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RESUMO

A proliferacdo de microrganismos em museus, relacionada aos processos de
biodeterioracdo, pode representar riscos para a satde dos visitantes e dos trabalhadores
envolvidos na analise, manutencéo e higienizacao das colecfes arqueoldgicas, por causa
da presenca de espécies potencialmente patogénicas. Neste sentido, mUmias sao
ambientes apropriados para o desenvolvimento de microrganismos, devido a variedade
de materiais organicos e inorganicos que as constituem, os quais se tornam substratos
para o crescimento de bactérias e fungos. Em 1995, um caso de proliferacdo fungica em
mamia egipcia foi documentado no Museu Nacional do Rio de Janeiro, apo6s a
penetracdo de agua no local onde o corpo era mantido. Na época, além do risco de perda
do espécime, alguns profissionais que trabalhavam para salvar este e outros materiais
afetados, informaram a ocorréncia de doencas. Apds o acidente, algumas mumias foram
acondicionadas em cépsulas plasticas com atmosfera anoxica para deter a proliferacéo
de microrganismos. O presente estudo buscou avaliar a contaminac¢do fingica na mumia
afetada (inv. 527), apds longo tempo de preservacdo em condicBes especiais, € em outra
muamia (inv. 170), ndo acondicionada desta forma, e em seus respectivos ambientes de
exposicdo. Foram coletadas 29 amostras, entre corporais e ambientais, das quais 17
foram positivas para o crescimento fungico. Foram isoladas 51 cepas de fungos
filamentosos e leveduriformes. A partir de métodos taxondmicos convencionais, foram
identificados 11 géneros distintos entre os fungos filamentosos, sendo os principais
Aspergillus, Cladosporium e Penicillium, comumente descritos como causadores de
biodeterioragdo em mulmias e como agentes etiologicos de diversas enfermidades
humanas. A presenca destes fungos no museu pode representar riscos para a saude
publica. Com isso, métodos cada vez mais estritos sdo sugeridos para a exposicao e
armazenamento das mumias, assim como maior cuidado no manuseio e analise das

mesmas, evitando o contato e a disseminacdo destes fungos no ambiente.

Palavras chave: contaminacdo fungica, colecBes arqueoldgicas, mumias,

biodeterioragéo, satde publica.



ABSTRACT

Microorganism proliferation in museums could present public health risks for the
visitors, and workers involved in the analysis, maintenance and cleaning of
archaeological collections, due to the development of pathogenic species related to
biodeterioration processes. Mummies are appropriate environments for fungi, due to the
variety of organic and inorganic materials employed during mummification that become
the perfect substrate for microorganism’s growth, such as bacteria and fungi. In 1995, a
case of fungal proliferation in an Egyptian mummy was documented at the National
Museum of Rio de Janeiro, after a flood. At that time, besides the risk of the specimen
loss, the employees that were working to save those archeological materials reported
some kind of diseases. Since that accident, some mummies remained isolated inside
plastic capsules with a controlled anoxic environment to stop the microorganism
proliferation. This study aims to evaluate the fungal contamination at the affected
mummy (inv. 527) after years inside the plastic capsule, and another mummy (inv. 170)
which was not stored like this way, and the environments they were exposed. Twenty-
nine samples, from the environment and body, were collected, of which 17 were
positive for fungal growth. Fifty-one strains of filamentous fungi and yeasts were
isolated. With the use of conventional taxonomic methods, 11 distinct genera were
identified among the filamentous fungi, and the main ones are
Aspergillus, Cladosporium and Penicillium, commonly described for causing
biodeterioration in mummies and as etiological agents of several human diseases. The
presence of those fungi in the museum can pose risks to the public health. With that,
improved secure methods are suggested for the display and storage of mummies, as well
as greater care in the handling and analysis, which could avoid the contact and the
spread of this kind of fungi in the environment.

Keywords:  fungal  contamination, archaeological  collections, = mummies,
biodeterioration, public health.
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1. INTRODUCAO

Os problemas relacionados ao ambiente sdo multifatoriais e alguns deles envolvem
microrganismos cuja dispersao natural, ou favorecida pelo homem, pode se tornar um risco
para a salde humana. Isso é especialmente verdade no caso dos fungos cujos propégulos
podem dispersar-se em grande quantidade e permanecer nos ambientes por longo tempo™.

ColecOes e acervos de objetos podem tornar-se focos de proliferacdo para
microrganismos patogénicos, como é o caso dos materiais arqueoldgicos armazenados em
museus. Muitas pecas sdo compostas, em sua maioria, por matéria organica, que € substrato
para o desenvolvimento de microrganismos como bactérias e fungos?. Durante o Seu
desenvolvimento, e em condi¢cdes ambientais favoraveis, estes microrganismos podem crescer
sobre diferentes tipos de substratos, provocando a biodeterioracdo dos mesmos. Também
podem atuar como agentes causadores de doengas, quando inalados ou transferidos aos

individuos que tiverem contato com os mesmos, dependendo da susceptibilidade individual®.

Com isto, o estudo das condicdes de trabalho e de armazenamento dos objetos
arqueoldgicos dentro de museus esta focado tanto na conservacgdo destes, como na proposicdo
de estrategias que inibam os riscos a salide humana, evitando-se a proliferacdo e promovendo
o controle de microrganismos que apresentem capacidade patogénica®.

Um dos tipos de acervos mais ameacados é o de mUmias egipcias, as quais, segundo a
crenca, deveriam ser conservadas para que a alma do morto perdurasse pela a eternidade. Para
isso, estes corpos eram tratados por diversos métodos e com uma variedade de substancias,
em sua maioria, de origem organica, para que se mantivessem conservados, Processo
conhecido como mumificacdo. Contudo, devido a susceptibilidade da matéria organica a agcdo
de diversos microrganismos, principalmente, os fungos, as mulmias egipcias estdo

permanentemente ameacadas pela biodeterioracéo.

Por outro lado, dada a capacidade de varios microrganismos de persistir sob formas
inativas em diferentes ambientes e variadas condi¢des, as mumias encontradas em cole¢des de
todo o mundo funcionam como reservatorios de microrganismos. Isto é particularmente
verdade nas regiGes tropicais, onde as temperaturas e umidades elevadas favorecem a
proliferacdo de diversas espécies de fungos, condi¢do potencializada por formas inadequadas

de armazenamento®.
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Em 1995, no Brasil, ocorreu um caso de proliferacdo de fungos depois de um acidente
sofrido por uma das mumias presentes na Colecdo Egipcia do Museu Nacional/UFRJ, no Rio
de Janeiro, chamando a atencdo para os riscos a saude dentro deste tipo de ambiente. Apds
fortes chuvas, uma parte do telhado do Museu foi avariada, fazendo com que a agua
penetrasse e atingisse alguns setores como os de Geologia, Paleontologia e parte do
Departamento de Antropologia, que incluia o setor de arqueologia, onde estavam guardadas
algumas pecas da Colecdo Egipcia ndo expostas. A situacdo mais critica foi a da mdmia do
sacerdote Hori (Figura 1), que ficou cerca de 10 centimetros submersa por pelo menos 24

horas®.

Figura 1: Mumia do sacerdote Hori manipulada por profissionais do Museu Nacional durante
0 processo de secagem. Foto: Olga Caldas. Acervo do Museu Nacional do Rio de Janeiro.

