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RESUMO: Objetivou-se isolar e identificar a microbiota fingica em ambientes considerados as-
sépticos, através de exposicdes com meios de cultivo adequados, em trés épocas distintas do ano, antes
e imediatamente apés as manobras técnicas realizadas em trés ireas de trabalho: ambiente aberto, am-
biente fechado sem filtragio de ar e ambiente fechado com filtragéo de ar, utilizadas em produgéo de
imunobiolégicos. Os meios dgar-Sabouraud e dgar-soja, enriquecidos com 0,2% de extrato de levedura
e sem cloranfenicol, foram estudados quanto a sua eficacia no isolamento de bolores e leveduras, con-
siderando-se o nimero de coldnias desenvolvidas e a freqliéncia dos diversos fungos isolados. Isola-
ram-se 67 espécimens, sendo 64 fungos filamentosos (bolores) e trés leveduras. Dos bolores, 54 perten-
ciam a 22 géneros da divisdo Deuteromycota, familias Moniliaceae € Dematiaceae, cinco amostras fila-
mentosas foram incluidas na ordem Agonomycetales (Mycelia Sterilia), e uma amostra foi classificada
na divisio Deuteromycota, ordem Sphaeropsidales, classe Coelomycetes. Da divisdo Zygomycota, or-
dem Mucorales, famflia Mucoraceae, um tinico mucoréceo foi identificado até género. As trés levedu-
ras pertenciam também a divisdio Deuteromycota (Fungi Imperfecti), famflia Cryptococcaceae, e foram
idertificadas como sendo duas Rhodotorula rubra e uma Torulopsis candida. Comprovou-se que o
niimero de col6nias isoladas aumentou apés a realizagio das monobras técnicas e que a filtragio de ar
através de filtros tipo HEPA, reduzindo o nimero de colénias isoladas nos ambientes fechados, au-
ménta a seguranga do trabalho; comumente é recomendada para dreas de atividade técnica cujos re-
sultados satisfatérios estdo diretamente relacionados com uma baixa incidéncia de contaminantes.

UNITERMOS: Fungos, isolamento. Leveduras, isolamento. Ambiente construido. Assepsia. Mi-

crobiologia ambiental.

INTRODUGAO

Em laboratérios de pesquisa ou de produgio
de imunobiolégicos, todas as operagdes técnicas
devem ser realizadas em ambientes controlados
quanto a sua esterilidade. A ndo-observancia
deste requisito pode dar origem a contaminagSes
por bactérias e fungos, que determinam o
descarte do produto, impedindo o cumprimento
dos compromissos de produgio assumidos e alte-
rando a relago de custo prevista. Os testes de ro-
tina para a comprovagio da esterilidade de pro-
dutos imunobiolégicos e/ou farmacéuticos sdo
feitos com o meio de cultura caldo de soja'®1},
recomendado pela Organizagio Mundial da
Satde!?, pelo Public Health Service'! e pela Far-
macopéia dos EUAY, desde 1970, em substituiio
ao meio liquido de Sabouraud?.

Medidas de precaugdo devem ser tomadas
para evitar a contaminagio do ambiente onde
sdo processados produtos da complexidade dos
imunobiolégicos. Especial atengio deve ser dis-
pensada ao treinamento do pessoal técnico que
trabalha nessas 4reas, quanto a higiene pessoal e
a utilizag@o correta de vestimentas préprias para
atividades em 4reas controladas, por constituir-se
no principal veiculador de particulas vidveis,
seja esporos flingicos ou bactérias.

MATERIAL E METODOS
Ambientes
Com vistas ao isolamento e identificagio da

microbiota flingica, foram selecionados trés am-
bientes: a) ambiente aberto (AA): sala utilizada
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para vérias finalidades, desde tarefas em banca-
das livres até operag8es em capelas de fluxo lami-
nar, onde se realiza o preparo de meios de cultu-
ra liquidos; b) ambiente fechado, sem filtragdo de
ar (AF): cimara asséptica convencional, sem an-
tecAmara; c) ambiente fechado, com filtragdo de
ar ambiente (AF/A): 4rea limpa com antecimara,
dispondo de pressdo positiva, filtros absolutos
terminais tipo HEPA e vestidrios assépticos, onde
se processa o envasamento de produtos
biolégicos.

Meios de cultura

Foram empregados no isolamento da microbi-
ota fingica os meios 4gar-Sabouraud e 4gar-soja®
enriquecidos com 0,2% de extrato de levedura,
sem cloranfenicol, distribufdos em placas de Petri
de 15 cm de didmetro.

