas variadas
sobre agravantes ambientais da asma, tais como a presencga de carpete, de cortina, de
tapete, aspectos relativos a cama, e se esta possui acessorios inadequados como
almofadas, bichos de pelicia ou cobertor que solta pelos. H4 também questdes sobre o
ambiente: se é arejado, Umido, ou com manchas de mofo nas paredes. Ainda é
verificado se alguém fuma no domicilio, se hd convivio com animais, se hd plantas com
xaxins, e ainda outros possiveis agravantes ambientais. Através de questdes
semelhantes podem ser avaliados o quarto e a sala que sao as dreas do domicilio onde o
paciente com asma permanece por maior tempo. Esse formuldrio permite que o
entrevistador, estando no domicilio do paciente, detecte e anote os agravos ambientais

observados. Isso é importante porque reforca a veracidade das informacdes obtidas,
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uma vez que a entrevista foi realizada na casa do paciente, e o entrevistador pdde
observar e avaliar o ambiente e a resposta do familiar simultaneamente.

Cada questdo traz quatro alternativas. As maes, ou responsdveis pelas
criangas, escolhem uma das alternativas e o entrevistador, observando o ambiente,
confirma, ou nao, a resposta. H4, no final de cada parte, um espaco destinado ao
registro do total de pontos obtidos. O mesmo se observa no final do formuléario, onde se
registra o total de pontos resultante da soma de todas as partes. Criou-se, a partir dai,
um escore, variando de 0 a 50. De 0 a 15 pontos, o ambiente € tido como adequado;
acima de 15 pontos, o ambiente é considerado como inadequado. Para ser avaliado
como ambiente adequado, o quarto de dormir e a sala do domicilio deveriam estar
livres de carpetes, cortinas, tapetes, almofadas, animais e irritantes das vias aéreas, e
apresentar travesseiro com capa, cobertor, quando existente, do tipo edredom, moéveis
essenciais (cama, guarda-roupa) e teto sem umidade. Essas caracteristicas resultam em
uma soma menor que 15 pontos. Por outro lado, no ambiente inadequado, a presenga
desses agravos excede os 15 pontos. Assim, quanto menor o total geral da pontuacio,

menor o indice dos possiveis fatores desencadeantes de asma presentes no ambiente.
3.2 - Métodos

3.2.1 - Coleta dos travesseiros dos pacientes
Os travesseiros foram coletados nos domicilios e imediatamente
substituidos por um novo fornecido pela pesquisadora.

Os travesseiros utilizados pelas criancas foram coletados e colocados em
saco plastico estéril e, foram transportados até o Laboratdrio de Biologia de Fungos do
Departamento de microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu —
UNESP, onde foram analisadas as condicdes de limpeza, tipo de espuma, tipo de capa,
e em seguida aspirados para andlise microbiolégica, sempre no mesmo dia da coleta (
Figural).

Os travesseiros foram retirados dos sacos pldsticos e colocados em camara
de fluxo laminar, onde foram aspirados, com amostrador de ar MAS-100NT® - Merck
por cinco minutos na sua parte externa e, posteriormente foram abertos com tesoura
estéril e aspirada a sua porcdo interna, por igual tempo. Para cada travesseiro, foram
utilizadas seis’ placas — trés para 4rea externa e trés para drea interna, contendo trés

meios de cultura diferentes.
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Para controle do aspirado, apds aspiracdo de cada travesseiro, era aspirado o
ar da capela de fluxo, para descartar qualquer contaminagdo que nao fosse oriunda do
travesseiro.

Os meios de cultura utilizados foram Dichoran Rose Bengala
Choramphenicol Agar ( DRBCA), Sabouraud Dextrose Agar ( DAS) e Batata Dextrose
Agar (BDA)® |

Empregou-se um amostrador microbiolégico de ar da marca MERCK
denominado MAS-100, um instrumento do tipo impactador, que aspira 100 litros de ar
por minuto, através de uma placa perfurada. O ar aspirado, que contém as particulas
presentes nos travesseiros, atingiu diretamente a superficie de uma placa de petri, que,
apds o ciclo da coleta ter-se completado, 5 minutos, foi retirada, selada com filme

plastico e colocada em estufa a 25°C por um periodo de 4 a 7 dias.

Figura A Figura B
Figura 1-A - Condicdes de amostragem dos travesseiros em capela de fluxo laminar,
com o amostrador modelo — MAS-100 para coleta dos fungos e o método utilizado,

cujo detalhe esta apresentado na Figura 1-B.

3.2.2 - Travesseiros controle
Como controle do estudo foram utilizados trés travesseiros novos, que foram
comprados em lojas da cidade de Botucatu.
= Controle 1 — Travesseiro com enchimento de espuma flocada
revestido de tecido 82% algoddo e 18% poliéster, segundo o
fabricante — antimofo, antidcaro e antialérgico. Este foi o tipo de
travesseiro entregue aos pacientes em substituicdo ao que nos foi

cedido .
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= Controle 2 - Travesseiro com enchimento de espuma compacta
revestidos de tecido de 100% algoddo, segundo o fabricante —
antimofo, antidcaro e antialérgico.

= Controle 3 - Travesseiro em viscoeldstico , tipo NASA revestidos de
tecido de a 82% algodao e 15% poliéster , segundo o fabricante —

antimofo, antidcaro e antialérgico.

3.2.3- Cultivo, contagem das colonias e identificacio dos fungos

As placas com os meios de crescimento de fungos foram incubadas, em
média, durante 4 a 7 dias a temperatura de 25 1°C. Apds o periodo de incubagdo,
procedeu-se a andlise das placas, bem como a contagem das coldnias por metro
quadrado de travesseiro, utilizando-se de uma lupa binocular, efetuando-se duas
contagens a de fungos filamentosos e a de colonias de aparéncia cremosa - leveduras.
Todo o material foi analisado por dois profissionais e, quando ocorreu discordancia na
analise, foi solicitada uma terceira avaliac@o, por outro profissional habilitado.

A contagem de coldnia foi expressa em unidades formadoras de coldnias por
metro quadrado de travesseiro ( UFC/ m? ), conforme esquema abaixo, considerando-se

as duas areas externas e a area interna .

Area interna
=)

0.42 m?

\

Figura 2 - Modelo utilizado para definicdo das coletas e das UFC m?

Em cada placa, foram selecionadas col6nias de fungos filamentosos e
leveduras com aparéncia macroscopicas diferentes para isolamento. Tais coldnias foram
repicadas para tubos contendo 10 ml de meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar

sélido inclinado. Todos foram colocados em estufa a 25 ° C, por sete dias.
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Ap6s o crescimento dos isolados, as culturas filamentosas foram submetidas
as técnicas de coldnias gigantes e microcultivo, para permitir melhor observacio das

colodnias e de suas estruturas reprodutivas e, assim, poder identifici-los 86,

Cada cepa
foi semeada, com o auxilio de uma agulha de niquel-cromo, em trés pontos da placa de
Petri; estes pontos foram cobertos com laminula esterelizada num angulo de 45° . O
conjunto foi colocado em estufa a temperatura de 25° C por sete dias .ApGs esse
periodo, inativou-se a esporulacdo, adicionando 1 ml de formol ao algoddo e vedando a
placa com fita adesiva durante 24h-48h. O vapor de formol, além de inativar o fungo,
auxiliou na fixacdo das estruturas microscopicas. Apds retirou-se a laminula com
auxilio de uma pinca, uma vez que nela estavam aderidas as hifas e esporos do fungo.
Pingou-se uma gota de corante azul de lactofenol-algoddo e montou-se sobre uma
lamina. Desprezou-se o cubo de dgar e pingou-se outra gota de corante azul e a
recobriu com uma laminula, para visualizar esporos e hifas também estavam aderidos a
lamina. Observou-se em microscopio 6tico Bx60 Olympus® com objetiva de 10, 20 ou
40 X, o tipo e cor da hifa, forma disposi¢cdo e formacdo de esporos e, em seguida,
fotografadas. O material observado foi comparado as descricdes disponiveis na
literatura ®’ . Observaram-se as estruturas reprodutivas ou outras estruturas fungicas
caracteristicas, aspectos das hifas e da parte superior e inferior das coldnias gigantes —
formato, textura, coloracao, esporos.

Todo o material foi analisado por dois profissionais e, quando ocorreu
discordancia na analise, foi solicitada uma terceira avaliacdo, por outro profissional
habilitado. Todas as colonias gigantes e as laminas dos microcultivos foram
fotografadas com maquina digital.

Para a identificacdo dos fungos filamentosos, foi realizada andlise descritiva
das caracteristicas morfoldgicas dos cultivos tendo em vista os seguintes aspectos:
textura, topografia, superficie, cor da coldnia, pigmento, cor do pigmento, tempo de
crescimento e didmetro da coldnia, estruturas do micélio reprodutivo, presenga de
macroconideos ou microconideos, ascocarpos, picnidios e conididforos. Chaves de
classificacdo foram utilizadas para identificacdo das espécies dos géneros filingicos
isolados .

Para a identificagao das espécies de levedura do género Candida isoladas,
utilizaram-se placas com meio cromogénico — Chromagar Candida®, (Probac do
Brasil®, Sao Paulo). Ap6s semeadura da cepa nesse meio, hd alteragdo da coloragdo da

colonia dependendo da espécie de Cdndida isolada. Apds 48 horas de incubacdo a 30-
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370C, é possivel a identificacdo de: Candida albicans, que se torna esverdeada,
Candida krusei, résea, Candida tropicalis, azul-acinzentada, e as demais espécies,
roseo-esbranquicadas. Todos os isolados foram estocados em dgar Sabouraud dextrose a
4°C e subcultivados por um periodo de 24 a 48 horas antes da inoculacdo em meio
cromogénico, CHROMagar ™ Candida (Microbiology, France). O CHROMagar ™
Candida foi preparado de acordo com as instru¢des do fabricante e as placas foram
estocadas a 4°C no escuro. Cada isolado foi subcultivado nesse meio e incubado a 30°C
por 48 horas. A leitura das placas e a interpretacdo dos resultados foram realizadas pela

observacdo da morfologia e da pigmentacdo das colonias *°.

3.2.4- Extracido do DNA genomico

O procedimento de extracdo do DNA descrito a seguir foi feito de acordo com
o protocolo utilizado por McCullough et al 64 com pequenas modificagdes.

Antes da extracdo, os fungos foram repicadas em tubos com agar Saboruraud
dextrose a 25°C por 4 a 7 dias.

Com o auxilio de uma al¢a de platina previamente flambada, foi coletada uma
pequena quantidade de células de fungo, diretamente do meio de cultura sélido. As
células foram ressuspendidas em tubos contendo 1ml de sorbitol 1M e EDTA 125mM
com 500mg glass beads. A seguir, foi colocado em vortex por dois minutos e
centrifugado a 13000g por 10 minutos a 25°C descartado o sobrenadante e
ressuspendido o pellet em 500 ul tampdo extra¢do e protease 20 pl a 65°C em banho-
maria durante toda a noite . Em seguida, foram adicionados 500 ul de acetato de sédio
3M e gelo por duas horas, centrifugado novamente 13000g por 10 minutos a 4°C
desprezado o sobrenadante e lavado o pellet com 500ul de etanol 70% gelado,
novamente centrifugado 13000g por 10 minutos a 4°C, desprezado o dlcool e secado
em estufa. Apods foi ressuspendido em 500 pl de d4gua miliQ (autoclavada) e mantido o

DNA a menos 20°C.

3.2.5 - Tratamento das amostras com RNAse
Ap6s a extracdo do DNA, as amostras foram submetidas ao tratamento com
RNAse. Adicionou-se as amostras 2% do volume da amostra de RNAse e as mesmas

permaneceram em banho-maria a 37° C por 30 minutos.