Devido ao tempo de exposi¢cdo a 4gua, a mumia tornou-se amolecida e fragilizada, o
que foi causado, entre outros fatores, pela dissolu¢cdo do material de embalsamamento,
prejudicando enormemente a pega, cujo valor cientifico e arqueoldgico é incontestavel. Um
dos problemas mais importantes naquele momento foi a proliferacdo exacerbada de fungos,
uma vez que a hidratacdo da peca num periodo quente de verdo criou condi¢Bes que
favoreceram tal evento. Na ocasido, foi levantada a suspeita de que estivessem presentes
espécies de fungos patogénicos, em funcdo do adoecimento de funcionarios do museu

envolvidos no processo de recuperacdo do material, apos o acidente®.
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Por esta razdo, mesmo depois de seca e, parcialmente recuperada, a mumia
permaneceu isolada, sendo mantida lacrada em um engradado de madeira, na reserva técnica
do setor de Arqueologia, no térreo do Museu. Em 2001, o recipiente que continha a mumia foi
novamente aberto (Figura 2) e realizou-se uma analise de suas condi¢fes de conservacdo sob
a supervisdo de especialista (Dra. Debra Meier), do Museu da Universidade Estadual de
Nebraska, EUA.

Figura 2: Mumia do Sacerdote Hori durante a analise das suas condi¢des de conservacdo

realizada em 2001. Foto: Karl Reinhard.

Na ocasido, recomendou-se que fossem coletadas amostras da bandagem que envolvia
0 corpo, para que pudesse ser confirmada a existéncia de fungos, em funcéo da existéncia de
manchas escuras no tecido de linho dos envoltérios (Figura 3) e da presenca de estruturas

filamentosas esverdeadas na superficie da peca (Figura 4).
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Figura 3: Mumia do Sacerdote Hori. A e B. Partes inferior e superior do corpo,
respectivamente. Em ambas as partes sdo observadas diferentes coloracdes nas bandagens,

como indicado pelas setas vermelhas. Fotos: Karl Reinhard.

Figura 4: Bandagem da mumia do Sacerdote Hori, com material filamentoso azulado

semelhante a fungo (destacado no circulo em vermelho). Foto: Karl Reinhard.

Em periodo posterior, esta e outras mumias foram objeto de um projeto de
conservacao, sendo isoladas em cépsulas/bolhas plasticas preenchidas com nitrogénio (Figura

5) e mantidas praticamente livres de oxigénio conforme técnica preconizada na literatura’.
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Figura 5: Mumia do Sacerdote Hori em isolamento dentro de capsula plastica em atmosfera

anoxica. Procedimento realizado em 2003. Foto: Karl Reinhard.

Previamente ao fechamento da cédpsula, amostras do tecido que envolvia a mimia de
Hori, bem como aspirados do ar de partes superficiais do corpo foram coletadas pela Dr*
Sheila Mendonca de Souza, da Escola Nacional de Saude Publica Sergio Arouca da Fundacéo
Oswaldo Cruz - Fiocruz. Estas amostras foram enviadas para o laboratério do Dr. Bodo
Wanke, do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas, da Fiocruz. Ap6s semeadas em
meios de cultivos especificos, foram isolados e identificados alguns microrganismos, como
bactérias e fungos. Os fungos isolados foram Aspergillus versicolor, A. sydowii,
Cladosporium sp., Fusarium sp., Drechslera sp., e outros fungos demaéceos,
caracteristicamente saprébios, e que, eventualmente, podem estar associados com as doengas

relatadas ap6s o acidente (comunicagdo pessoal).

O material arqueoldgico, pela sua origem, sua natureza e condicdo de estocagem
representa uma fonte potencial de contaminacdo microbioldgica, a qual pode oferecer riscos
ao ambiente e a salde daqueles encarregados de lidar com este tipo de material. Da mesma
forma, a presenca de microrganismos no material arqueoldgico oferece riscos a sua

conservacao®.

O estudo das condigdes relacionadas a presenca de fungos em colecdes de museus é
escasso no Brasil, apesar do consenso sobre sua relevancia. Por outro lado, colecbes de
mUmias egipcias sdo uma raridade de valor inestimavel, sendo importante que sua

manutencao seja eficiente e que os possiveis riscos a sua integridade sejam bem controlados”.
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O acidente que levou a inundacao da reserva técnica do Museu Nacional, submetendo
a mumia egipcia do sacerdote Hori a umidade excessiva, causou grande proliferacdo de
fungos nesse material arqueoldgico e o possivel adoecimento de funcionérios, levantando a
questdo do risco a salde representado por esta contaminacao, e aos problemas de conservacgéo

que se sucederam.

O presente estudo teve por objetivo a analise micoldgica de amostras coletadas de
duas mumias egipcias do Museu Nacional e dos ambientes onde as pecgas estavam expostas,

tendo em vista sua relagdo com a conservacao e 0s riscos ambientais a salde.

O conhecimento das espécies fungicas que podem estar presentes nas mumias da
Colecdo Egipcia e no ar dos ambientes interno e externo do Museu Nacional possibilitara
acervo, contribuindo para sua preservacdo. Do mesmo modo, os resultados sobre a
proliferacdo de fungos nas pecas e nos ambientes analisados, proporcionam elementos para

gue se conhegcam os riscos a saude dos profissionais que ali trabalham com estes materiais.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Conceito de MUmia

As mumias sdo definidas como corpos fisicamente preservados ou partes de seus
tecidos que mantém semelhangca com as suas estruturas morfoldgicas originais, quando em
vida, e que resistem bem a deterioracdo durante certo intervalo de tempo, apds a morte
(Figura 6). Apesar dos corpos poderem preservar-se por diferentes modos, 0 processo mais

prevalente é o da desidratacao®.

Figura 6: Corpos preservados principalmente pela desidratagdo de seus tecidos. A. Mimia
natural, conservada provavelmente pelo clima seco e frio da regido onde foi encontrada no
Peru. Foto: Karl Reinhard. B. Mumia artificial egipcia. Produzida pela aplicacdo de técnicas
antrépicas de mumificacdo e conservada pelo emprego de variadas substancias, como resinas

vegetais e sal de natrdo. Fonte: Balout & Roubet (1985)™.

A palavra mimia tem sua origem nas palavras persas ‘“mumeia” ou “mum” que
designavam o betume, uma das substancias possivelmente empregadas pelos egipcios no
embalsamamento de corpos, durante o periodo Dinastico. Embora haja restricdo, por parte de
alguns autores, ao uso do termo mumia para 0s casos em que a preservacdo nao se associa a
um processo de desidratacdo, a palavra se generalizou. A literatura passou a definir nao
apenas 0s corpos embalsamados no Egito desta forma, mas também aqueles de origem
humana ou animal, preservados tanto naturalmente, como artificialmente, em qualquer parte

do mundo®.
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Corpos humanos mumificados sdo encontrados em inimeras sociedades espalhadas
pelos diversos continentes. Como exemplo tem-se, na América do Sul, as mUmias andinas, as
Chinchorro, as cabecas encolhidas, as mumias naturais das regides altas e secas, entre outras.
Na América do Norte, as mimias do Artico e as mumificacdes naturais dos Pueblos, no
sudoeste dos Estados Unidos. Na Europa, sdo conhecidas as mUmias geladas dos Alpes, as
dos pantanos, as naturais e artificiais das catacumbas e igrejas e as Guanche das Canarias. Na
Oceania, ha mimias na Nova Zelandia e outros locais. Na Asia, sd0 encontradas naturalmente
preservadas na China e na Sibéria. Contudo, as mumias mais famosas sdo as egipcias,

destacando-se aquelas de Tutankhamun, Ramesses 11 (Figura 7) e Sethi 12,

Figura 7: Mumia do Fara6 Ramssés I, repousada dentro de seu caixdo de madeira. Fonte:
Balout & Roubet (1985)°.

O processo de mumificacdo pode ocorrer de varias maneiras, como consequéncia de
condi¢cdes ambientais, sendo assim de forma espontdnea ou pode ser derivado da acdo
intencional humana ou acdo antrdpica, podendo, em alguns casos, ambas as formas se

associarem®.