Exposicdo de placas de Petri/meios de cultura

O isolamento foi feito através de trés expo-
sigdes com meios de cultivo adequados, a inter-
valos de trés meses, antes e apdés as manobras téc-
nicas de cada drea. O tempo de exposigio foi de 30
min. e a incubagdo realizada A temperatura am-
biente, por perfodo de até 72 h.

Isolamento de coldnias

As coldnias crescidas nos cultivos das placas
de Petri foram semeadas em tubos contendo
&gar-soja e dgar-Sabouraud inclinados, para isola-
mento e posterior identificag3o.

Identificagio

Para os espécimens isolados foram usados mé-
todos especificos: a) Bolores - O método de culti-
vo em lamina de Porto e col.’” foi adotado para
identificar a micromorfologia de fungos filamen-
tosos (bolores), utilizando-se dgar- Sabouraud
dextrose, 4gar-batata dextrose e dgar-fub4. Os dois
tltimos foram empregados visando estimular a
esporulagio dos fungos, as vezes insuficiente ou
ausente em &gar-Sabouraud’; b) Leveduras - Iden-
tificadas através da micromorfologia e do bioqui-
mismo:

Micromorfologia - Obtida pelo exame mi-
croscépico dos cultivos em lamina (método de
Rivalier & Seydel®®, 1932, empregando-se &gar-
fub4 acrescido de Tween-80 a 1%.

Bioguimismo - Assimilagio de carboidratos,
dlcoois e nitrato de potdssio, bem como a pro-
dugdo de urease, segundo McGinnis e col.s (13)82),
e Fell e col ® (1984).

RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta os dados referentes aos 24
géneros e espécies de bolores e leveduras identifi-
cados nas trés exposicdes realizadas, permitindo
comparar sua freqiiéncia pelo nimero de
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colénias isoladas. Da microbiota fdngica
presente, a maior freqliéncia foi observada com
relagio aos géneros da ordem Moniliales: Clados-
porium sp. (23,88%), Acremonium sp., Epicoc-
cum sp., Fusarium sp. (7,46%) e Penicillium sp.
(5,97%).

Dentre os fungos pertencentes a famflia Dema-
tiaceae, foram identificados os seguintes: Alter-
naria sp., Cladosporium sp., Drechslera sp., Epi-
coccum sp. (E. nigrum), Exserohilum sp.,
Helminthosporium sp., Humicola sp., Perico-
niella sp., Sporidesmium sp. e Stemphylium sp.
(Tabela 1).

TABELA 1

Freqiiéncia de isolamento de bolores e leveduras nas
trés exposigSes

a) Fungos com género
e espécies da
ordem Moniliales

b Fungos inclufdos nas
ordens Agomomycetales
e Sphaeropsidales

Numero de Freqiiéncia

Colébnias (%)

Acrenomium sp. 5 7,46
Alternaria sp.* 2 2,99
Aspergillus sp. 2 2,99
Botrytis sp. 1 149
Chrysosporium sp. 2 299
Cladosporium sp* 16 2388
Drechslera sp.* 1 149
Epicoccum sp.* 5 746
Exserohilum sp.* 1 1,49
Fusarium sp . 5 746
Geotrichum sp. 1 149
Helminthosporium sp.* 2 299
Humicola sp.* 1 1,49
Mycelia Sterilia++ 5 746
Mucor sp.*™* 1 149
Oidium sp. 1 1,49
Penicillium sp. 4 597
Periconiella sp.* 1 149
Rhodotorula rubra 2 2,99
Scopulariopsis sp. 1 149
Sepedonium sp. 1 149
Sporidesmium sp.* 1 149
Stemphylium sp.* 2 299
Torulopsis candida 1 149
Trichoderma sp. 2 299
Sphaeropsidales-Coelomycetes 1 149

qucnidios) +

Total: 26 67 100,00

* Fungos pertencentes a famflia Dematiaceae.

**  Mucoriceo da divisdo Zygomycota, familia
Mucoraceae.

+ Nio identificados até género.

++ | Agonomycetales.

Fungos hialinos e pigmentados da famflia
Moniliaceae foram identificados até género:
Acremonium sp., Aspergillus sp., Botrytis sp.,
Chtysosporium sp., Fusarium sp., Geotrichum
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TABELA 2

Distribui¢io do niimero de col6nias de fungos filamentosos (bolores) e leveduras isoladas nos trés ambientes,
nas trés exposigoes, antes e apds o trabatho