3.2.6 - Analise do produto em gel agarose
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O DNA extraido apds ser submetido a tratamento com RNAse foi analisado
em gel de agarose a 1%. O gel consiste em 100mL de solucdo de TBE ( 108 g de tris, 55
g de 4cido boérico, 40 mL de EDTA 0,5M, 1L de H,O Miliq, pH 8,0 ) e 1 grama de
agarose. Essa mistura foi dissolvida em forno microondas e, ao esfriar, adicionou-se 0,5
uL. de brometo de etideo para visualizacdo da presenca do DNA. Com auxilio de uma
pipeta, o gel foi carregado com as amostras previamente preparadas. O gel foi corrido
em cuba, em voltagem de 80 mV por 2 horas e, em seguida foi exposto ao
transluminador com luz ultravioleta , fotografado e as imagens armazenadas em

computador - Alpha Mananger®.

3.2.7 - Reacao de PCR

As amostras de DNA gendmica foram submetidas a reacdo de polimerase em
cadeia (PCR) para a amplificacdo enzimatica do DNA. Este processo ocorre in vitro,
através de primers de oligonucleotideos complementar as fitas opostas do DNA
desejado. Os primers utilizados possuiam a seguinte sequéncia de nucleotideos ITS4
:TCCTCCGCTTATTGATATGC e ITS5: GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG . A
reacdo de PCR utilizada foi a seguinte : 4,0 uL. de DNA; 3,0 uL de buffer de PCR; 6 pL.
de DNTP; 12 uL de primer ITS4, 12 pL de primer ITS5; 2,4 unidades da enzima Taq
polimerase; 209,6 uL de dgua MiliQ. Os ciclos do PCR seguiram as seguintes condigdes
: primeira extensdo 94°C por 5 minutos; desmatura¢do 94°C por 1 minuto; anelamento
60°C por 2 minutos; 40 ciclos seguidos por uma extensdo 72°C por 10 minutos em
termociclador Mastercycler gradient eppendorf ® e mantidos a 4°C até o momento da

visualizacao do material no gel de agarose,

3.2.8- Sequéncia do DNA

O sequenciamento de DNA foi realizado no Centro de Genoma Humano da
USP a partir de produtos de PCR e plasmidios utilizando-se o0 ABI3730 DNA Analyser
e, as reacdes de sequenciamento foram feitas utilizando-se BigDye® Terminator V3.1
cycle sequencing Kit. As corridas foram feitas em capilares de 36 cm utilizando o
polimero POP7. As seqiiéncias foram analisadas utilizando-se o software sequencing
analysis 5.3.1, com um alcance, em média de 600 a 700bases.

O produto de PCR foi analisado em gel de agarose para verificar a presenca de

banda tnica, utilizando ExoSap IT®. Apds, foram acrescentados 8ul de PCR, mais
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0,5ul de exonuclease I e mais 1l de shirmp alkaline phosphatase, ap6s foi incubada em
termociclador por uma hora a 37° C e 15 minutos a 80° C e conservado a 4° C. Apés
foram encaminhados em caixa apropriados para o Centro de Genoma da Universidade

Sao Paulo.

3.2.9 - Analise das sequéncias completas.

As sequéncias de nucleotideos correspondentes no formato FASTA, foram
processadas com programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), usando a
ferramenta BLASTEN ( nucleotide sequence against nucleotide database sequences)

disponivel no NCBI. Como critério para identificacio foram examinados todos os

hits” com E- value 0.0 e com identidade acima de 98%.

3.3 - ASPECTOS ETICOS
Todos os pais ou responsaveis pelos pacientes que aceitaram participar do
estudo assinaram termo de consentimento livre e esclarecido (anexo2) que inclui :
autorizagdo para uso do prontudrio, responder a entrevista, doacdo do travesseiros, com
imediato recebimento de outro novo.
Aprovado no Comité de ética em pesquisa da Faculdade de Medicina de

Botucatu — UNESP em 04/12/2006 sob o numero oficio 601/2006- CEP.

3.4 - ANALISE ESTATISTICA

Na anélise estatistica, considerou-se o nivel de significincia de p < 0,05.

Para comparar as unidades formadoras de col6nia quanto ao tempo de
travesseiro categorizado e ao controle, foi ajustado um modelo linear generalizado
assumindo distribui¢do gama e funcdo de ligacdo logaritmica usando PROC GENMOD
do SAS versdo 9.1.

Para estudar associag¢do entre unidade formadora de colonia e o tempo de
travesseiro (ndo categorizado), foi calculada e testada correlacdo de Spearman usando
PROC CORR do SAS versdo 9.1.

Para estudar associac@o entre as varidveis categorizadas (qualitativas), foi

feito o teste de qui-quadrado usando o PROC FREQ do SAS versio 9.1.
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4.0 - RESULTADOS
Foram avaliados 238 prontudrios de pacientes com rinite e, ou, asma, com
teste alérgico positivo e, residentes na cidade de Botucatu no periodo compreendido
entre 01 de setembro de 2005 a 31 de agosto de 2006. A identificacdo destes pacientes
ocorreu a partir do livro de registro do Ambulatério de Imunologia e Alergia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu e dos seus respectivos

prontudrios.

4.1- Aspectos epidemiologicos

A idade média dos pacientes foi de 12,2 anos, com um minimo de 6 anos e
um maximo de 17 .

Dos 238 prontudrios, 13 (5,46%) tinham teste alérgico positivo para fungos e
destes, 10 fizeram parte do estudo. A maioria deles era sensibilizada a mais de um
alérgeno testado, sendo os mais frequentes: Dermatophagoides Farinae, Dermatophagoides
Pteronyssinu , Blomia tropicalis e fungos.

Dos 13 extratos alergé€nicos utilizado nos prick teste, observou-se baixo
percentual de positividade para : Cynodon dactylon, epitélio de cdo, Blatella germanica,
pena mix — galinha, ganso , pato e pombo , pdlen , tabaco e 1a e, em nenhum dos

pacientes foi positivo para epitélio de gato como podemos observar na tabela abaixo.
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Tabela 1 — Distribui¢do dos pacientes

que realizaram teste alérgico por punctura,

segundo extratos alergé€nicos, positividade e média do didmetro das papula. Botucatu,

2010.
Extratos alergénicos Positividade Didametro médio
N % da pdpula

Controle negativo 10 100 1,28
Controle positivo 10 100 3,94
Dermatophagoides farinae 7 70 4,65
Dermatophagoides pteronyssinus 6 60 4,00
Fungos Mix I — Alternaria, Cladosporium, 10 100 4,14
Aspergillus, Penicillium.,

Cynodon dactylon — grama comum 2 20 3,60
Epitélio de cdo 3 30 3,69
Epitélio de gato 0 0 3,72
Pena Mix — galinha, ganso , pato e pombo 3 30 3,70
Blatella germanica — barata de cozinha 4 40 4,20
Periplaneta americana — barata de esgoto 3 30 3,73
Blomia tropicalis 8 80 5,15
Polens 1 10 3,60
Tabaco 2 20 3,60
Epitélio de carneiro - La 1 10 4,2

Quanto ao diagnéstico médico, exceto um deles, todos os demais tinham

rinite, sendo que 50% também tinham asma, como podemos observar na tabela 2.

Tabela 2 — Distribuicdo dos pacientes, segundo diagnéstico médico de gravidade da

asma que constava no prontudrio. Botucatu, 2010.

Diagnostico médico niimero %0

Asma persistente grave e rinite 1 10
Asma persistente moderada e rinite 2 20
Asma persistente leve e rinite 2 20
Asma intermitente 1 10
Rinite 4 40
Total 10 100
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Em relacdo ao

inquérito ambiental,

nenhum ambiente revelou-se

N

inteiramente adequado para pacientes alérgicos, principalmente quanto a presenca

umidade nas paredes, animais que adentram as residéncias, presenca de almofadas e

bichos de peldcia e, principalmente quanto as condi¢des dos travesseiros, que deveriam

estar limpos e com capa antialérgica.

O tempo médio em que os pacientes passam na sala foi de 5,8 horas, com um

maximo de 8 horas e um minimo de 3 horas; ja no quarto, esse periodo é quase que o

dobro, com uma média de 9,1 horas, com um maximo de 12 horas € um minimo de &

horas.

Tabela 3 — Distribuicdo da avaliagdo ambiental, em relagdo a adequacdo do controle

ambiental do paciente alérgico, segundo o guia de avaliacdo ambiental do paciente

alérgico. Botucatu, 2010.

Avaliagdo Quarto Sala
ambiental Adequado Inadequado Adequado Inadequado
(%) (%) (%) (%)
Carpete 100 - 100 0
Tapete 90 10 40 60
Cortina 60 40 60 0
Travesseiro 20 80 0
Colchao 50 50 0 0
Cobertor 50 50 0 0
Bicho pelicia e 60 40 30 70
almofada
Parede 80 20 80 20
Ambiente 60 40 60 40
Animal 40 60 50 50
Irritantes 70 30 40 60
Vasos 10 0 50 50
Moéveis 70 30 20 80
Sofa 0 0 40 60

Os pacientes residiam em nove diferentes regides da cidade de Botucatu

sendo: uma no Jardim Rivieira, uma Jardim Itamaraty, uma Jardim Planalto, dois no
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Bairro Monte Mor, uma no Parque da Cascatas, uma em Rubido Junior, um na Vila

Aparecida, um na Vila Maria e um no Jardim Real.

4.2 — Aspectos relativos aos travesseiros

Os locais das moradias e das coletas dos travesseiros estdo esquematizados

na figura 1, conforme 4rea de abrangéncia das unidades de saiide municipais, bem como

os locais onde foram adquiridos os travesseiros que fizeram parte dos controles.

Figura 3 — Distribuicdo dos locais das coletas e das compras dos travesseiros. Botucatu,
2010.

Quanto as condi¢des dos travesseiros, dois (20%) eram adequados, limpos e
com capas apropriadas; dois (20%) ndo apresentavam capas e o enchimento
apresentava-se com aspecto de sujo; trés ( 30%) estavam com capa inadequada e sujeira

aparente , sendo que dois deles com manchas de bolor, 3 (30%) com capas inadequadas
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e com aspecto de limpo , ja os controles todos tinham capa e nenhum deles apresentava

sujeira aparente apds serem abertos, como podemos observar nas figuras 4 e 5.

Figura 4 — Aspectos de alguns dos travesseiros dos pacientes. Botucatu, 2010.

Figura 5 — Aspectos dos travesseiros controle , segundo descri¢do do fabricante.

Botucatu, 2010.
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Tabela 4 — Distribui¢@o dos travesseiros dos pacientes e dos controles , segundo tipo de

enchimento. Botucatu, 2010.

Tipo de enchimento Paciente Controle
Espuma compacta 5 1
Espuma flocada 2 1
Manta acrilica 2 0
Pena 1 0
Viscoeldstico 0 1
Total 10 3

Anos

Um Dois Trés Quatro Cinco  Seis Sete Oito Nove Dez
Pacientes

Figura 6 - Distribuicdo dos travesseiros dos pacientes, segundo tempo de uso em anos.

Botucatu, 2010.

Em relagdo as condigdes microbioldgicas dos travesseiros, todos estavam

contaminados, tanto na sua area externa como na interna, inclusive os controles, sendo
~ . . Iy 2

que em relagdo ao tempo de uso dos travesseiros, o nimero médio de UFC/m~ de

travesseiro ,somente foi superior para aqueles que estavam em uso por mais de 7 anos,
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tanto na sua area externa (p=0,003) quanto na sua area interna (p=0,0018) , como

podemos observar na tabela 5.

Tabela 5 - Estimativa da carga flngica das dreas internas e externas, obtidas pelas
médias UFC/m” dos travesseiros dos pacientes segundo meios de cultura e tempo de

uso superior a 7 anos dos travesseiros. Botucatu, 2010.