Muitos grupos humanos foram capazes de reproduzir o processo de mumificacdo e o
tornaram uma pratica comum, em suas culturas, geralmente, relacionada aos ritos funerarios e
a religido. Alguns destes povos, possivelmente, o fizeram observando a preservagdo natural
dos corpos, favorecida pela exposicdo a ambientes naturais, como geleiras perenes, pantanos e

desertos’.
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No Egito, por exemplo, a pratica de enterrar 0s mortos em locais onde as condi¢des
climéticas aceleravam a perda da 4gua dos corpos, como no deserto quente e seco, favorecia a
ocorréncia de uma mumificacdo natural. O solo muito arido, associado a temperatura elevada,
acelerava o processo de desidratacdo dos corpos, preservando, assim, suas camadas mais
superficiais. Mesmo que os 6rgaos internos ndo se preservassem bem, a pele dos individuos
tornava-se rigida como um couro, permitindo a preservacdo da sua forma e 0s 0ssos em

posicao™®.

Isto ocorreu durante todo o periodo Pré-Dinéstico, quando os mortos ndao eram
mumificados. Os corpos deste periodo foram achados em condi¢cfes naturais de preservacao.
Estes eram enterrados diretamente na areia, sem qualquer tipo de bandagem, e mantinham-se
preservados. Historicamente, comegaram a ser descobertos quando foram expostos pela acéo
do vento, de animais ou pelo homem, quando realizava escavagdes. Tornaram-se modelos
para o desenvolvimento e aprimoramento de técnicas de preservacdo artificial, desenvolvidas

pelos egipcios, a partir da observacao dos fatores naturais que favoreciam sua conservacao®.

A mumificacdo artificial surgiu no Egito, no final do periodo Pré-Dinastico, e foi
sendo aprimorada com o passar do tempo. Por volta de 4000 anos a.C., 0S corpos comecgaram
a ser envoltos em pele de animais, geralmente, de cabras ou gazelas. A mumificacdo com o
uso de pele de animais foi caracteristica desse periodo, havendo apenas uma excec¢ao: uma
muUmia conhecida como Unknown Man, datada da XVIII Dinastia (1550 - 1307 a.C.), ou

posterior, encontrada em Deir el-Bahari, Egito®.

Os egipcios passaram a mumificar seus mortos, pois acreditavam que a preservacdo do
corpo humano ap6s a morte do individuo era uma pré-condi¢cdo para o prolongamento da

existéncia pessoal, ou seja, a preservacéo da alma, da esséncia deste mesmo individuo™ 2.

Algumas das técnicas empregadas durante a mumificacdo artificial exigiam varias
etapas de embalsamento do corpo e 0s primeiros registros historicos deste processo sdo
atribuidos a Herddoto (século V a.C.). Havia trés métodos para se embalsamar o individuo
que envolviam, principalmente, a desidratacdo pela exposi¢do do cadaver ao sal, conhecido
como natrdo, o tratamento posterior com substancias variadas como mel, resinas, betume
(Figura 8), especiarias do solo como cassia e canela, além de vinho de palma, mirra e outras
substancias aromaticas que eram usadas na lavagem dos corpos, 0s quais ainda poderiam ser

preenchidos com certos materiais, como areia, palha, serragem e tecidos™.
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Figura 8: Materiais que poderiam ser usados nos processos de mumificacdo. A. Resina

vegetal. B. Betume. C. Cera de abelha. Fotos: Antonio Brancaglion Junior.

Os métodos de mumificacdo, assim como as substancias utilizadas, variavam de
acordo com a regido e a época em que eram realizados no Egito, podendo incluir a retirada de
um maior ou menor numero de érgdos, inclusive o cérebro. Além de corpos humanos, 0s
egipcios também produziram mais de um milhdo de mimias de animais, como aves, répteis e

mamiferos®!.

2.2. A Colecéo Egipcia do Museu Nacional do Rio de Janeiro

O Museu Nacional do Rio de Janeiro abriga uma importante colecdo de bens
historicos e arqueolodgicos, originarios do Egito Antigo, que compdem um acervo de mais de
500 pecas, entre as quais estdo caixdes, estelas funerarias, estatuetas, amuletos, papiros,

mimias de animais e humanos, entre outros objetos™.

Todo o material que compde a colecdo possui grande importancia arqueoldgica,
artistica e historica, além de apresentar grande valor cientifico. Atualmente, faz parte do
patriménio da nacdo brasileira e é objeto de estudos voltados, principalmente, para os textos

hieroglificos e estelas funerérias™.

O acervo do Museu Nacional representa a maior colecdo de mumias egipcias da
América Latina, destacando-se as mumias de Harsiese (inventario 155), Hori, o Sacerdote de
Amon (inventario 527), Romana (inventario 158) e Sha-amum-em-su, a cantora de Amon
(inventario 532). Sua importancia se deve ao fato de serem mumias de personalidades
destacadas em seu periodo. Também estdo incluidas na cole¢do duas criancas mumificadas
(uma de cerca de 12 anos, e um lactente) e partes de corpos humanos mumificados, tais como
cabegas, pés e dedos, além de mamias de animais como crocodilos, ibis, peixe e gatos**. No

total, existem 29 pecas, incluidas as partes mumificadas.
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A Colegdo Egipcia do Museu Nacional teve seu inicio com a aquisicdo de pecas
leiloadas pelo comerciante Nicolau Fiengo, em 1825, no Rio de Janeiro. Estas pegas faziam
parte de uma colecdo de antiguidades egipcias provenientes de escavacGes do famoso
explorador Giovanni Battista Belzoni. O destino delas era Buenos Aires, Argentina, mas
devido a problemas ocorridos no porto, Fiengo ndo pode continuar a transporta-las. Assim, o
acervo acabou sendo exposto no Rio de Janeiro, para ser vendido em leildo, sendo comprado

pelo entdo imperador Dom Pedro |, um grande admirador da cultura egipcia'®.

Dom Pedro | doou as pecas ao Museu Real. Com o passar do tempo, novas pecas
foram sendo adquiridas, passando a integrar a colecdo, principalmente, aquelas adquiridas por
Dom Pedro 1l. Entre as pe¢as que passaram a integrar, posteriormente, a colecdo, destaca-se a
muUmia de Sha-amum-em-su, concedida como presente oficial a Pedro 11, durante sua visita ao
Egito. Em 1892, apds a proclamagdo da Republica, o antigo Museu Real, transformado em
Museu Nacional, foi transferido, com todo o seu acervo, para o antigo Palacio de Séo

Cristovdo, na Quinta da Boa Vista, onde ainda permanece”.

2.3. Os problemas associados aos fungos
2.3.1. Riscos para a saude

Anteriormente a teoria microbiana das doencas, acreditava-se que o adoecimento dos
individuos que entravam em contato com muamias estaria associado com algum tipo de
maldicdo dos faradés. Cada nova mumia descoberta parecia coincidir com relatos de
adoecimento de seus descobridores. Historias de arquedlogos e outros profissionais
“amaldi¢oados” por miimias permearam nNO imaginario popular por muito tempo. O caso mais
conhecido foi a “Maldi¢ao da Mumia” ou a “Maldigdo de Tutankhamun”, que, para muitos,
pareceu justificar algumas fatalidades ocorridas com pessoas que participaram do resgate do
corpo daquele farad, em 1922 (Figura 9), bem como a morte do seu descobridor, o arquedlogo
Howard Carter’®. Mas os fungos presentes em mimias, assim como nos ambientes
arqueologicos de tamulos, santudrios, criptas, aléem de poderem causar biodeterioracdo
podem, a0 mesmo tempo, acarretar riscos a saude. Dessa forma, com o progresso do
conhecimento, os primeiros registros da presenca dos fungos em mumias foram associados

aos problemas de sadde observados entre os que trabalharam com este tipo de material®.
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Figura 9: Caixdo do Farad Tutankhamun, observado por seu descobridor, o arque6logo
Howard Carter (em primeiro plano na imagem), e por um de seus assistentes. Fonte:

http://gypsyalexandraamayamarquez.blogspot.com.br.