E s = Q
a) Fungos com gén. e sp. g N
da ord. Moniliales; total
1 2t 3t
de
b Fungos incduidos nas AF/A AF AA AF/A AF AA AF/A AF AA coldnias
ord. Agonomycetales
e Sphaeropsidales. ATDT ATDTATDT ATDTATDTATDT ATDTATDTATDT ATDT
Acremonium sp. 01 02 03 06 @ 06
Alternaria sp. 02 01 icl
Aspergillus sp. 01 01 01 01
Botrytis sp. 02 02
Chrysosporium sp. 04 01 05
Cladosporium sp. 01 02 02 04 16 02 05 07 12 01 24 28
Drechslera sp. 01 01
Epicoccum sp. 03 03 04 02 03 09
Exserohilum sp. 01 05 06
Fusarium sp. 02 02 01 02 4 03
Geotrichum sp. 01 01
Helminthosporium sp. 08 08
Humicola sp. 02 02
Moycelia Sterilia 02 02 03 01 @ 06
Mucor sp. 11 1
Oidium sp. 01 o1 01 01
Penicillium sp. 01 01 09 01 01 11
Periconiella sp. : 26 26
Rhodotorula rubra 01 01 02
Scopulariapsis sp. 01 01
Sepedonium sp. 01 01
Sporidesmium sp. 04 04
Stemphylium sp. 01 12 01 12
Torulopsis candida 01 01
Trichoderma sp. 07 01 08
Sphaeropsidales -
Coelomycetes 07 07
(Picnidios)*
Total 01 02 04 04 08 22 0 0 0320 11 25 010 0 27 23 61 51 16l
* = Nao identificados até género
AA = Ambiente aberto
AF = Ambiente fechado
AF/A = Ambiente fechado, com filtragio (filtro tipo HEPA)
AT = Antes do trabalho
DT = Depois do trabatho

sp.,Oidium sp., Penicillium sp., Sepedonium sp.,
Trichoderma sp. e Scopulariopsis sp.

O tnico mucordceo, Mucor sp., da ordem Mu-
corales, familia Mucoraceae, foi identificado atra-
vés das caracteristicas morfolégicas obtidas pelo
mesmo método de cultivo em lamina, j4 men-
cionado.

As leveduras da divisdo Deuteromycota,
famf{lia Crytococcaceae, identificadas até espécie
foram Rhodotorula rubra e Torulopsis candida.

Est3o também incluidos nas Tabelas 1,2 e 3:

a) Hifomicetos nio identificados até género

(7,46%), os quais estdo incluidos na ordem
Agonomycetales (Mycelia Sterilia);

b) Picnidios (1,49%) ndo identificados até géne-
ro, pertencentes a ordem Sphaeropsidales, classe
Coelomycetes.

Na Tabela 2 foram relacionados e comparados
os nimeros de colbnias isoladas nos trés am-
bientes escolhidos, em cada exposigdo, antes e
apés a realizaqdo das manobras técnicas préprias
de cada 4rea, e pertencentes aos géneros e espé-
cies identificadas.

Na Tabela 3, os resultados sio apresentados de
modo a verificar a ocorréncia dos bolores e leve-
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duras mais freqlientes nos ambientes de trabalho
considerados na pesquisa, de acordo com as trés
exposigOes realizadas.

DISCUSSAO

A pesquisa de bolores (fungos filamentosos) e
leveduras presentes nos trés ambientes conside-
rados assépticos levou a identificagdo de 67 amos-
tras, sendo 64 bolores e trés de leveduras (Tabelas
1, 2 e 3). Dos bolores, 54 pertenciam a 22 géneros
da divisdo Deuteromycota, familias Moniliaceae
e Dematiaceae, identificados pelas caracteristicas
morfoldgicas apresentadas nos cultivos em
laminas.

Estes cultivos, com 4gar-soja acrescido de 0,2%
de extrato de levedura, a princfpio ensaiados para
algumas amostras de fungos filamentosos, foram
posteriormente suprimidos devido a obtengo de
formas irregulares de esporos ou a auséncia dos
mesmos. ‘

Cinco amostras filamentosas, por ndo produ-
zirem esporos, foram inclufdas na ordem
Agonomycetales (Mycelia Sterilia), enquanto que
uma amostra produtora de esporocarpos assexua-
dos (picnidios) foi classificada na divisdo Deute-
romycota, ordem Sphaeropsidales, classe Coe-
lomycetes. Da divisdo Zygomycota, ordem Muco-
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rales, familias Mucoraceae, um dnico mucoriceo
foi identificado até género.

As trés amostras de leveduras pertenciam
também a divisio Deuteromycota (Fungi Imper-
fecti), famflia Cryptococcaceae, e foram identifica-
das até espécie, sendo duas Rhodotorula rubra® e
uma Torulopsis candida.

Segundo as régras de nomenclatura botanica,
o género Torulopsis é perfeitamente vélido, sen-
do conhecido hé 58 anos como levedura imper-
feita (Fungi Imperfecti), ndo formando hifas nem
pseudohifas (McGinnist, 1986). Alguns autores
incluem as espécies do género Torulopsis no gé-
nero Candida®. McGinnis e col.’ (1982) e McGin-
nis* (1986) mantém as espécies do género Toru-
lopsis a parte das do género Candida, com argu-
mentagdo das mais validas e pertinentes.