Tempo | Area  Meiosde Média  Mediana Desvio P
( Anos) cultura padrao

SDA 808 970 526,37 0,026
§ BDA 573 160 631,56 0,099
£ DRBCA 240 230 171,32 0,142
<=7 Total 540 453 443,08 0,002
anos SDA 666 150 766,31 0,045
2 BDA 692 40 928,26 0,016
‘§ DRBCA 394 72 219,31 0,001
Total 584 87 637,96 0,018

SDA - Sabouraud Dextrose Agar , BDA - Batata Dextrose Agar , DRBCA - Dichoran Rose Bengala
Choramphenicol Agar

Em relagdo a utilizagdo dos trés meios de cultura, a propor¢io de UFC/m*
foi maior quando se utilizou o meio sabouraud dextrose agar, o qual se revelou superior
ao batata dextrose Agar ( p =0,003) e ao dichoran rose bengala choramphenicol agar (
p=0 0,0005) tanto para a area externa quanto para a interna (p =0,003), e mesmo quando

comparado os travesseiros dos pacientes com os controles.
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Tabela 6 — Distribuicdo das médias UFC/m? dos travesseiros dos pacientes e dos

controles, segundo meios de cultura. Botucatu, 2010.

Meios de Pacientes Controle

cultura Externo Interno Externo Interno P
UFC/m’ UFC/m? UFC/m’ UFC/m’

SDA (a) 621 379 140 93 a>c,a>b

BDA (b) 409 197 176 40 b=c,b<a

DRBCA (¢) 441 228 163 27 b=c,c<a

Total 1471 804 479 160

SDA - Sabouraud Dextrose Agar , BDA - Batata Dextrose Agar , DRBCA - Dichoran Rose Bengala
Choramphenicol Agar .

A média de UFC/m® dos travesseiros dos pacientes, na sua parte externa foi de
1471,5, enquanto na sua parte interna de 803. Nos controles, a média de UFC/m” na sua
parte externa foi de 480 e, na parte interna de 146,6, como podemos observar na tabela

abaixo.

Tabela 7 — Medidas de dispersdo e tendéncia central das médias das UFC/m* dos

travesseiros dos pacientes e dos controles, segundo meios de cultura. Botucatu, 2010.

Travesseiros Area Meio  Média Desvio  Mediana 25 % 75%
padrao
SDA 621 457,86 400 220 970
§ BDA | 416,50 489,60 155 110 740
§ § DRBCA| 434 576,10 150 120 460
'§ SDA 182 153.25 120 70 240
= § BDA 242 365.86 87 70 168
S
= DRBCA| 379 702,10 60 20 130
SDA 140 75,5 150 60 210
§ BDA | 176,67 125,03 120 90 320
'§ § DRBCA | 163,33 46,19 190 110 190
§ SDA 93,3 30,55 100 60 120
§ BDA 40,0 40,0 40,0 0 80
S
= DRBCA| 26,67 23,09 40 0 40

SDA - Sabouraud Dextrose Agar , BDA - Batata Dextrose Agar , DRBCA - Dichoran Rose Bengala
Choramphenicol Agar .
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O modelo linear utilizado revelou uma tendéncia (p =0,05) da maior
ocorréncia de UFC/m® na érea externa e interna dos travesseiros dos pacientes quando
comparado ao controle; porém a diversidade de micro-organismos encontrados nos
travesseiros dos pacientes foi significativamente (p<0,003) superior, tanto na area
externa como na interna, quando comparado ao controle.

Em relacdo a diversidade de espécies flingicas encontradas, detectou-se um
nimero significativamente maior de espécies nos travesseiros dos pacientes, quando
comparados com os travesseiros controle, com 42 e 17 tipos , respectivamente de um
total de 587 ( 85,4%) e 100 ( 14,5%) isolados micro-organismos obtidos ( tabela 8 e na
figura 7).
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Tabela 8 — Distribui¢do percentual dos micro-organismos encontrados nos travesseiros

dos pacientes e dos controles. Botucatu, 2010.

Microrganismo I Paciente Controle Total
Travesseiros N % N % N %
Acremonium sp. 22 3,2 1 0,2 23 3,5
Alternaria alternata 4 0,7 0 0 4 0,7
Alternaria tenuissima 1 0,2 0 0 1 0,2
Aspergillus sp. 15 2,2 0 0 15 2,2
Aspergillus flavus 3 0,4 0 0 3 0,4
Aspergillus versicolor 10 1,5 0 0 10 1,5
Aureobasidium pullulans 30 4.4 0 0 30 4.4
Bactérias 15 2,2 0 0 15 2,2
Bacilos Gram positivos 24 3,5 2 0,3 26 3,8
Bipolaris 11 1,6 3 0,4 14 2,1
Botrytis 7 1,0 2 0,3 9 1,3
Candida albicans 2 0,3 0 0 2 0,3
Candida parapsilosis 74 10,8 31 4,5 105 15,3
Chaetomium sp. 1 0,2 4 0,6 5 0,8
Cladosporium sp. 67 9,7 19 2,8 86 12,5
Curvularia sp. 6 0,9 0 0 6 0,9
Dactylaria sp. 1 0,2 0 0 1 0,2
Dreschelera sp. 22 3,2 0 0 22 3,2
Epicoccum nigruns 7 1,0 1 0,2 8 1,2
Epidermophyton floccosum 1 0,2 0 0 1 0,2
Eurotium amstelodami 1 0,2 0 0 1 0,2
Exophiala sp. 2 0,3 0 0 2 0,3
Fonsecaea sp. 19 2,8 1 0,2 20 2,9
Fonsecaea compacta 1 0,2 0 0 1 0,2
Fusarim sp. 32 4,7 3 0,4 35 5,1
Gliocladium sp. 1 0,2 0 0 1 0,2
Mucor sp. 7 1,0 0 0 7 1,0
Mpycelia sterilia 34 4,9 14 2,0 48 7,0
Nigrospora 14 2,0 1 0,2 15 2,2
Outros 3 0,4 1 0,2 4 0,6
Paecilomyces sp. 18 2,6 4 0,6 22 3,2
Penicillium sp. 80 11,6 9 1,3 89 12,9
Phaeoannellomyces werneckii 2 0,3 0 0 2 0,3
Phoma sp. 18 2,6 0 0 18 2,6
Rhizopus oryzae 9 1,3 0 0 9 1,3
Rhodotorula sp. 1 0,2 0 0 1 0,2
Stachybotrys sp. 0 0 2 0,3 2 0,3
Scedosporium sp. 8 1,2 0 0 8 1,2
Scopulariopsis sp. 7 1,1 0 0 7 1,0
Trichoderma sp. 2 0,3 0 0 2 0,3
Thichosporon pullulans 1 0,2 0 0 1 0,2
Ulocladium sp. 4 0,6 2 0,3 6 0,9
Total 587 85,4 100 14,6 687 100

A taxdnomia esta de acordo com NCBI Taxonimy Browser ( HTTP:// WWW.ncbi.nih.gov/taxonomy/browser )




Micro-

Controle organismos
1 Acremonium sp.

Alternaria alternata
Alternaria tenuissima
Aspergillus sp.
Aspergillus flavus
Aspergillus versicolor
Aureobasidium pullulans
Bactérias
Bacilos Gram positivos
3 Bipolaris

2 Botrytis

Candida albicans
31 Candida parapsilosis

4 Chaetomium sp.

19 Cladosporium sp.
Curvularia sp.
Dactylaria sp.
Dreschelera sp.

1 Epicoccum nigruns
Epidermophyton
floccosum
Eurotium amstelodami

Exophiala sp.
1 Fonsecaea sp.
Fonsecaea compacta
3 Fusarim sp.
Gliocladium sp.
Mucor sp.
14 Moycelia sterilia
1 Nigrospora
1 Outros
4 Paecilomyces sp.

Penicillium sp.

Phaeoannellomyces
werneckii
Phoma sp.

Rhizopus oryzae
Rhodotorula sp.

2 Stachybotrys sp.
Scedosporium sp.

Scopulariopsis sp.
Trichoderma sp.
Thichosporon pullulans
2 Ulocladium sp.

Pacientes

22

15
10
30
15

24
11

22

19

32

34
14

18

18

4

A taxdnomia esta de acordo com NCBI Taxonimy Browser ( HTTP:// WWW.ncbi.nih.gov/taxonomy/browser )

Resultados 46

Figura 7- Distribuicdo das frequéncias dos micro-organismos encontrados nos

travesseiros dos pacientes e nos controles. Botucatu, 2010.
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Em relacdo aos fungos mais frequentemente encontrados nos controles, e sua
ocorréncia percentual nos travesseiros dos pacientes, podemos observar na figura 8 ,
que a Candida parapsilosis foi encontrada em 31% dos controles contra 12,6% dos
pacientes , seguida de Cladosporim sp. 19% contra 11,4% , Mycelia sterilia 14% contra

5,8% e Penicillium sp. 9% contra 13,7% .

Stachybotrys sp.

Ulocladium sp.
Botrytis EControle
Bipolaris EPaciente

Fusarim sp.

Chaetomium sp.

Paecilomyces spp.

Penicillium sp. ]

Mycelia sterilia ; I ]

Clado sporium sp. F —
Candida parapsilosis = T .

0 5 10 15 20 25 30 35

Figura 8 - Distribuicdo percentual dos 11 fungos mais frequentes encontrados nos

controles, e sua ocorréncia percentual nos travesseiros dos pacientes . Botucatu, 2010.

Em relagdo aos fungos, frequentemente encontrados nos travesseiros dos
pacientes, e sua ocorréncia percentual nos travesseiros controle, os micro-organismos
e 0s seus respectivos percentuais encontrados foram: 13,6 % Penicillium sp., 12,6%,
Candida parapsilosis ,11,4%, Cladosporium sp. 5,7% Mycelia sterilia, 5,5% Fusarium
sp., 5,1% Aureobasidium pullulans, 3,8% Dreschelera sp., 3,8% Acremonium sp. ,3,2%
Fonsecae sp., 3,1% Paecilomyces sp., 3,1% Phoma sp. , 2,6% Aspergillus sp. e 2,3%
Nigrospora sp.. Em contrapartida, ndo foram encontrados nos controles: Phoma sp.,
Aureobasidium pullulans, Dreschelera sp., Aspergillus sp. e , exceto Fusarium sp.,
Bacilos gram negativos, Acremonium sp., Fonsecaea sp.,e Nigrospora sp., todos os
demais foram encontrados em percentual bastante superior, como podemos observar na

figura abaixo
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Mycelia sterilia ]

Cladosporium sp. F T ]

Candida parapsiosis T

Nigrospora

Aspengillus sp.

Fonsecaea sp.
Acremonium sp. EJP aciente F]Controle

Dreschelera sp.

Aureobasidium pullulans

Fusarim sp.

;l

Penicillium sp 1

Phoma

Paecilomyces sp

Figura 9 - Distribuicdo percentual dos 13 fungos mais frequentes encontrados nos
travesseiros dos pacientes, e sua ocorréncia percentual nos travesseiros controle.

Botucatu, 2010.

Dos 42 espécies e, ou, outro nivel taxondmico identificados , 31 (73,8%)
podem causar alergia do Tipo I — IgE mediada, segundo dados disponiveis na literatura
atual , como podemos observar na figura 10, sendo que a Mycelia sterilia , apesar de
ter sido excluida desta relacdo, é considerada alergénica com relacio nao estabelecida.
Porém, todos aqueles micro-organismos que foram excluidos sdo patégenos importantes

de diversos tipos de doencas.
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Figura 10 - Distribui¢do das frequéncias dos fungos encontrados nos travesseiros dos

pacientes e nos controles que podem causar alergia do Tipo [ — IgE mediada, segundo

dados disponiveis na literatura %0 Botucatu, 2010

Apesar de o meio de cultura sabouraud dextrose agar ter sido considerado

estatisticamente superior aos demais meios, se tivéssemos utilizado somente este meio

muitos micro-organismos ndo teriam sido identificados, como podemos observar nas

tabelas 8 € 9.