Em 1962, foi descoberto por Taha, da Universidade do Cairo, que a causa dos
problemas de saude sofridos por alguns destes individuos havia sido a inalacdo de esporos de
fungos do género Aspergillus, presentes na tumba, na mimia e no ambiente onde a mimia se
encontrava®™. Outros estudos apontaram como causa principal dos adoecimentos e mortes a
inalacdo de esporos do fungo Histoplasma capsulatum, isolado dos pulmdes de algumas das
vitimas fatais, apos necrépsia. Este fungo é capaz de causar uma micose sistémica, conhecida
como histoplasmose, que teria provocado pneumonias e levado os individuos afetados a

morte'®,

Outros episodios de adoecimento associados com a exposicao aos corpos mumificados
contaminados por fungos tém sido descritos. Em 1973, apds a abertura do timulo do Rei
polonés Casimiro Ill, o Grande, quatorze arquedlogos morreram de febre e insuficiéncia
respiratoria. O quadro foi associado, posteriormente, a acdo dos fungos Aspergillus niger e
Aspergillus flavus, sendo uma grande quantidade de esporos destes fungos encontrada no

fémur da mimia e nos objetos presentes em seu tdmulo™.
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Mumias naturais também sofrem com a acdo de fungos. Em 1979, no norte Umanak,
Groenlandia, foi estudada a mimia de uma crianca Esquimé de sete meses de idade e 500
anos de antiguidade. A pele de seu corpo estava recoberta por fungos, incluindo Sporothrix

fungorum, uma espécie ambiental n3o associada & enfermidades humanas*”.

Em estudo microbioldgico realizado com 23 mumias dos cemitérios e cavernas da
regido norte do México, foram identificados fungos do género Penicillium, Aspergillus,
Cladosporium, Alternaria e Candida (C. tropicalis e C. albicans). Importa mencionar que,
naquele estudo, a presenga do género Candida, que esta relacionado a uma das micoses
oportunistas mais frequentes e responsaveis por quase um quarto das doencas fungicas no

mundo ndo era esperada’®,

Em avaliacbes microbiologicas realizadas no Museu de EI Carmem, no México, foram
isoladas de amostras do ambiente, das paredes e de mUmias, mais de 700 coldnias fungicas,
com 24 géneros diferentes, sendo Penicillium, Cladophialophora, Aspergillus, Rhizopus,
Alternaria e Bipolaris os géneros predominantes. A presenca de uma grande variedade de

substratos organicos favoreceu a proliferacdo de fungos dentro do museu®.

Em investigaches semelhantes realizadas no Museu Regional Adolfo Bermudez
Jenkins, Peru, foram isoladas do ar, das paredes e de mimias, mais de 300 col6nias de fungos,
com 13 géneros diferentes, sendo Cladosporium, Penicillium e Acremonium os prevalentes.
Além do ndmero consideravel de isolados, houve uma variedade de géneros nos trés
diferentes grupos de amostras. Isto pode tanto acarretar um risco maior de deterioracdo dos
materiais contaminados, como ser critico para o risco de doengas, principalmente

respiratorias, em pessoas que trabalham ou visitam aquele museu®®.

De acordo com os autores, em relacdo aos fatores que afetam o crescimento de fungos
(temperatura e umidade), verificou-se que havia diferencas consideraveis entre a area de

amostragem e o0 numero de isolados.

A presenca de fungos parece ser um achado caracteristico em museus de diferentes
paises no mundo, sejam estes isolados de mumias ou de outros substratos. Um resumo dos
principais achados destes organismos em objetos histdricos de museus revela quatro

principais géneros, a saber, Alternaria, Aspergillus, Cladosporium e Penicillium®.
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Em relacdo a este aspecto, duas possibilidades devem ser levadas em conta: as mumias
sdo substrato vantajoso para a proliferacdo de fungos, que por sua vez, podem permanecer
inertes, inclusive, por centenas de anos, nos materiais e nos ambientes em que estas se
encontram, tais como tamulos, catacumbas, cavernas e museus. Nestes locais, portanto, estao
concentrados microrganismos potencialmente contaminantes, que também podem oferecer
riscos a salde daqueles que entram em contato com materiais arqueoldgicos presentes nos

ambientes®.

Deve-se lembrar também que os fungos encontrados contaminando mumias podem
representar deposi¢des antigas ou recentes neste material e que certas condi¢cdes ambientais,
nos museus, tais como umidade, temperatura e luminosidade adequadas favorecem o

desenvolvimento, e aumentam o poder de dispersao destes microrganismos®.

Além disso, no caso dos museus e instituicdes similares, situacdes potencialmente
perigosas de contaminagdo por fungos sdo devidas a manipulacdo inadequada das pecas
como, por exemplo, sem a utilizacdo de equipamentos de protecdo individual (EPI), que
evitam que haja um contato direto das mdos ou partes do corpo com 0S materiais
arqueoldgicos, ou a inalagdo de particulas desprendidas destes. Cabe lembrar que 0 uso de tais
equipamentos, muitas vezes, € ainda mais importante para proteger as pecas, que, por sua vez,

também podem ser contaminadas durante o manuseio®.

Dentro dos sitios arqueoldgicos, por exemplo, alguns periodos mais prolongados,
Como 0S que se seguem as escavacdes de tumbas, favorecem a formacdo de particulas em
suspensdo que sdo continuamente inaladas, além de atingirem as mucosas dos olhos e ficarem
depositadas sobre a pele. Estas certamente séo determinantes para a contaminacao e eventual
adoecimento de arquedlogos e suas equipes, pois podem existir microrganismos ainda viaveis
no material em suspensdo®. Outro risco pode ser representado pela fauna atual presente
nestes sitios, que também pode ser carreadora de fungos do género Histoplasma, associados

aos dejetos de morcegos, encontrados em cavernas e construcdes antigas®,

2.3.2. Biodeterioracéo

Os objetos presentes em alguns museus, tanto nas exposi¢ées como em seus depdsitos,
podem ser seriamente afetados pela contaminacdo flngica. Por isso, a prevencdo do

crescimento desses organismos nestes locais, assim como o desenvolvimento de medidas de
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tratamento para objetos contaminados, torna-se um desafio para os restauradores, curadores e
arquitetos. Isto tem implicacdes sobre as técnicas de higienizacéo e conservacio de objetos”.

Para que os fungos se desenvolvam sobre tais materiais, devem estar presentes
algumas condic6es favoraveis, como a disponibilidade de nutrientes e a possibilidade de acédo
enzimatica sobre os materiais, a existéncia de alta umidade relativa do ar (acima de 65%), de

pouca luminosidade no ambiente, além de temperaturas adequadas. O desenvolvimento do

fungo provoca consequéncias graves para a preservacdo dos materiais, que vdo desde danos
12,

na aparéncia original (Figura 10) até a sua destruigdo tota

Figura 10: Biodeterioracdo de muamias de freiras do Museu de EI Carmem, México,
provocada por fungos. As setas vermelhas indicam em A, alteragdes provocadas na coloragéo
dos mantos; em B, fragmentacdo de partes do corpo. Foto: Carlos Contreras. Fonte: Lopez-
Martinez et al. (2007)°.

A acdo de microrganismos, afetando a integridade de determinado material, é chamada
de biodeterioracdo®. O termo passou a ser usado ha pouco mais de quarenta anos, sendo
definido como um processo de alteracdo indesejavel nas propriedades de um material gerado

pela acdo de um organismo?.
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Na natureza, tal processo pode ocorrer nas rochas, atuando na decomposicao destas,
que, posteriormente, dardo origem ao solo. A participacdo de enzimas microbianas
hidrolisantes € considerada a maior for¢a bioguimica destrutiva neste processo. Entre 0s
agentes bioldgicos (microrganismos) que participam do processo de biodeterioracdo, estdo

algas, fungos e bactérias®.