Na terceira exposigdo, realizada quando as
temperaturas médias eram mais elevadas, foi ob-
servada a ocorréncia de maior ntimero de isola-
mentos, indicando uma major veiculagio de es-

poros.

Com relagdo as exposigdes antes e apSs as ma-
nobras técnicas especificas de cada um dos am-
bientes, ficou comprovado um aumento no
nimero de colnias isoladas ap6s as manobras,

TABELA 3
Géneros e espécies isolados nas trés exposigdes

Exposicdo

12 28

22

Acremonium sp.
Cladosporium sp.
Epicoccum sp.
Penicillium sp.

Aspergillus sp.
Oidium sp.
Rhodotorula rubra

Acremonium sp
Cladosporium sp.
Epicoccum sp.
Penicillium sp.
Chrysosporium sp.
Exserohilum sp.

Mycelia Sterilia
Stemphylium sp.
Trichoderma sp.

Acremonium sp.
Cladosporium sp.
Epicoccum sp.
Penicillium sp.
Chrysosporium sp.
Exserohilum sp.

....... Fusarium sp.
Mycelia Sterilia
Stemphylium sp.
Trichoderma sp.

Botrytis sp.

Humicola sp.

Torulopsis candida
Picnidios (Sphaeropsidales -
Coelomycetes)

Alternaria sp.
Drechslera sp.
Geotrichum sp.
Helminthosporium sp.
Mucor sp.

Periconiella sp.
Scopulariopsis sp.
Sepedonium sp.
Sporidesmium sp.
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inferindo-se que a movimentagio do pessoal téc-
nico de cada 4rea foi o seu determinante. No am-
biente fechado, dotado de filtragdo de ar (filtro
tipo HEPA),o nimero reduzido de coldnias isola-
das demonstrou claramente a seguranga que a fil-
tragdo do ar ambiente proporciona s manobras
assépticas. Nos ambientes fechados, sem filtragio
de ar e no aberto, ficou caracterizada a veiculagdo
expressiva de esporos flngicos.

Atualmente, laboratérios de produgdo sdo pro-
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jetados levando em consideragdo a importancia
da existéncia de sistemas de filtragdo de ar com
filtros absolutos tipo HEPA. O indiscutivel
aumento de custo que isto acarreta ao
empreendimento justifica-se plenamente pela
seguranga que a filtragdo oferece s atividades de
produgdo e controle de qualidade, nas quais se
trabalha com matéria prima de elevado custo,
dificil e demorada obtengio e de grande
significado para a Sadde Piiblica, como ¢ o caso
dos imunobiolégicos.

ALMEIDA, M.ESS. de et al. [Identification of the fungic microbiota isolated in areas considered aseptic).
Rev. Saide piibl,, S.Paulo, 22: 201 - 6, 1988.

ABSTRACT: The isolation and identification of the fungic microbiota present in areas con-
sidered aseptic (open and/or restricted, with or without air filtration (HEPA filters) where production
of immunobiologicals is carried out)were investigated. Three exposures were made with appropriate
culture media, in different seasons of the year, before and immediately after the performance of the
technical work. Agar-Sabouraud and agar-soy media supplemented with 0.2% yeast extract and with-
out chloranphenicol had their efficacy tests in isolating the filamentous fungiae (molds) and yeasts in
the light of the number of cultures grown and the frequency exhibited by the various specimens iso-
lated. Sixty-seven specimens (64 of filamentous fungiae (molds) and three yeasts) have been identi-
fied. Of the filamentous fungiae (molds), 54 belonged to 22 genera of the division Deuteromycota,
families Moniliaceae and Dematiaceae, five were included in the order Agonomycetales (Mycelia
Sterilia), and one was classified in the order Sphaeropsidales, class Coelomycetes. Of the division Zy-
gomycota, order Mucorales, family Mucoraceae, only one specimen could be identified as to genus.
The three yeasts, belonging also to the division Deuteromycota (Fungi Imperfecti), family Cryptococca-
ceae, were identified as two Rhodotorula rubra and one Torulopsis candida. It was demonstrated that
the number of colonies isolated in the areas studied increased after the performance of technical ma-
neuvers and that air filtration by ‘means of HEPA filters, reducing to number of colonies isolated in
restricted areas, increased safety and is consequently recommended for working areas where success-

ful or unsuccessful results depend on a low incidence of contamination.

UNITERMS: Fungs, isolation. Yeasts, isolation. Environment, controlled. Asepsis. Environ-

mental microbiology.
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