Na tabela 9, podemos observar que 66% dos micro-organismos foram

identificados na parte externa dos travesseiros, sendo 35,4% no meio SDA , 35,7%

80
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BDA e 28,9% DRBCA, enquanto na parte interna foram identificados 34,0% dos micro-
organismos, sendo 42% no meio SDA , 34,0% BDA e 20,0% no meio DRBCA.

Importante observarmos que, mesmo aspirando a mesma drea, muitos
micro-organismos nio foram identificados em todos os meios. Uma variedade e uma
quantidade maior de micro-organismos foram encontradas na drea externa, € os grupos
que cresceram com maior frequéncia neste local foram : Penicillium sp.( 13,4%),
Candida parapsilosis ( 12,7%), Cladosporium sp. ( 9,8%), Mycelia sterilia ( 7,8%) e
Fonsecaea sp. (4,1% ); na parte interna foram: Cladosporium sp. ( 14,5%), Penicillium
sp.( 14,0%), Candida parapsilosis ( 12,5%), Fusarium sp. ( 10,0%) e Aureobasidium
pullulans (7,0% ) .

Assim, foram identificados 40 tipos diferentes de fungos, porém, ao
realizarmos os testes alérgicos e utilizarmos bateria para fungos II, como vimos na
tabela 1, estamos somente testando 15% dos fungos encontrados nos travesseiros, o
que corresponde a : Cladosporium sp. 11,8%, Aspergillus sp. 4,35%, Penicillium sp.
13,8%, Rhizopus 1,4% e Rhodotorula sp ,16%.
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Tabela 9 — Distribui¢do percentual dos microrganismos encontrados na drea externa e

interna dos travesseiros dos pacientes, segundo meios de cultura utilizados. Botucatu,

2010.

Micro-organismo Externo Interno

meios de cultura =g, """BDA DRBCA Towl  SDA  BDA  DRBCA  Total
Acremonium sp. 3 7 2 12 5 4 1 10
Alternaria alternata 1 0 0 1 0 2 1 3
Alternaria tenuissima 0 0 0 0 0 0 1 1
Aspergillus sp. 7 1 5 13 0 2 0 2
Aspergillus flavus 2 0 0 2 0 1 0 1
Aspergillus versicolor 4 2 0 6 1 0 3 4
Aureobasidium pullulans 2 3 11 16 8 2 4 14
Bactérias 5 2 2 9 2 3 1 6
Bacilos Gram positivos 4 9 0 13 6 5 0 11
Bipolaris 2 2 3 7 3 1 0 4
Botrytis 0 0 6 6 0 0 1 1
Candida albicans 1 1 0 2 0 0 0 0
Candida parapsilosis 24 14 11 49 8 8 9 25
Chaetomium sp. 1 0 0 1 0 0 0 0
Cladosporium sp, 12 20 6 38 7 12 10 29
Curvularia sp. 1 2 0 3 1 1 1 3
Dactylaria sp. 0 0 1 1 0 0 0 0
Dreschelera sp. 5 5 7 17 3 2 0 5
Epicoccum nigruns 3 1 2 6 0 0 1 1
Epidermophyton floccosum 1 0 0 1 0 0 0 0
Eurotium amstelodami 0 0 0 0 0 1 0 1
Exophiala sp. 0 0 1 1 1 0 0 1
Fonsecaea sp. 8 6 3 17 1 0 1 2
Fonsecaea compacta 0 1 0 1 0 0 0 0
Fusarim sp. 0 9 3 12 10 7 3 20
Gliocladium sp. 0 0 0 0 1 0 0 1
Mucor sp. 1 5 0 6 1 0 0 1
Mycelia sterilia 11 10 9 30 2 1 1 4
Nigrospora 3 5 4 12 2 0 0 2
Outros 2 1 0 3 0 0 0 0
Paecilomyces sp. 6 2 3 11 4 2 1 7
Penicillium sp. 22 18 12 52 13 9 6 28
Phaeoannellomyces 1 0 0 1 0 1 0 1
werneckii
Phoma sp. 0 4 10 14 1 1 2 4
Rhizopus oryzae 2 1 3 6 2 0 1 3
Rhodotorula sp. 0 0 0 0 0 0 1 1
Stachybotrys sp. 0 1 0 1 0 0 0 0
Scedosporium sp. 1 4 2 7 0 1 0 1
Scopulariopsis sp. 1 1 2 4 1 2 0 3
Trichoderma sp. 0 1 1 2 0 0 0 0
Thichosporon pullulans 1 0 0 1 0 0 0 0
Ulocladium sp. 0 0 3 3 1 0 1 2
Total 137 138 112 387 84 68 40 200

SDA - Sabouraud Dextrose Agar , BDA - Batata Dextrose Agar , DRBCA - Dichoran Rose Bengala

Choramphenicol Agar .
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Na tabela 10, podemos observar que 72% dos micro-organismos foram
detectados e identificados na parte externa dos controles, sendo 36,1% no SDA , 34,7%
BDA e 29,2% DRBCA. Na parte interna, foram identificados 28,0% dos micro-
organismos, sendo 39,3% SDA, 32,1% BDA e 28,6% DRBCA.

O mesmo fato ocorreu como nos travesseiros dos pacientes, onde pudemos
observar que, mesmo aspirando a mesma 4drea, muitos micro-organismos nao foram
identificados em todos os meios. Uma variedade e uma quantidade maior de micro-
organismos foram encontradas na parte externa, os que cresceram com maior frequéncia
na parte externa foram : Candida parapsilosis (22,2%), Cladosporium sp. (16,7%),
Mpycelia sterilia ( 16,7%) , Penicillium sp.( 12,5%); na parte interna, foram identificados
9 grupos de fungos sendo os mais frequentes: Candida parapsilosis (42,9%),

Cladosporium sp. ( 25,0%), Penicillium sp.( 14,0%).

Tabela 10 — Distribui¢@o percentual dos micro-organismos encontrados na drea externa
e interna dos travesseiros controle, segundo meios de cultura utilizados. Botucatu,

2010.

Micro-organismo Externo Interno
Meio de cultura | SDPA BDA DRBCA Total  SDA BDA  DRBCA Total
% % % % % % % %
Acremonium sp. 0 0 0 0 0 1 0 1
Bacilos G positivos 2 0 0 2 0 0 0 0
Bipolaris 0 2 0 2 0 1 0 1
Botrytis 1 0 0 1 1 0 0 1
Candida parapsilosis 8 4 8 16 4 3 4 12
Chaetomium sp. 0 3 1 4 0 0 0 0
Cladosporium sp, 3 3 6 12 3 1 3 7
Epicoccum nigruns 1 0 0 1 0 0 0 0
Fonsecaea sp. 0 1 0 1 0 0 0 0
Fusarim sp. 1 0 0 1 0 2 0 2
Mpycelia sterilia 4 5 3 12 1 1 0 2
Nigrospora 0 0 0 0 1 0 0 1
Outros 1 0 0 1 0 0 0 0
Paecilomyces sp. 2 1 1 4 0 0 0 0
Penicillium sp. 3 5 1 9 0 0 0 0
Stachybotrys sp. 0 1 1 2 0 0 0 0
Ulocladium sp. 0 0 0 0 1 0 1 2
Total 26 25 21 72 11 9 8 28

SDA - Sabouraud Dextrose Agar , BDA - Batata Dextrose Agar , DRBCA - Dichoran Rose Bengala
Choramphenicol Agar
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Tabela 11 - Distribui¢io dos micro-organismos encontrados na drea externa e interna nos

travesseiros dos pacientes , segundo tipo de enchimento. Botucatu, 2010

Micro-organismo Externo Interno

Tipo de enchimento ED EF MA p ED EF MA P

N=5 N=2 N=2 N=1 N=5 N=2 N=2 N=1

Acremonium sp. 7 1 4 1 1 5 3 0
Alternaria alternata 1 0 0 0 0 0 0 3
Alternaria tenuissima 0 0 0 0 0 0 0 1
Aspergillus SP. 7 4 0 1 0 0 2 1
Aspergillus flavus 0 1 1 0 1 0 0 0
Aspergillus versicolor 3 1 0 3 2 1 0 0
Aureobasidium pullulans 8 0 4 4 1 8 5 0
Bactérias 6 3 0 0 3 1 0 2
Bacilos Gram positivos 1 7 6 0 1 7 2 0
Bipolaris 5 0 2 0 2 0 2 0
Botrytis 1 5 0 0 0 1 0 0
Candida albicans 0 0 2 0 0 0 0 0
Candida parapsilosis 24 6 16 3 9 6 3 7
Chaetomium sp. 0 0 1 0 0 0 0 0
Cladosporium sp, 19 9 10 0 16 4 9 0
Curvularia sp. 1 1 0 1 1 2 0 0
Dactylaria sp. 1 0 0 0 0 0 0 0
Dreschelera sp. 2 3 0 1 0 0 0 1
Epicoccum nigruns 1 0 0 0 0 0 0 0
Epidermophyton 0 0 0 0 0 1 0 0
floccosum
Eurotium amstelodami 1 0 0 0 1 0 0 0
Exophiala sp. 9 0 7 1 1 0 0 1
Fonsecaea sp. 0 0 1 0 0 0 0 0
Fonsecaea compacta 2 3 0 1 0 0 0 1
Fusarim sp. 6 6 3 0 6 5 5 1
Gliocladium sp. 0 0 0 0 1 0 0 0
Mucor sp. 6 0 0 0 1 0 0 0
Mycelia sterilia 17 7 5 0 2 2 1 0
Nigrospora 4 0 8 0 0 0 2 0
Outros 3 0 0 0 0 0 0 0
Paecilomyces sp. 6 2 1 2 6 0 1 0
Penicillium sp. 27 5 9 11 4 15 3 6
Phaeceellomyces 1 0 0 0 0 0 1 0
werneckii
Phoma sp. 0 12 0 2 3 1 0 0
Rhizopus oryzae 2 4 0 0 2 1 0 0
Rhodotorula sp. 0 0 0 0 0 0 0 1
Stachybotrys sp. 0 0 0 0 0 0 0 0
Scedosporium sp. 0 3 2 2 0 1 0 0
Scopulariopsis sp. 3 0 0 1 0 2 0 1
Trichoderma sp. 0 2 0 0 0 0 0 0
Thichosporon pullulans 0 0 1 0 0 0 0 0
Ulocladium sp. 2 0 1 0 1 0 0 0
Total 185 83 86 36 70 63 39 25

ED= espuma densa, EF = espuma flocos, MA= manta acrilica, P = pena.
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Em relacdo ao tipo de enchimento dos travesseiros, foram identificados na drea
externa dos travesseiros dos pacientes de espuma densa 185 ( 47,4%) micro-organismos
pertencentes a 29 taxa diferentes, incluindo os identificados até nivel de espécie ou de género ,
e no caso de bactérias , o grupo ; nos de espuma de flocos 83 ( 21,2%) micro-organismos com
20 tipos taxondmicos, nos de manta acrilica 86 ( 22,1%) micro-organismos com 19 diferentes
tipos taxondmicos e no de pena 36 ( 9,2%) micro-organismos com 14 tipos diferentes .J4 na
drea interna com enchimento de espuma densa, foram identificados 70 (35,5%) micro-
organismos, sendo 21 taxa diferentes; nos de espuma de flocos 63 ( 32,0%) micro-organismos
com 17 taxa diferentes nos de manta acrilica 39 (19,8%) micro-organismos com 13 tipos

taxondmicos e no de pena 25 (12,7%) micro-organismos com 14 raxa .