Os processos de biodeterioragdo sdo classificados como: mecénico, onde o material é
degradado pela atividade do organismo por meio de seu deslocamento ou crescimento, por
assimilacdo quimica, quando um material é degradado em fungdo de suas propriedades
nutritivas (como a degradacdo da celulose), ou biodeterioracdo quimica, por descarte, onde
ocorre uma avaria pela producdo e excrecdo de metabdlitos e, por fim, deterioracdo por
esfarinhamento, quando ocorre pela simples presenga de um microrganismo ou de Seus

metabélitos de excrecio®.

Certos microrganismos, como leveduras do género Rhodotorula, bactérias dos géneros
Bacillus, Micrococcus e Pseudomonas, além de fungos filamentosos dos géneros Ulocladium,
Phoma, Alternaria, Penicillium e Cladosporium foram identificados como o0s mais

frequentemente isolados de paredes de monumentos histéricos na Espanha®.

Em amostras de ar interior de templos hindus, na india, foi isolada uma microbiota
fangica biodeteriorante das pinturas murais, composta pelos fungos dos géneros Alternaria,
Aspergillus, Beltrania, Chaetomium, Curvularia, Drechslera, Emericella, Fusariella,

Rhizopus, Trichoderma, Phialophora e Helminthosporium?’.

Dentro dos museus, 0s materiais arqueologicos também sdo alvos de estudos com
relacdo a microbiota biodeteriorante, sendo este um assunto bem abordado na literatura sobre

conservacdo de material de relevancia histérica’.

No Baroda Museum and Picture Gallery, em Vadodara, india, foram isolados da
poeira de caixas funerarias egipcias, 17 géneros distintos de fungos, tendo diversas espécies
de Aspergillus como microbiota dominante. A presenca destes fungos pode acarretar riscos

para a conservagdo dos materiais expostos ou armazenados®.

Em trabalho realizado com tecidos pertencentes as diversas mimias dos museus

Egyptian Museum e Coptic Museum, no Egito, foram isoladas varias espécies de fungos dos
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géneros Alternaria, Aspergillus, Chaetomium, Penicillium e Trichoderma, os quais ja foram
descritos na literatura por sua capacidade de biodeterioracéo de corpos mumificados®.

Nos museus egipcios Ismailia Museum, El-Dokki Agriculture Museum e Ehnasia
Museum foram isolados, de amostras coletadas da bandagem de mumias humanas, alguns
fungos responsaveis pela producdo de enzimas extracelulares, tais como avicelase, CMCase e
celobiase, as quais possuem papel relevante no processo de biodeterioracdo. Dentre as
espécies fangicas identificadas, estavam Alternaria tenuis, Aspergillus humicola, Aspergillus
niger, Chaetomella horrida, Chaetomium globosum, Hormodendrum viride e Penicillium

corylophilum®.

O clima tropical do Brasil favorece o desenvolvimento de fungos e bactérias,
contribuindo para sua proliferacdo e maior degradacdo de materiais em museus, quando
comparado ao que ocorre em outros paises ndo tropicais. Nas regides litoraneas, a umidade
relativa do ar pode chegar a 80 - 82%, em média, o que é um risco consideravel para a
proliferacdo destes microrganismos®'. Ainda que sejam necessérias condicBes ambientais
Otimas para o crescimento microbiano sobre materiais arqueoldgicos armazenados, os fungos
sdo capazes de permanecer sobre estes ou no ambiente, por longos periodos, na forma de
estruturas de resisténcia, como esporos e clamiddsporos. Estudos revelam que as condicGes
ideais para a reemergéncia de esporos dormentes podem estar associadas a temperatura de

0°C a 70°C e a umidade em torno de 70%2°.

Alguns dos materiais presentes em museus podem ter centenas ou até milhares de
anos, como no caso de corpos mumificados. Ao longo deste periodo, podem ter sido expostos
a distintos ambientes e condicbes climaticas, o que permite que sejam colonizados e
armazenem diferentes microbiotas®. Isso provavelmente deve ter ocorrido com as mimias da
colecdo egipcia do Museu Nacional, que vieram de um clima desértico do Egito, ficando, por

dois séculos, em clima tropical quente e tmido, com uma expressiva biodiversidade natural.

Em principio, corpos como estes, além de estarem contaminados por fungos do
periodo atual, podem manter preservadas formas inativas de microrganismos antigos. Estes
ultimos permanecem em longos periodos de laténcia até que ocorram condicOes favoraveis a
sua ativacdo e, consequente desenvolvimento, dando inicio a destruicdo das pecas sobre as
quais se encontram®. Assim sendo, muito embora, nos estudos micoldgicos em material

arqueoldgico, geralmente, se trabalhe com a hipotese de microrganismos contemporaneos e
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ndo antigos, ndo se pode excluir totalmente a possibilidade de também se encontrar espécies
de fungos derivadas de locais e periodos diferentes daqueles em que se encontram

armazenados os objetos estudados®.

2.4. Classificacao dos fungos

A taxonomia € a ciéncia da classificagdo, onde sdo atribuidas categorias definidas aos
objetos em estudo. Apresenta como fungGes principais: fornecer um quadro de caracteristicas
reconheciveis pelas quais um organismo, em analise, pode ser identificado, permite agrupar 0s
organismos relacionados uns com os outros e auxiliar na recuperagédo de informac6es sobre o

organismo identificado na forma de uma lista ou catalogo taxondmico™®.

As primeiras classificacbes dos fungos datam do século XVIII, a partir dos trabalhos
pioneiros do botanico Carolus Linnaeus e outros taxonomistas, tendo a época os fungos sido

classificados, conforme aspectos morfol6gicos e fisioldgicos juntos com os vegetais.

Contudo, desde a criacdo do reino Fungi, em 1969, no qual estes seres vivos passaram
a ser classificados em um reino proprio, a classificacdo taxondmica das diversas espécies
passou por grandes mudancas. Isto se deu, principalmente, com o advento de novas
tecnologias e 0s avangos nos estudos de biologia molecular, juntamente com o aprimoramento
nos estudos com microscopia eletrdnica, iniciados por volta de 1970%. Com isso, novas
ferramentas puderam ser empregadas no estudo destes microrganismos e outros parametros,
principalmente quimicos e moleculares, passaram a ser cada vez mais considerados para

classifica-los™®.

O desenvolvimento e progresso da microscopia eletrénica e sua utilizagdo no estudo
dos fungos, assim como de outros organismos, possibilitou a observacdo de aspectos
ultraestruturais das células até entdo desconhecidos. Enquanto o uso dos microscopios
eletronicos de transmissédo (MET) passou a ser bastante difundido no estudo dos materiais
bioldgicos, pois estes permitiam definir imagens intracelulares, aspectos gerais das organelas
e a interacdo de parasitas com as células, por exemplo, os microscépios eletrénicos de
varredura (MEV), tornaram-se uma ferramenta indispensavel para muitos tipos de pesquisas
bioldgicas, tendo contribuido para a classificacdo taxonémica de fungos e insetos, além de

estudos da morfologia de pélens e de outras estruturas vegetais e animais>*.
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O uso do MEV para a anélise morfoldgica de fungos contribuiu com a identificacdo de
diferentes espécies (Figura 11), assim como para demonstrar as modificacBes de estruturas
fangicas apresentadas durante a interacdo com os vegetais, por exemplo, sendo também uma

ferramenta chave na classificagdo de alguns fungos, como os da ordem uredinales®.

Figura 11: A e B. Microscopia Eletronica de Varredura de esporos caracteristicos de duas
espécies distintas de fungos da ordem uredinales. Fonte: Mio et al. (2006).