459 ElExterna

Elinterna

30

254

20
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Espuma Densa Espuma Flocos Manta Acrilica Pena

Figura 11 - Distribuicdo do nimero médio dos micro-organismos encontrados nos travesseiros

dos pacientes, segundo drea externa e drea interna. Botucatu, 2010.
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Figura 12 — Distribui¢do percentual do nimero médio dos micro-organismos encontrados nos

travesseiros dos pacientes, segunda drea avaliada: externa e interna. Botucatu, 2010.

Nas figuras 11 e 12, podemos observar que a distribui¢do, segundo drea, depende
do material do enchimento e que ndo existiu um travesseiro ideal em que ndo houvesse
crescimento de micro-organismos ou que esse crescimento se desse exclusivamente na parte
externa o que permitiria uma limpeza mais facil, ou a substitui¢ao das capas.

Se analisarmos o tipo de enchimento e as condi¢des dos travesseiros, os de espuma
em flocos eram os que tinham as piores condi¢des, seguido dos de manta acrilica que nao
apresentavam capas e o enchimento apresentava-se com aspecto de sujo.

Na tabela 12, o niimero de micro-organismos encontrados na parte externa dos
travesseiros controle permite constatarmos que no de espuma densa foram identificados 23
(31,9%) micro-organismos , sendo 6 raxa diferentes; no de espuma de flocos 33 ( 45,8%) micro-
organismos com 8 diferentes espécies, e no de viscoeldstico 16 ( 22,2%) micro-organismos
com 8 espécies diferentes . Na parte interna, constatamos que no de espuma densa foram
identificadas 18 (64,3%) micro-organismos , sendo 7 taxa diferentes; no de espuma de flocos 9
(32,1%) micro-organismos com 3 diferentes espécies, e no de viscoeldstico 1 (3,6 %) micro-
organismos com 1 espécie diferente. E importante lembrar que todos eles, segundo o fabricante

eram antidcaros, anti-mofo e antialérgicos.
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Tabela 12 - Distribuicdo dos micro-organismos encontrados na parte externa e na parte

interna nos travesseiros controles , segundo tipo de enchimento. Botucatu, 2010

Micro-organismo Externo Interno

Tipo de enchimento ED EF % ED EF %
Acremonium sp. 0 0 0 1 0 0
Bacilos Gram positivos 0 2 0 0 0 0
Bipolaris 0 0 2 1 0 0
Botrytis 0 0 1 1 0 0
Candida parapsilosis 6 10 4 6 5 0
Chaetomium sp. 4 0 0 0 0 0
Cladosporium sp. 3 5 3 6 2 0
Epicoccum nigruns 1 0 0 0 0 0
Fonsecaea sp. 1 0 0 0 0 0
Fusarim sp. 0 0 1 2 0 0
Mycelia sterilia 8 2 3 1 0 0
Nigrospora 0 1 0 0 0 0
Outros 0 1 0 0 0 0
Paecilomyces sp. 0 3 1 0 0 0
Penicillium sp. 0 9 0 0 0 0
Stachybotrys sp. 0 0 1 0 0 1
Ulocladium sp. 0 0 0 0 2 0
Total 23 33 16 18 9 1

ED= espuma densa, EF = espuma flocos, V = Viscoelastico ( NASA ).
35+
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Figura 13 - Distribui¢cdo do niimero médio dos micro-organismos encontrados nos travesseiros

dos pacientes na area externa e interna. Botucatu, 2010.
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Figura 14 — Distribui¢do percentual do nimero médio dos micro-organismos encontrados nos

travesseiros controle, segunda drea avaliada: externa e interna. Botucatu, 2010.

Pode-se observar que dos trés travesseiros avaliados, segundo seu enchimento, o de
viscoeldstico mostrou-se com menor crescimento de micro-organismos em ambas as dreas; este
teve menor crescimento interno quer em valores absolutos ou relativos quando comparado aos
demais, como podemos observar nas figuras 13 e 14.

Em relacdo aos travesseiros dos pacientes, o nimero médio de micro-organismos
foi maior que no controle e, no com enchimento com espuma densa, o resultado foi maior em
comparagdo com os demais travesseiros controle. J4 nos com enchimento de espuma em flocos,
na parte externa houve isolamento de maior nimero de micro-organismos se comparado ao
controle com esse mesmo enchimento. Ha que se questionar se o uso, pelo paciente favorece a

alterac@o nas propor¢des de micro-organismos identificados , segundo 4rea externa e interna.

4.3- Identificacao molecular.

A identificagdo molecular, realizada pela amplificacdo e seqiienciamento da
regido de ITS-5.8S rDNA, foi efetuada para oito isolados fingicos selecionados, quer
seja para a confirmacdo da identificacdo micoldgica (métodos tradicionais) previamente
realizada em espécies consideradas representativas ou mais freqiientes, como para a
resolucdo de alguns isolados que apresentaram maiores dificuldades de identificacdo
pelos procedimentos tradicionais. Oito isolados foram entdo processados quanto a

extragdo de DNA e amplificagdo com os primers ITS4/ITS5. O tamanho dos fragmentos
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obtidos foi de cerca de 600 pb (Figura 15), os quais foram purificados e encaminhados
para o seqiienciamento. As sequéncias gé€nicas obtidas foram entdo comparadas pela
ferramenta Blastn, junto as bases de dados (Genbank e outros), e a identidade
taxondmica obtida tomando como base os alinhamentos com maior identidade e baixos
valores de E-value. As taxa obtidos pela identificacio molecular estdo listados na
Tabela 13, juntamente com os respectivos cddigos de acessos da sequéncia com maior
identidade depositada no Genbank. Observa-se que foi possivel a identificacdo em nivel
de espécie para 07 isolados e em nivel apenas de género para 02 isolados. Os aspectos
microscOpicos destas mesmas espécies estdo representados na Figura 16. O método
molecular foi mais eficiente para a identificacdo, pois confirmou a identidade de
algumas espécies, previamente reconhecidas apenas em nivel de género , exceto em um
isolado o qual havia sido inicialmente identificado com Penicillium sp. pelo método

micoldgico tradicional e que mostrou ser Paecilomyces spp.

2000bp 100 b 6 7 8 9

1200
800
400 500 bp
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100

a- Low mass ; b — NO ; 1- Aspergillus versicolor, 2 - Rhizopus oryzae, 3- Alternaria
tenuisima; 4-  Eurotium amstelodami; 5- Penincilium sp.; 6- Paecilomyces spp.; 7 -
Rhodotorula mucilaginosa ; 9 - Alternaria alternata.

Figura 15 - Distribui¢do dos tamanhos dos DNA amplificados, segundo pares de bases dos

fungos. Botucatu, 2010




Resultados 59

Quadro 1- Distribuicdo das cepas dos fungos incluidas neste estudo e a suas sequéncias

de rDNA submetidas ao GenBank e suas respectivas referéncias. Botucatu, 2010.

Gel

Niamero

o N A N R W N -

Fungos

Aspergillus versicolor

Rhizopus oryzae

Alternaria tenuisima

Eurotium amstelodami

Penicilium sp.

Paecilomyces spp.
Rhodotorula mucilaginosa

Alternaria alternata

*Acesso GenBank
Niimero
FJ878627.1
AB 381938.1
FJ878627.1
EU 551200.1
FJ 872070.1
AY753328
AY547285
V82633

Referéncias*

Arabatzis M, Velegraki A
Kitpreechavanich et al.”>
Li, S, YuL?”

Peterson RA, et al **

Lygis V,etal . ®
Castelli MV et al. *°
Chou H et AL ¥’

De Vouge MW et al.

* Obtida do banco de dados GenBank , acesso http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank
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Aspergillus versicolor Rhizopus orvzae Eurotium amstelodami

Alternaria tenuisima Alternaria alternata

Peniciliun sp.

Paecilomyces spp. Rhodotorula mucilaginosa
Figura 16- Fotos dos fungos incluidas neste estudo e que foram sequenciados no Centro

do Estudo do Genoma Humano - USP.Botucatu, 2010.
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Em relacdo a andlise de DNA que foi realizada para algumas espécies, estas o foram
pela dificuldade em caracterizar alguns fungos que ao microcultivo se apresentaram muito
diferentes entre os géneros identificados e em um caso pela dificuldade de avaliagdo . Todas
as cepas de fungos enviadas para o sequenciamento foram confirmadas quanto ao
género, exceto em relagio ao Paecilomyces spp. Em relagdo a espécie, estes se revelaram
diferentes dos que identificamos, com exce¢do Penicilium sp. , Rhodotorula mucilaginosa

e Alternaria alternata.
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5.0 - DISCUSSAO

As pesquisas relacionadas ao reconhecimento das causas do aumento das
doencas alérgicas t€m sido focadas na identificacdo dos genes responsdveis pela atopia,
nos fatores de risco potenciais encontrados no ambiente e nos possiveis fatores de
protecao que poderiam se contrapor ao desenvolvimento destas doencas. Com as
modificagdes ambientais, ocorridas nas ultimas décadas, muitos fatores deixaram de ser
importantes e outros se tornaram mais evidentes, assim, as doengas alérgicas podem ser
consideradas resultados da interacdo entre a exposicdo, a falta de protecdo e as
caracteristicas genéticas de um individuo suscetivel. Mais de 80 géneros de fungos ja
foram identificados como causadores de alergias com reacdo do tipo I- mediada por IgE,
em pessoas sensiveis, enquanto proteinas alergénicas foram identificadas em 23 gé€neros
de fungos™.

Em estudo realizado na Franga, foi observado que proteinas oriundas de
diversos géneros de fungos, presentes nos domicilios de asmaticos, eram responsaveis
por 14,6% de sensibilizacdo dos individuos, precedida pelos dcaros da poeira doméstica
e de epitélios de animais, evidenciando assim a importancia dos fungos na patogé€nese
das doencas alérgicas 38,

No Brasil, a frequéncia de testes positivos para fungos varia de 2,2% a 33%, e
no presente estudo foi de 5,5% , diferentemente do encontrado por Croce et al. 7 ho
ano de 2003, nesta mesma cidade, mas em outro servico, que foi de 57% . Outro estudo
para avaliar hipersensibilidade ao mofo, realizado no Estado de Sdo Paulo 5 2,
demonstrou baixa frequéncia de positividade aos testes alérgicos para fungos, utilizando
extratos de Aspergillus sp. , Cladosporium sp. , Penicillium sp., Rhizpopus sp. € Mucor
sp. , em pacientes com asma e, ou, rinite, apesar de nos pacientes com asma os indices
terem sido discretamente mais elevados (7,3%) do que nos pacientes com rinite isolada
(5,8%). Essa baixa positividade encontrada neste estudo, e na maioria descrita na
literatura, pode ser explicada pela elevada diversidade dos extratos de fungos
empregados, quer seja pela sua composicdo protéica, quer seja pela variabilidade entre
os lotes, ou pelo modo de preparacdo dos extratOos — esporos ou micélios, ou ainda
pelo fato de as baterias de testes alérgicos serem limitadas a alguns fungos e estes
podem ndo representar aqueles aos quais os pacientes estejam sensibilizados **'°.