Da mesma forma, os estudos moleculares também receberam grande impulso. A partir
do conhecimento cada vez maior das sequéncias de DNA de diversos grupos flngicos e o
crescente nimero de estudos filogenéticos, ocorreram consideraveis mudancas na
classificacdo dos mesmos, principalmente, a partir da publicagdo de inumeros estudos de
filogenia no inicio do século XXI. Centenas de artigos tém sido publicados em revistas
especializadas de micologia abordando temas filogenéticos e cerca de 80% das mais de
100.000 sequéncias de genes rRNA flngicos ja identificas foram depositadas no GenBank. A
classificacdo mais recente, proposta com base em analises moleculares, inclui 195 taxa
descritos até o nivel de ordem, sendo separados em: 1 reino, 1 subreino, 7 filos, 10 subfilos,

35 classes, 12 subclasses e 129 ordens 3,

Contudo, embora a taxonomia molecular seja atualmente uma ferramenta de suma
importancia no estudo e classificagdo de fungos, principalmente, quando voltada ao
conhecimento da diversidade genética dos varios grupos taxondmicos, a taxonomia

convencional, baseada na analise microscopica, descricdo e comparagdo de estruturas
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morfoldgicas tipicas e nos aspectos bioldgicos e ecoldgicos apresentados pelos fungos,
durante o seu desenvolvimento, ainda é bastante importante na identificacdo e classificacdo
das diversas espécies. A partir do reconhecimento e identificacdo inicial dos fungos por
métodos convencionais, os métodos moleculares podem ser empregados para apoiar 0S

resultados, quando necessario®"*°,

2.4.1. Reino Fungi

O Reino Fungi inclui uma grande variedade de organismos microscopicos e
macroscopicos, com dimensdes que vao desde micrometros a até centimetros. Sdo seres
eucariontes, heterotroficos, amplamente distribuidos por variados tipos de ambientes.
Possuem um ciclo de vida simples, desenvolvendo-se a partir de células unicas, como as
leveduras (Figura 12, A e B), que se reproduzem por fissdo ou brotamento ou por um ciclo
geralmente complexo, com o desenvolvimento de estruturas de reproducdo sexuada (Figura
12, Ce D)%,

Figura 12: Visdo microscopica de fungos uni e pluricelulares. A, B. Células de fungos
leveduriformes, indicadas por setas vermelhas. C, D. Conidioforos: estruturas reprodutivas de

alguns fungos filamentosos. Fonte: http://www.mold.ph.
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De modo geral, a maioria das espécies é aerobica, entretanto, algumas sobrevivem em
microaerofilia, principalmente, espécies de leveduras, durante os processos de fermentacdo
dos alimentos. S&o descritas, atualmente, na literatura cerca de 120.000 espécies de fungos,
porém é estimada a existéncia de aproximadamente 1.500.000 na natureza, 0 que torna 0s

fungos um dos recursos menos explorados da biodiversidade de nosso planeta®: %,

2.5. Caracteristicas biologicas dos fungos

A estrutura celular fungica pode variar de acordo com o tipo de fungo estudado. As
espécies filamentosas apresentam estruturas somaticas tubulares conhecidas como hifas, as
quais sdo ligeiramente uniformes em alguns grupos taxondmicos. Tais estruturas sdo
frequentemente diferenciadas em cada um dos grupos, de acordo com a presenca ou auséncia
de paredes transversais ou septos, sendo classificadas como apociticas, quando sao septadas, e

como cenociticas, quando nao septadas™.

As hifas séo classificadas como verdadeiras e falsas. As hifas verdadeiras sdo aquelas
gue crescem sem interrupcao, a partir de germinacdo de um esporo. As hifas falsas ou pseudo-
hifas sdo as que crescem por gemulacdo ou por brotamento sucessivo, como ocorre nas
leveduras. O conjunto de hifas é denominado micélio, que pode ser classificado em dois tipos,
de acordo com o arranjo das hifas: prosénquima, quando apresenta uma configuragdo
notadamente filamentosa e pseudoparénquima, quando ndo € possivel identificar tal
configuracdo, apresentando um aspecto de parénquima. E dito que as leveduras possuem um

pseudomicélio, ou micélio gemulante, por possuirem pseudo-hifas*® ¥’

Os fungos filamentosos apresentam um micélio que pode ser dividido em duas fungdes
biol6gicas: micélio vegetativo, responsavel pelo crescimento e expansdo do fungo dentro ou
sobre o substrato; e micélio reprodutivo, o qual se diferencia do estado vegetativo, originando

estruturas responsaveis pela reproducéo®’.

Existem fungos capazes de alternar entre as formas micelial e leveduriforme, e o
processo pelo qual o fazem é chamado dimorfismo, sendo tais fungos conhecidos como
dimorficos. A alternancia em ambas as formas se da conforme o ambiente em que estejam se
desenvolvendo. Geralmente, os fungos filamentosos, quando em desenvolvimento no
organismo humano, diferenciam-se em leveduras, podendo migrar por varias partes do

corpo?®,
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Durante o processo de nutricdo, os fungos liberam enzimas, como ligninases,
celulases, e pectinases*, que provocam lise nas moléculas presentes nos diferentes substratos,
transformando-as em segmentos menores que sdo entdo absorvidos. Dai os fungos serem
considerados heterotroficos para carbono, apresentando tomada de nutrientes por absorcéo, ja
que o desdobramento de nutrientes ocorre fora do organismo®’. Os fungos agem como
saprébios quando desdobram a matéria organica morta, e, como parasitas, quando retiram

nutrientes de outros organismos vivos, que atuam como hospedeiros®.

Ao buscarem a matéria organica para sua nutricdo, os fungos degradam os substratos
sobre os quais estejam se desenvolvendo, por meio de seu crescimento e liberacdo de
enzimas, sejam estes formados por matéria viva ou morta. Isso se torna um risco para a
preservacdo, principalmente, de objetos compostos por materiais de origem organica. No caso
de colegbes de museus, parte significativa das mesmas pode ser de natureza organica e
guando sdo expostas em locais com uma ventilacdo deficiente e uma umidade relativa do ar
acima de 65%, geralmente, tornam-se alvos frequentes da acdo de fungos e outros

microrganismos”.

Os fungos se reproduzem por meio de variados mecanismos, que podem envolver
formas sexuadas e assexuadas. A reproducéo assexuada pode envolver a especiacdo de hifas,
que originam estruturas reprodutoras denominadas conidios, 0s quais germinam sobre
variados substratos em condicdes ambientais favoraveis e/ou através da fragmentacdo do
micélio, onde partes de hifas também podem germinar, originando um novo individuo. Este
tipo de reproducdo pode favorecer a dispersdo mais rapida dos propagulos. Ja na reproducédo
sexuada, individuos sexualmente compativeis podem fundir suas hifas, dando origem a

estruturas especializadas, formadoras de esporos™.

Podem ser encontrados, praticamente em todos o0s ambientes do planeta,
desenvolvendo-se em diversos substratos, como nos alimentos, nos tecidos, na madeira de
construcgdes antigas, nos animais e nas plantas ou em qualquer outra fonte da qual possam
extrair nutrientes. A conquista de iniUmeros ambientes teria sido facilitada pela producao de
uma grande quantidade de esporos, uma capacidade adquirida pelos fungos durante sua

evolugdo®.

Existem condigdes ideais para o desenvolvimento fangico que estdo relacionadas tanto

com fatores abidticos, como a temperatura, a umidade relativa do ar, a luminosidade, por
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exemplo, quanto com fatores bidticos, entre os quais a disponibilidade de nutrientes basicos
(C, N, P, K, Ca e Mg, por exemplo)*. Em alguns casos, a fisiologia do fungo apresenta
alguma especificidade. Entre os fungos micorrizicos, ou os liquens, por exemplo, ocorre uma
troca de fotossintatos (macrossimbiontes) e nutrientes (microssimbiontes). As substancias sdo
armazenadas na forma de glicogénio, no micélio, ou em células especiais, como

clamiddsporos ou vesiculas®.