O nivel de exposicdo aos alérgenos ¢ um dos fatores de risco para o

. ey eqe - 101
desenvolvimento da sensibilizacdo, entre outros fatores ot
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Quanto a sensibiliza¢do aos outros alérgenos utilizados na realizac@o de teste
cutaneo no nosso estudo, com excecdo do epitélio de gato, todos os demais estavam
presentes, com maior percentual de positividade para Blomia tropicalis (80%),
Dermatophagoides farinae (70%) e Dermatophagoides pteronyssinus (60%)
Corroborando o encontrado, no Brasil, estudos epidemiolégicos vém demonstrando a
prevaléncia maior de duas espécies de acaros: Blomia tropicalis 1026 Dermatophagoides

. 103,104,1
pteronyssinus 10+

, que se modificam dependendo das condi¢des climéticas, da
umidade, da temperatura e dos fatores nutricionais do ambiente. Oliveira et al. (1994)
relatam que o principal alérgeno envolvido no desencadeamento de crises asmaticas € a
poeira domiciliar . Segundo Castro ', 85% dos pacientes com alergia respiratéria
relatavam o agravamento de suas crises em contato com poeira doméstica e, neste
mesmo estudo, encontraram-se provas imunoalérgicas de leitura imediata positiva em
80% dos pacientes para os seguintes antigenos: Dermatophagoides pteronyssimus,
Dermatophagoides farinae e Blomia tropicalis . Em Belo Horizonte, os mais frequentes
foram Dermatophagoides farinae, Glyciphagus domesticus e o Dermatophagoides

107 . .
. Os achados dos estudos citados, e os resultados da nossa pesquisa

pteronyssinus
demonstram a importancia da poeira doméstica, e do Dermatophagoides pteronyssimus,
na fisiopatologia da rinite alérgica em nosso meio.

A influéncia da exposicdo a alérgenos ambientais, tanto na sensibilizagdo
como na inducdo de sintomas, tem sido extensamente estudada. O processo de
sensibiliza¢do pode ou ndo estar associado ao aparecimento de sintomas clinicos, mas
varios estudos mostraram o0s riscos de exposicdo a aeroalérgenos na sensibilizacdo e no

. : ~ . s o 1081
desenvolvimento de manifestagdes clinicas das doengas alérgicas 08109

1. "% em 1999, avaliaram os efeitos de vérios fatores ambientais na

Peat et a
incidéncia e gravidade da asma, e concluiram que a exposicdo aos alérgenos
domiciliares se constitui no maior indutor de manifestacdes alérgicas, principalmente a
asma

No presente estudo o inquérito ambiental revelou que em nenhuma das casas
foi verificado controle ambiental adequado, em ambos os ambientes avaliados — quarto
e sala, o que sugere que as técnicas educativas utilizadas no atendimento, que vém
sendo realizadas no Ambulatério de Alergia, e que pudessem trazer algum beneficio
para estes pacientes , ndo estdo sendo seguidas. Talvez acreditem que fazendo uso de

medicamentos, problemas ambientais ndo pudessem influenciar na frequéncia do

aparecimento dos sintomas alérgicos. Apesar de existirem dados conflitantes sobre a
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efetividade do controle ambiental na crianca ja sensibilizada , a maioria dos estudos €
oriunda apenas de andlises de determinado aspecto do controle do ambiente, como
medida isolada, nem sempre refletindo o que ocorre no mundo real do paciente. Além
disso, algumas pesquisas sdo insuficientemente controladas, uma vez que algumas

apresentam tamanho amostral reduzido e outras analisaram medidas ndo

72,73,78,111 1 112

suficientemente agressivas para reduzir a exposicdo Sakaguchi et a
mostraram que os niveis de alérgenos do dcaro da poeira doméstica no ar , no quarto
,durante o sono, é 10 vezes maior do que durante as atividades didrias normais nas salas

de estar. J4 Custovic et al.”®

demonstraram uma forte correlagdo entre a cama e niveis
de dacaros domésticos como marcadores de severidade da asma, demonstrando a
importancia do ambiente doméstico, e da condi¢gdo da cama e dos utensilios nela
utilizados, na sensibilizacdo de pessoas para alérgenos ambientais.

E importante ressaltar que, na maior parte da literatura consultada, as
medidas de controle ambiental devem fazer parte do tratamento do paciente alérgico,
como forma de reduzir tanto a intensidade das crises como o espaco de tempo entre
elas; o controle ambiental requer educacdo e um plano completo para diminui¢dao da
exposicdo alergénica no domicilio, e medidas isoladas t€m menor probabilidade de
serem eficazes. Entre estas medidas estd a orientagdo para colocacdo de travesseiro,
colchdes, entre outros, ao sol, porém esta recomendacdo ¢ contraditéria quando se pensa

- 113
em fungos , uma vez que Segvic et al.

, em 2006, relataram que a radiacdo solar pode
apresentar efeitos deletérios sobre alguns fungos, porém para outros, como € o caso de
Alternaria sp. e Cladosporium sp., podem ter sua liberacdo aumentada em condicoes de
alta radiac@o. Ainda, estudos controlados conduzidos com Alternaria sp. mostraram
que, mesmo que haja uma queda da viabilidade, ou metabolismo dos esporos, devido a
exposicdo a luz ultravioleta, ndo existe diminuicdo da liberacdo de alérgenos, o que
também ressalta a importancia da utilizacdo de metodologia que amostre esporos
independentemente da viabilidade ''*.

A contaminagdo em travesseiros e acolchoados, ji era uma preocupacgio
desde 1936 "°, porém poucos estudos existem sobre esta relagio e o aumento da
prevaléncia de asma e rinites. No presente estudo, todos os travesseiros que avaliamos
estavam contaminados, tanto na area externa como na interna, inclusive os controles,
que foram vendidos como antialérgicos, antidcaros e antimofo.

Observamos, ainda, que o tempo de uso dos travesseiros em relagdo ao

nimero de unidades formadoras de coldnia por metro quadrado, somente foi
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significante para os travesseiros com idade de uso superior a sete anos. Na literatura
consultada, ndo foi encontrado nenhum artigo que discutisse esta relacdo, somente
Woodcock et al. 66, também utilizaram em seus estudos travesseiro com tempo de uso
que variavam de 18 meses a 25 anos, porém nenhuma referéncia sobre a relacio quanto

113 , estudando o efeito das

ao tempo de uso dos travesseiros foi citada. Siebers et a
capas impermedveis em travesseiros e analisadas apds seis semanas de uso, observaram
uma redugio da presenca de B-(1,3) — glucano, o que pode ser de relevancia clinica
para asmadticos, porém estes resultados ainda s@o questiondveis, quer pelo pequeno
periodo avaliado, quer pelo pequeno nimero de travesseiros avaliados. Nio
encontramos estudos que sugerem a periodicidade de troca de capas ou travesseiros, na
literatura consultada.

Em relacdo aos trés meios de cultura utilizados e o nimero de unidades
formadoras de colonias produzidas, podemos observar nas tabelas 5 e 6, que o meio
SDA foi superior quando comparado aos demais meios, mas eles se revelaram iguais
estatisticamente, tanto para os travesseiros controle como para os dos pacientes, porém,
,como podemos observar na tabela 9, se tivéssemos optado somente por um ou por
outro meio, muitos micro-organismos ndo teriam sido identificados. Sabemos que é
bastante diversificada a literatura especifica com relagdo aos meios de cultura, mas,

116
Gava

em 2002, assim como o encontrado no nosso estudo, recomenda que, para
realizar a quantificacdo de fungos anemofilos, devemos utilizar sempre mais de um
meio de cultura, e os mais indicados sio o DRBCA e o SDA, sendo que o DRBCA deve
ser utilizado em situacdes de alta concentracdo de bactérias e fungos de crescimento
rdpido que possam comprometer a avaliacao.

No nosso estudo, o meio DRBCA teve o mesmo desempenho que o
observado em outros estudos, como o desenvolvido por King et al.'"” Este resultado era
esperado devido a composicdo do meio, que tem como inibidores a rosa bengala e o
dicloran que restringem o tamanho das coldnias e o cloranfenicol como inibidor de
bactérias. J4 o meio BDA foi o que apresentou o pior desempenho. Este fato pode ser
justificado uma vez que o meio BDA possibilita o crescimento de grande nimero de
espécies fungicas, muitas delas com crescimento rdpido e confluente como: Mucor sp.,
Rhizopus sp., Aureobasidium sp. , o que dificulta o crescimento e, ou, visualizacdo de

outros géneros fungicos. O observado no presente estudo difere daquele realizado por

Croce et al.'” em 2003 que utilizou somente 0 meio BDA, justificando o seu uso por
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comodidade no preparo e menor indice de contaminagdo e por, em estudo anterior, nao
ter encontrado diferenca entre os meios utilizados.

Em relacdo a média de UFC/m? nas dreas , esta revelou-se com tendéncia de
maior ocorréncia na 4rea externa, quando comparada a drea interna, tanto nos controles
quanto nos pacientes, sendo que trés travesseiros eram novos e dois destes estavam
com capa recomendada para alérgicos. Em um estudo com criancas de nove a 18 anos
de idade, em San Diego — Califérnia, EUA, a exposi¢do de esporos de fungos resultou
num aumento de 10 a 30% nos sintomas, para cada 1000 esporos por m’ de ar °. Além
disso, as epidemias sazonais de asma tém sido relatadas na Inglaterra, e na Nova
Zelandia, durante periodos de alta contagem de esporos, e niveis elevados de
ascomicetos tém sido associados com asma epidémica na Inglaterra "

Embora a contaminacio dentro dos travesseiros tenha sido menos frequente,
mesmo nos novos, € naqueles com capas apropriadas, a melhoria do ambiente para
pacientes alérgicos realizada nos travesseiros sdo limitadas, principalmente porque os
travesseiros novos que foram analisados, ditos antimofo, antidcaros, também estavam
contaminados. Corroborando o encontrado, varios estudos de intervencdes ambientais
para os pacientes t€m sido relatados, e embora os efeitos sobre os a diminuicdo dos
niveis de alérgenos sejam confirmados, as implicacdes clinicas permanecem
controversas ''®!'"*!12° Dois estudos''®'"? ndo apresentaram redugdo de sinais e sintomas

utilizando capas apropriadas, embora em um estudo

os autores observaram que
encapando colchdes e travesseiros o uso de corticdides inalatérios foi diminuido.
Nambu et al. em 2008'*' concluiram que os controles ambientais para os travesseiros
quanto a dcaros, que foram utilizados no seu estudo, foram pouco eficazes para fungos,
e uteis apenas para prevengao de dcaros no seu interior.

Devemos lembrar que fungos sd@o importantes para as doencas alérgicas 6.
2933 embora a detecgio de IgE especifica para fungos em pacientes alérgicos seja muito
menos frequente do que para 4caros, porém os fungos podem penetrar através das capas
impermedveis e, mais do que isso, manter-se sobre elas , mas poucos estudos t€m
investigado a contaminagdo de fungos em travesseiros e colchdes, e maneiras eficazes
de combaté-los.

A gravidade das doencas alérgicas, principalmente da asma em adultos, esté
relacionada com a sensibilizacdo e persisténcia do estimulo antigénico de fungos, em

pacientes com esta doenca, por longos periodos, em que diferentes graus de

. o 122,12 . .o
bronquiectasias sdo comuns '**'*. Nestes pacientes, a colonizagdo por fungos, e sua
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germinacdo, podem ser um dispositivo de estimulo antigénico, como consequente
inflamacdo persistente das vias aéreas. Exposicdo durante o sono por causa da
contaminag@o fungica dos travesseiros e dos colchdes pode iniciar ou conduzir o
processo. A maior concentracdo de casos de asma inicia-se na infincia, sendo que foi

124
encontrado por Lowe et al.

em 2002, um grande nimero de provas de funcdo
pulmonar anormal em uma grande parcela de criangas com trés anos, com histdrico
familiar de alergia. Isto implica que a lesdo pulmonar existente, no inicio da vida, pode
levar ao desenvolvimento de asma. Produtos fingicos em travesseiros, almofadas e
colchdes podem danificar as vias aéreas em um momento delicado do seu
desenvolvimento.

Chew et al. '**

observaram em seu estudo pouca correlagdo entre reservatério
e os niveis de fungos no ar, e concluiram que a exposi¢do direta, através de contato
com os travesseiros e colchdes contaminados por fungos possa ser mais importante do
observado até o momento.