A temperatura ideal para o desenvolvimento da maioria das espécies de fungos esta na
faixa entre 20-30°C. Entretanto, muitos se desenvolvem, ou pelo menos sobrevivem, em
temperaturas extremas como a do nitrogénio liquido (-195°C). Alguns fungos possuem como
temperatura 6tima para crescimento, aquelas proximas de 37° C, que é a temperatura média do

corpo dos mamiferos*.

Sendo a temperatura uma de suas determinantes ambientais mais importantes, a
diversidade fungica tende a aumentar nas regides tropicais, onde altas temperaturas favorecem
o desenvolvimento de variadas espécies®™ °. Ja4 o pH 6timo para o crescimento da grande

maioria das espécies esta proximo de 6*.

Por serem aerdbios, os fungos necessitam de oxigénio para sobreviver, mas sdo
capazes de se manter com concentracdes baixas deste gas, ou até mesmo, em sua auséncia.
Neste caso, diminuem seu metabolismo, mantendo-se em dorméncia ou com metabolismo em
nivel basal, na forma de estruturas de resisténcia *® **. A maioria das leveduras, por sua vez, é
anaerdbia facultativa e obtém o oxigénio que necessitam através de processos fermentativos.
Esta capacidade faz com que alguns procedimentos de conservacgdo, que visam reduzir a sua
bioatividade, proponham diminuir a concentragdo de oxigénio do material a ser tratado,
através da montagem de cépsulas especiais de atmosfera artificial controlada, de onde é

retirado quase totalmente o oxigénio’.

Entretanto, a resisténcia de alguns fungos em anaerobiose os torna um dos tipos de
organismos mais dificeis de erradicar, ndo sendo garantida a sua eliminacdo ou perda de sua
viabilidade, mesmo em atmosferas especiais de CO2, ainda que este seja um dos tratamentos

recomendados modernamente para aplicagdo em museus e colecdes”.
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2.5.1. Formas de disperséo dos fungos

Os propéagulos produzidos pelos fungos, durante a sua reproducao, sdo dispersos na
natureza por diferentes vias, por animais, inclusive o homem, agua e, principalmente, pelo ar
atmosférico, sendo transportados facilmente pelo vento e carreados por grandes distancias. As
espécies fangicas que se dispersam pelo vento recebem o nome de anemdfilas e constituem
um dos principais contaminantes do ar. Com isso, o conhecimento das formas de dispersédo
dos diferentes fungos torna-se muito importante para compreender 0S riscos que 0S mesmos
representam para 0s ambientes, para 0s materiais armazenados e para 0S outros seres Vivos
que possam ficar expostos a sua dispersdo, uma vez que existem fungos capazes de provocar

doencas no homem e em outros animais’.
2.6. Os fungos e os riscos a saude

Existem cerca de 200 espécies flingicas capazes de infectar os humanos e outros
animais endotérmicos. Porém, o homem apresenta imunidade inata contra estes organismos.
Por outro lado, quando o sistema imunolégico dos individuos esta comprometido, como em
pacientes HIV positivos, transplantados, com cancer ou diabetes avancada, por exemplo, 0s

fungos podem provocar complicacdes graves a satde™’.

Cerca de 30 espécies de fungos, regularmente, causam infec¢gdes humanas. Todas estas
podem crescer em temperatura corporal, ao contrario da maioria dos fungos ambientais. Os
géneros mais comuns associados a estas infecgcdes sdo Trichophyton, Candida e Aspergillus.
De acordo com a area atingida e a gravidade da doenca, as infec¢cBes flngicas podem ser
separadas em infecgdes invasivas, infeccdes da pele, cabelo e unhas; da mucosa, alérgicas,

pulmonares cronicas ou teciduais profundas®’.

Apesar de sua gravidade, estas doencas ainda sdo negligenciadas em todo o mundo.
Em niveis globais, sdo estimadas mais de 300 milhdes de pessoas de todas as idades sofrendo
com graves complicagdes causadas por fungos todos os anos. Destas, sdo estimadas cerca de
1.350.000 mortes, numero superior ao de mortes por malaria, com 1.240.000, e aproximado
ao de mortes por tuberculose, com 1.400.000%". As infec¢des flingicas invasivas tem emergido
rapidamente como um risco global para a satde devido ao aumento populacional de pessoas

imunocomprometidas e a dindmica interface humana com ecossistemas naturais*.
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Sabe-se que propagulos de algumas espécies, quando inalados pelo homem, podem
desencadear doencas respiratorias, tais como asma, rinites e sinusites?, além de infeccdes da
arvore respiratoria. Isto pode estar relacionado com a resisténcia do sistema imunolégico dos
individuos expostos, mas também com a quantidade de propagulos inalados, assim como a
certos fatores ambientais como, a temperatura, a umidade relativa do ar, o periodo do dia, a
velocidade e a direcdo dos ventos, que favorecem a disperséo dos propagulos’.

No Brasil, atualmente, os fungos aneméfilos estdo sendo cada vez mais abordados em
estudos relacionados a microrganismos alergénicos presentes no ar (aeroalergénicos),
especialmente, em ambientes fechados. A concentracdo de propagulos destes fungos, dentro
dos ambientes de uso coletivo, expde os individuos presentes nestes locais a altas
concentragdes de esporos e favorece o surgimento da Sindrome dos Edificios Doentes (SED),
que € definida segundo a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) como a situacdo onde 0s
ocupantes ou usuarios de um prédio especifico apresentam sintomas de doencas de etiologia
ndo determinada, mas que podem estar associadas a diversos tipos de poluentes, sejam

quimicos, fisicos ou biolégicos, como no caso dos propagulos flngicos™®.

Sabe-se que o ar externo é a principal fonte carreadora destes poluentes para
ambientes interiores e que o acimulo dos mesmos se torna um risco eminente para a salde
dos seus frequentadores. No entanto, existem normativas internacionais, criadas pela OMS,
que, desde os anos 80, padronizam a qualidade do ar (QAI) dentro de ambientes, indicando os

niveis toleraveis para cada tipo de poluente presente®.

No caso dos poluentes bioldgicos, os fungos tém recebido maior destaque. No Brasil, a
presenca destes microrganismos dentro de ambientes fechados deve ser limitada em no
maximo 750 unidades formadoras de colénias (UFC) por metro cubico de ar, conforme a RE
n° 09 da ANVISA®. O crescente niimero de casos de morbidade entre frequentadores destes
locais fechados vem sendo associados, principalmente, a presenca de microrganismos
(Exposigdo ambiental). Os estudos relativos & microbiota dentro dos ambientes fechados tém
recebido cada vez mais destaque. Uma das maiores preocupacgdes relacionadas a Saude
Publica tem sido a presenca de fungos anemdfilos potencialmente patogénicos aos humanos

em locais publicos?,

O problema da contaminacdo de fungos no ar dos ambientes fechados é agravado

quando estes encontram substratos e condi¢cbes ambientais favordveis para 0 Seu
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desenvolvimento. Assim sendo, a presenca de fungos em materiais armazenados ou
manipulados em ambientes fechados, como nos acervos e reservas técnicas dos museus,

representa também pontos criticos para o risco de ocorrer SED.