Em todos os travesseiros avaliados no presente estudo, encontramos fungos
alergénicos, sendo que em relagdo a diversidade de micro-organismos, esta foi bem
superior na 4rea externa dos travesseiros quando comparadas a drea interna, tanto para
os dos pacientes como para os controles. Os fungos mais frequentes nos travesseiros
controle também o foram, via de regra, nos dos pacientes, e ndo podemos afirmar que
este fato ndo decorra de contaminagfo prévia, sendo os demais fungos introduzidos no
microambiente ao longo da convivéncia com o usudrio. Todos os demais fungos
encontrados no nosso estudo foram encontrados em percentual bastante superior aos
observados na literatura consultada. No estudo de Nambu et al., foram mais frequentes:
Cladosporium spp, Penicilium sp, Alternaria alternata, Aspergillus spp e no de ,
Woodcock et al., encontraram como mais frequentes : Aspergillus fumigatus (100%),
Aureobasidium pullulans (60%) e Rhodotorula mucilaginosa (60%) , com excegdo de
Penicillium sp. (60%), Cladosporium spp. (60%) que também foram encontrados em
percentual elevado no nosso estudo. Ndo encontramos, na literatura consultada, nenhum
estudo que tenha utilizado travesseiros novos como controle assim, ndo dispomos de
dados comparativos.

Importante ainda, foi observarmos que, mesmo aspirando a mesma &rea,
muitos micro-organismos ndo foram identificados em todos os meios. Uma variedade
e uma quantidade maior de micro-organismos foi encontrada na parte externa, e os que

cresceram com maior frequéncia foram : Penicillium sp.( 13,4%), Candida parapsilosis
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(12,7%), Cladosporium sp. ( 9,8%), Mycelia sterilia ( 7,8%) e Fonsecaea sp. (4,1% );
na parte interna foram: Cladosporium sp. ( 14,5%), Penicillium sp.( 14,0%), Candida
parapsilosis ( 12,5%), Fusarium sp. ( 10,0%) e Aureobasidium pullulans ( 7,0% ) . Os
fungos citados sdo amplamente distribuidos no mundo e dados de coletas de fungos
anemofilos na atmosfera brasileira, apesar de mais raros, sdo realizados desde 1958 e
confirmam a relevancia desses géner0s33.

Exposicdo a fungos ocorre primariamente em ambientes externos, mas eles
penetram em interiores e colonizam materiais ali encontrados, resultando em exposicio
domiciliar e ocupacional. Como sao nutrientes para dcaros, a contaminagao por fungos,
dentro das residéncias, aumenta a populagdo daqueles, como consequéncia temos
aumento no nimero de alérgenos, com risco de multipla sensibilizag:ﬁo3 ’,

Os principais fungos alergénicos sdo: Alternaria sp. Aspegillus sp.,
Aureobasidium sp., Botrytis sp., Cephalosporium sp., Cladosporium sp., Curvularia sp.,
Drechelera sp., Fusarium sp., Gliocladium sp., Helminthosporium sp., Paecilomyces
sp., Penicillum sp., Phoma sp., Scopulariopis sp., Stachybotrys sp., Trichoderma sp.,
Trichophyton sp., Trichothecium sp., Ulocladium sp., Saccharomyces sp., Candida spp.,

Epicoccum sp. e Stemphylium sp. 36,126

, sendo que os de maior importincia, até o
momento, o Cladosporium, o Alternaria sp.,0 Penicillium sp. e o Aspergillus sp.; € 0s
alérgenos mais bem conhecidos sdo os provenientes de Cladosporium herbarium ( Cla h
1 e Cla h 2), Alternaria alternata ( Alt a 1) e Aspergillus fumigatus ( Asp f 1) 127

A identificac@o correta destes agentes ndo € tarefa simples, havendo muitas
divergéncias entre os diferentes laboratérios. Dessa forma procuramos neste trabalho
introduzir as metodologias de identificacdo molecular, as quais vém mostrando-se
promissora neste campo.

A andlise do DNA realizada para algumas espécies, neste estudo , estas o foram pela
dificuldade de se identificar alguns fungos , ou em relacdo a espécie ou gé€nero, que ao
microcultivo se apresentaram muito diferentes entre os géneros até entdo identificados e, em
um caso pela dificuldade de avaliagio . Todas as cepas de fungos processadas
molecularmente foram confirmadas quanto ao género, exceto em relagdo Paecilomyces
spp. Além disso, possibilitou a identificacdo até o nivel de espécie de seis dos oito
isolados, confirmando o potencial desta tecnologia. Serviu também, para indicar que a

micologia tradicional realizada para os demais isolados deste estudo, encontra-se dentro

de uma margem de erro aceitdvel para este tipo de trabalho, que foi de 87,5% .




69

Discussdo

Técnicas de identificacdo molecular, normalmente baseadas na reagdo da
cadeia de polimerase ( PCR), tem sido uma das mais executadas , uma vez que permite
uma rdpida identificag¢@o de fungos patogénicos causadores de diversas doeng;as(’l’&’63 o
Os resultados de diferentes laboratérios podem ser diretamente comparados, e a
publicacdo de sequéncias e sua deposicdo em databases eletronicas facilitam a
confirmacdo de resultados 128

Antes de 1990, pouco se sabia sobre os alérgenos relevantes da Alternaria
alternata, hoje 13 alérgenos deste fungo estdo identificados > Dos géneros citados, a
Alternaria sp. ¢ o mais correlacionado com o desenvolvimento, persisténcia e
severidade da asma, sendo que até 70% dos pacientes alérgicos a fungos possuem teste
cutaneo positivo para esse génerom. Finalmente, a sensibilizacdo a fungos tem sido
associada a graves e, potencialmente, fatais episédios de asma; além disso, a inalacdo
direta de Penicillium sp. e Alternaria sp. foi relacionada com reducdo importante da
prova de fun¢@o pulmonar em pacientes sensiveis a estes fung0s3.

Outra espécie importante é Epicoccum nigrum , Unica no género, que tem
demonstrado ser reativa em teste cutdneo de punctura e radioallergosorbent test (
RAST) em 20 a 30 % de pacientes com alergia a fungos 130131

Do exposto, podemos depreender que pouco se conhece sobre fungos e
alergia, e muito pouco, ainda, sobre o papel dos reservatérios intradomiciliares, sendo
um amplo campo para estudos futuros.

Em Botucatu, estudo realizado por Croce et al 7 em ambientes externos ,
encontraram como fungos mais prevalentes, assim como o encontrado pela maioria dos
autores , Cladosporium sp., seguido de Epicoccum sp, leveduras, Aspergillus sp, ,
Helminthosporium sp. e Nigrospora sp.. Ao analisarmos 0s travesseiros, no presente
estudo, pudemos observar que, com excecdo do Cladosporium sp. a frequéncia de
fungos encontrados difere da de Croce et al."”, talvez porque eles tenham aspirado o ar
exterior, e os travesseiros dos pacientes ficam em ambiente interior. Ndo podemos,
portanto, simplificar e inferir a partir de amostras que nfo sejam do mesmo meio
ambiente.

Dos 42 taxa identificados, 31 (73,8%) podem causar reacdes alérgicas do
Tipo I — IgE mediada, segundo dados disponiveis na literatura atual 3, como pudemos
observar na figura 10 . A Mycelia sterilia , apesar de ter sido excluida desta relacdo, é
considerada alergé€nica com relacdo clinica ndo estabelecida 3. Porém, todos aqueles

micro-organismos que foram excluidos, como causadores de resposta imune tipo I, sdo
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patégenos importantes de diversos tipos de doencas, principalmente como agente
oportunista em pacientes imunocomprometidos. A Candida parapsiolosis , que foi
encontrada em elevada frequéncia nos travesseiros, inclusive nos controles, apresenta-
se, desde os anos da década de 1980, como um importante patégeno hospitalar de
fungemias, sendo responsdvel por 7% a 15% das candidemias na maioria das séries
publicadas nos EUA e Europa 132133 'Sua ocorréncia é ainda maior em criancas e recém-
nascidos prematuros internados em unidades de terapia intensiva, onde a prevaléncia de
candidemias por Candida parapsilosis é de 17 a 50% dos casos 13 Assim, o fato de
termos encontrado este género de fungo em travesseiros, nos sugere que também
devemos levar em consideracdo quando avaliarmos a epidemiologia dos surtos de
candidemias, principalmente em unidades de terapia intensiva.

Muitos fungos encontrados, antes apenas considerados contaminantes, hoje
sdo relatados como importantes causadores de doengcas em pacientes
imunocomprometidos , principalmente como agente causador de infec¢des hospitalares
graves135 AT incluindo os transplantados.

Os fungos contaminantes do ar fazem parte, principalmente, do grupo dos
ascomicetos, que produzem esporos assexuados chamados conidios. Entre esses, estd a
maioria dos fungos alergénicos dos géneros Alternaria, Aspergillus, Fusarium e
Penicillium sp % 0s esporos dos fungos encontrados no meio externo se infiltram nos
ambientes internos especialmente através de portas, janelas e sistemas mecénicos de
ventilagdo. Ao encontrar umidade necessdria, esses esporos germinam e se transformam
em fungos com micélio germinativo, que vao dar origem a novos esporos € dai a novo
ciclo reprodutivo 140 Além de causar doencgas por acdo direta, alguns fungos produzem
micotoxinas, como aflatoxinas, tricotecenos e ocratoxinas, que podem desenvolver
cancer, como o carcinoma hepatocelular, e, nefropatias. Essas toxinas sdo produzidas,
principalmente, pelos mesmos fungos encontrados no meio ambiente, espécies dos
géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium 141, também encontrados nos travesseiros.

No entanto, a alergia a fungos ndo é tdo bem definida quanto para os outros
tipos de alérgenos e, normalmente o diagndstico € dificil de ser realizado, mesmo
porque dificilmente os individuos s@o sensiveis a apenas uma espécie de fungo142 .

Em relagcdo a distribui¢do dos microrganismos encontrados na drea externa dos
travesseiros dos pacientes, constatamos que, nos de espuma densa, foi identificado o maior
nimero de micro-organismos, seguido de espuma de flocos, manta acrilica e pena ; estas

concentragdes de micro-organismos também estavam mais frequentes na area interna dos
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travesseiros com enchimento de espuma densa (35,5%), seguidos dos com espuma de flocos
(32,0%), com manta acrilica (19,8%) e no com pena (12,7%). Nao existiu um travesseiro ideal
,em que ndo houvesse crescimento de micro-organismos ou que esse crescimento se desse
exclusivamente na parte externa, o que permitiria uma limpeza mais facil, ou a substitui¢cdo das
capas.

Em relacdo aos travesseiros dos pacientes, o nimero médio de micro-organismos foi
maior que no controle, sendo que, nos com enchimento com espuma densa, o resultado foi
maior tanto nos travesseiros dos pacientes como no controle com este mesmo tipo de
enchimento. Nos com enchimento de espuma em flocos, na parte externa houve isolamento de
maior nimero de micro-organismos se comparado ao controle com esse mesmo enchimento.
Apesar de nao existir nenhum dado disponivel na literatura consultada, este fato pode ter
ocorrido se considerarmos que os flocos , uma vez que ndo se constituem uma peca Unica,
podem estar em constantes modificacdes de forma e, pela sua configuracio geométrica, uma
mesma face ora estd voltada para o interior, ora para exterior . Hd que se questionar se o uso,
pelo paciente favorece a alteragdo nas proporc¢des de micro-organismos identificados , segundo
area externa e interna, ou se o fato de afofar , isto é, dar uma forma mais confortavel
anatomicamente, possa colaborar para um maior nimero de fungos identificados..

Rains et al. em 1999'#

, também evidenciaram uma contamina¢ao maior nos
travesseiros sintéticos quando comparados aos de pena, relatando que esta razdo é
incerta, provavelmente porque o revestimento dos travesseiros sintéticos € mais aberto

. . 144
do que aqueles que revestem os de pena. Apesar de alergia a penas ser muito raro =,
travesseiros com enchimento de penas tém sido tradicionalmente desencorajados entre

. . . . 145141
as pessoas alérgicas, devido ao risco de alergias a este produto 5146

, portanto
recomendando o uso de travesseiros com enchimento de material sintético, porém com
poucas publicacdes evidenciando que este tipo de enchimento € o mais adequado .
Ainda, em relacdo a este aspecto, Custovic et al."" discutem que a capa utilizada nos
travesseiros de pena seja tecida de tramas mais fechadas impedindo as penas de sairem
e assim impediria a contaminacdo com pelo de gato e cdo dentro dos travesseiros;
porém este fato nio é verdadeiro em relacdo aos fungos e algumas bactérias, como
detectado no presente estudo.

Em 1995, Strachan et al.'*® fizeram uma observacdo inesperada de que
travesseiros sintéticos estavam associados com um aumento no risco da gravidade da
asma, supondo que o material sintético liberaria compostos volateis, que poderiam

aumentar a permeabilidade da mucosa a alérgenos inalantes, porém poderia ser que

estes compostos estimulariam a liberacdo de neurocitocinas em uma mucosa com
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inflamacao persistente, amplificando a resposta, sem necessariamente serem mediados
por IgE, assim como ocorre com ar frio e seco nestes pacientes. Este fato por si s6 € de
importancia, porém a participacio dos fungos também deve ser considerada.

Dado o tempo gasto dormindo, e a proximidade do travesseiro com a via
respiratdria, travesseiros com enchimento de espuma sintética, bem como os de pena
poderiam ser a fonte primdria de fungos e seus produtos; isto tem implicagcdes
importantes para os pacientes com doencgas respiratdrias, especialmente sinusite e asma.
Assim, os travesseiros poderiam funcionar como bioindicador de exposicdo elevada
para os alérgenos domésticos e, hospitalares, no caso os fungos.

Em relac@o aos travesseiros controle, pode-se observar que, no presente estudo,
dos trés travesseiros avaliados, segundo seu enchimento, o de viscoeldstico mostrou-se com
menor crescimento de micro-organismos em ambas as dreas; este teve menor crescimento
interno quer em valores absolutos ou relativos quando comparado aos demais. Porém devemos
ressaltar que, apesar de vendidos como antialérgicos, antifungos, antidcaros, no que diz respeito
a antifungo, isto ndo foi verdadeiro. Estamos adquirindo travesseiros que vém com carga
consideravel de fungos sabidamente alergénicos.

Mais estudos sdo necessarios para definir se travesseiros ja estdo contaminados com
fungos mesmo antes de seu uso, haja vista que nenhuma referéncia foi feita na revisdo da
literatura realizada, principalmente naqueles que se utilizavam de travesseiros novos nos seus
estudos ">,

Assim, embora a contaminag@o dentro dos travesseiros tenha sido menos frequente,
mesmo nos travesseiros novos, a melhoria do ambiente para pacientes alérgicos com melhor

controle dos travesseiros teve aplicacdo limitada e deve ser repensada.
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6.0 - CONCLUSOES

» 4,46% doa pacientes do Ambulatério de Alergia e Imunologia, que
realizaram teste de sensibilizacdo, eram positivo para os fungos
testados;

= A maioria dos pacientes era sensibilizada a mais de um alérgeno, os
mais frequentes foram: Dermatophagoides farinae , Dermatophagoides
Pteronyssinus , Blomia tropicalis e fungos;

»  80% dos pacientes tinham rinite ¢ 50% também tinham asma;

= Nenhum ambiente avaliado no domicilio dos pacientes revelou-se
adequado para pacientes alérgicos;

= Somente dois travesseiros tinham capa adequada e se encontravam
visivelmente limpos;

= Todos os travesseiros dos pacientes estavam contaminados com
fungos e, em alguns deles, também se encontrou presenca de
bactérias e bacilos grao-positivos tanto na drea externa como na
interna;

= Todos os travesseiros controle estavam contaminados com fungos,
embora segundo o fabricante todos eram antialérgicos, antidcaros e
anti- mofo;

* A média de UFC/m” foi estatisticamente superior nos travesseiros
com tempo de uso superior a sete anos;

= O meio de cultura melhor avaliado foi o SDA, revelando-se
superiores aos demais meios utilizados, porém se tivéssemos
utilizado um dnico meio, muitos micro-organismos nao teriam sido
identificados;

* A média de UFC/m? foi maior na drea externa quando comparada a
area interna dos travesseiros dos pacientes e dos controles;

= A diversidade e a quantidade de micro-organismos foi superior nos
travesseiros dos pacientes quando comparados aos controles, sendo
que os fungos mais frequentes foram Candida parapsilosis,

Cladosporium sp., Mycelia sterilia e Penicillium sp.;
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Nenhum tipo de enchimento foi considerado ideal, entre os dos
pacientes, o que apresentou menor nivel de contaminagdo foi o de
pena; em relacdo ao controle, foi o de viscoeldstico;

A identificacio molecular confirmou os achados obtidos com os
métodos tradicionais em nivel de género em 87,5% e possibilitou a

identificacdo de espécie em 75%.
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Anexos
ANEXOS
Anexol
Ficha de avaliacao dos pacientes , domicilio e travesseiros
nO
Nome: RG:
Idade: Cidade: Bairro: telefone :
Enderego: n’
Diagnéstico:
Teste Alérgico : / / Positivo( ) Negativo ()
CP: mm PD:__ mm DF.___ _mmDp: mm Fungos: mm CA: mm
Cao:____mm Gato:____mm Penas:_ _mm Bg: mm Pa: _mm Blo : mm
Polens: ___ mm Tabaco:_  mm La :__ mm Algg __ mm Piretro:_____mm
Capim: mm Epit. Bov:____mm Epi Equi: mm
GUIA DE AVALIACAO AMBIENTAL
QUARTO :
Quanto tempo ( hs) permanece no quarto : ( ) dormir ( )Brincar
1- Carpete : ( ) Ndo tem () menos de 5 anos () mais de 5 anos
2- Tapetes: () Ndo tem ( ) Fino () espesso Lavado com que freqiiéncia (
dias )
3 —Cortinas ( ) Naotem Lavado com que freqiiéncia ( dias )
4- Camas:
a) Travesseiro : ( ) espuma com capa adequada ( ) espuma sem capa ( ) penas com capa ( )
pena sem capa ( ) outro Lavado com que freqii€ncia ( dias )

b) Colchao: ( )espuma sem capa ( ) espuma com capa ( ) mola e espuma sem capa ( )
mola e espuma com capa ( ) fibras naturais sem capa ( ) fibra s naturais com capa Lavado
com que freqiiéncia ( dias )

c) Cobertores : ( )lasemcapa ( )1a comcapa ( )fibra acrilica com capa ( ) fibra
acrilica com capa () edredom de fibra artificial ( ) edredom de fibras naturais e, ou , pena ()

Lavado com que freqiiéncia ( dias )
d) Forros, almofadas : ( )Colchas ( ) almofadas de espuma ( ) almofadas de penas ( )
bichos de pelicia. Lavado com que fregiiéncia dias

5 —Paredes: ( )semumidade ( )com umidade- manchas

6- Ambiente : () arejado com sol ( ) arejado sem sol ( ) ndo arejado e imido ( ) ndo
arejado e seco

7 — Armdrios e comodas : ( ) sem armdrio ( ) armdrio embutido ( ) outros tipos.

Quais ?

8 — Animais ( pelos ou penas) : ( ) ndo tem ( ) animal ndo entra no quarto ( ) animal entra
no quarto . Qual?
9 — Tabagismo : ( ) ndo fuma ( ) ninguém fuma no quarto ( ) fuma-se no quarto

10 — Presenca de irritantes no ambiente : ( ) nenhum () incenso ( ) odorantes ( )
inseticidas, ( )perfume ( )outros.Qual
11 — Presenga de vasos com planta : () nenhum ( ) vasos limpos periodicamente () vasos
com umidade

OUTROS AMBIENTES DA CASA

Quanto tempo permanece no local : ( ) dormir ( )Brincar

1- Carpete : ( ) Nao tem () menos de 5 anos () mais de 5 anos

2- Tapetes: () Ndo tem () Fino () espesso Lavado com que freqiiéncia (
dias )

3 —Cortinas ( ) Ndotem Lavado com que freqiiéncia ( dias )

4 — Sofa e poltronas

a) Forracdo : () couro, tecidos plastificados ( ) outros tecidos. Qual?
b) Almofadas : ( ) ndo tem ( ) espuma cobertas com tecido plastificado ou couro ( ) de pena
ou fibras naturais . Lavado com que freqiiéncia ( dias )

c) Coberturas : ( ) couro ou tecido plastificado ( ) outros tecidos
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5 —Paredes: ( )semumidade ( )com umidade- manchas

6- Ambiente : () arejado com sol ( ) arejado sem sol ( ) ndo arejado e imido ( ) ndo
arejado e seco

7 — Armarios e comodas : ( ) sem armdrio ( ) armdrio embutido ( ) outros tipos

8 — Animais ( pelos ou penas) : ( ) ndotem ( ) animal ndo entra na casa ( ) animal entra na
casa

9 — Tabagismo : ( ) ndo fuma ( ) ninguém fuma no quarto ( ) fuma-se no quarto

10 — Presenca de irritantes no ambiente : ( ) nenhum () incenso ( ) odorantes ( )
inseticidas () perfume ( ) outros. Qual

11 — Presenca de vasos com planta : ( ) nenhum ( ) vasos limpos periodicamente () vasos
com umidade

12 — Regifo em que mora : ( ) 4rea poluida ( ) area ndo poluida

AMOSTRA TRAVESSEIRO
1- aspirado:
amostra:

REALIZADO / / ASSINATURA:
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Anexo?2

AVA
AVAVAY
A/ \4
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA DE BOTUCATU - Departamento de enfermagem

BOTUCATU, SP - RUBIAO JUNIOR - CEP 18618-970 — Telefone (014) 6802-6070/6802-6004 - FAX (014) 6823- 5264
TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Eu, (responsdvel) pelo paciente

menor de idade RG:

autorizo a participacdo no projeto de pesquisa intitulado” Estudo da prevaléncia de
fungos em travesseiros de criancas com rinite e, ou, asma” , que serd realizado nesta
unidade de ensino e pesquisa, estando ciente da necessidade da consulta ao
prontudrio,responder a entrevista que consta no anexol, doag¢do do travesseiros, com
imediato recebimento de outro novo. Terei a garantia de receber resposta a qualquer
pergunta ou esclarecimento a qualquer divida em relag@o aos procedimentos, beneficios
e outros assuntos relacionados com a investigacdo, tendo disponiveis para contato os
telefones dos pesquisadores Prof * Sandra Regina Leite Rosa Olbrich - Departamento
de Enfermagem (14) 38116070 , Prof Dr Eduardo Bagagli — Departamento de
Microbiologia — IB, Prof Dr Jaime Olbrich Neto — Departamento de Pediatria ( 14)
38116274. Os resultados deste estudo poderdo ser apresentados em reunides cientificas
e, ou, publicados em revistas médicas, sendo respeitado o cardter confidencial das
informacdes fornecidas bem como dos resultados individuais da andlise laboratorial,
nao sendo permitida a identificacado da crianga acima citada ou de seu responsavel.

Este documento foi aprovado pelo CEP em 04/12/2006 e foi elaborado em duas vias,

sendo uma para o participante do projeto e a segunda via arquivo da pesquisadora

Botucatu de de 200_

Responsavel pelo paciente Pesquisador

Sandra Regina leite Rosa Olbrich
Rua : Maria Joana Felix Diniz, 1624
Tel: 3882-5602 email :olbrich@fmb.unesp.br
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Anexo 4

Manuscript to be submitted: Pediatric Allergy and Immunology (Official
Journal of the Euro pen of Academy of Allergy and Clinical Immunology )
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