No caso estudado nesta dissertacdo, embora as mumias estejam hoje em vitrines
fechadas, expostas em salas bem arejadas, eventuais focos contaminantes nestas pecas
poderiam levar a dispersdo de propagulos fangicos, quando de sua manipulagcéo ou transporte.
Por outro lado, sua manipulagdo eventual para pesquisa em areas fechadas, onde se utilizam
sistemas de ar condicionado com pressdo negativa, como os laboratorios e a reserva técnica de
arqueologia, torna ainda mais importante o conhecimento de sua condi¢do de organismo

patogénico e do potencial de risco sanitario.
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3. OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram os seguintes:

3.1. Objetivo Geral
- Analise micoldgica de amostras retiradas de duas muamias egipcias do Museu Nacional (RJ)
e dos ambientes relacionados a manutengdo e exposicao das pecas, tendo em vista sua relagdo

com a conservagao e 0s riscos ambientais a saude.

3.2. Objetivos Especificos
- Isolamento de espécies fungicas associadas ao material arqueoldgico egipcio e aos seus

ambientes de exposicao.
- Caracterizacdo morfologica dos fungos isolados das mimias e dos ambientes amostrados.

- Descricdo preliminar dos géneros fungicos isolados das mumias e dos ambientes

amostrados.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Material

Foram selecionadas duas mumias humanas da Cole¢do Egipcia localizada no Museu
Nacional do Rio de Janeiro, sendo elas, mimia de um homem adulto (o sacerdote Hori) e
mumia de um lactente, ambas escolhidas por se tratarem de exemplares derivados de periodos
e localidades diferentes do Egito Antigo e pelo fato de uma delas ter sido exposta,
acidentalmente, a aguas pluviais, ha alguns anos, o que determinou um aumento importante

da proliferacdo de fungos na reserva técnica do Museu Nacional.

4.1.1. MUmia do Sacerdote Hori

A mimia do sacerdote Hori (inventario 527, no acervo arqueoldgico) &,
provavelmente, originaria da XXI Dinastia (1070 — 946 a.C.). Consiste no corpo de um
individuo de sexo masculino, com 1,54m de comprimento, envolto em bandagens de linho.
Em andlise realizada com amostras da sua bandagem, foram identificados compostos
quimicos possivelmente derivados de materiais organicos usados na mumificacédo. Entre estes,
estdo a cera de abelha e as resinas de arvores coniferas™. A cera de abelha foi um dos
principais materiais utilizados pelos egipcios nas mumificacdes, tendo sido empregada
também para fechar a boca, nariz e outros orificios das mdmias, durante o periodo do Novo

Império®.

Esta mUmia nunca havia sido exposta no Museu até 2003, tendo permanecido
guardada em armario de ferro e vidro dentro da reserva técnica, por décadas. Na ocasido em
que houve o acidente e a mimia foi atingida, apresentou expressivo crescimento de fungos e
teve que ser submetida a variados procedimentos de secagem®. Depois de retirada a umidade,
esta foi lacrada em caixa de madeira com tampa transparente de acetato, suspensa em liteira
de tecido, por se encontrar muito fragilizada e para evitar que fungos se desenvolvessem sobre

ela, 0 que poderia representar riscos a satde de visitantes e funcionarios.

A partir de 2003, quando foi realizado o projeto para acondicionamento de parte das
mumias em capsulas de atmosfera anoxica, a mimia de Hori passou a ser exposta na sala
Egipcia. O acondicionamento em cépsula plastica no interior da vitrine (Figura 13) foi

considerado uma barreira segura contra os fungos. A capsula foi construida conforme a
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técnica de Maekawa e Elert (2003)’, tendo por objetivo esterilizar as pecas pelo processo de

retirada de oxigénio, controlando a bioatividade de organismos aerdbios.

'_lr A

e

Figura 13: Corpo mumificado do sacerdote Hori na capsula, em atmosfera andxica, dentro da

vitrine, na sala de exposigéo. Foto: Sheila Mendonca de Souza.

A cépsula em que a mumia foi mantida era composta por um plastico com baixa
porosidade, formado por diversas camadas e capaz de garantir o isolamento da mumia do ar
atmosférico, além de impedir, ou tornar muito lenta, a saida do gas de nitrogénio que
preenchia a capsula. Dispositivos metalicos presos ao plastico da capsula tem a finalidade de

permitir a abertura e as trocas gasosas'.

A atmosfera na capsula teve seu nivel de umidade fixado em aproximadamente 60%,
de maneira a manté-la um pouco abaixo do valor correspondente ao da média de umidade
relativa do ar, no Municipio do Rio de Janeiro, que é cerca de 70%. Como o Rio de Janeiro é
mais Umido do que o local de origem da mumia, no Egito, a exposi¢do, em nosso clima, por
cerca de 200 anos, forcou a sua adaptagdo as condigdes, por isso, foi mantida em atmosfera
muito menos Umida, para evitar danos. A ocorréncia de desequilibrios higroscopicos pode
levar & desintegracdo de partes do corpo mumificado, ja severamente danificado pelo tempo>*.

Dentro da capsula, a mimia foi mantida sobre plataforma de acrilico, a qual também
possuia hastes em forma de arco para manter o corpo protegido do contato com o plastico.
Além disso, uma grande quantidade de silica-gel (Sud-Chemie Inc., California, EUA), na
forma de granulado, levemente hidratada, foi colocada em bandejas sob a plataforma para

controlar possiveis variacdes de umidade dentro da capsula, ajudando a manter estavel o
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ambiente interior. Escalas de medicdo colocadas na vitrine, ao lado da mamia, permitiam que
os funcionérios conferissem a umidade do ar no interior da capsula ao longo de todo o tempo

em que a mdmia ali permaneceu®.

Quando a céapsula foi selada, o nivel de umidade em seu interior era de 60% e o de
oxigénio 0,2%. Um absorvedor de oxigénio (RP System™, MGC Inc., Tékio, Japdo) também

foi colocado para manter o nivel deste gés estabilizado™.

Com o passar dos anos e como previsto pela técnica, houve progressivo esvaziamento
da cépsula (Figura 14), devido ao escape lento do nitrogénio de seu interior, através de
microporos na superficie do plastico. Condigdes ambientais como temperatura e pressdo

barométrica podem provavelmente ter influenciado no esvaziamento da capsula®’.

LA s -] B

Figura 14: Cépsula de isolamento da mimia Hori e seu esvaziamento progressivo. A, B e C.
Areas onde o plastico ficou amassado (setas vermelhas), devido a reducdo de volume na

capsula.

Embora a concentracdo de oxigénio tenha sido deixada extremante baixa dentro da
capsula, com o vazamento do nitrogénio apés 10 anos, o nivel de oxigénio provavelmente
aumentou e pode ter chegado a 2% *°. Ainda que esta mensurac&o nunca tenha sido feita, o
aumento do nivel de oxigénio na capsula, pela troca de gases com o ambiente externo, poderia
voltar a proporcionar um ambiente favoravel ao desenvolvimento de microrganismos,

expondo a mimia a novas condicdes de bioatividade” °’.

4.1.2. Mumia de lactente

Trata-se da mimia de um lactente, medindo 63 cm, com cerca de 6 meses de idade,
gue esta completamente envolto em bandagem enrijecida por uma capa abundante de resina

(inventario 170, acervo arqueoldgico). Esta mumia esta datada do periodo Romano, sendo sua
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antiguidade estimada entre 30 a.C. — 395 d.C. Esta peca j& havia sido exposta no Museu e,
atualmente, encontra-se numa vitrine, na sala da Colegdo Egipcia (Figura 15), juntamente com

outras pecas do acervo egipcio®.

Figura 15: MUmia de lactente na condi¢do em que se encontra exposta atualmente em vitrine
na sala da colegdo Egipcia. Espaco compartilnado com outras pecas do acervo egipcio. Foto:

Sheila Mendonga de Souza.

Pela andlise da amostra de linho das bandagens desta mumia foram também
identificados compostos quimicos, provavelmente derivados de cera de abelha e resinas de
arvores coniferas, e, tal como no caso de Hori, estes materiais estdo relacionados ao processo

de mumificagdo®,

Esta mumia, ao contréario de Hori, tem sido manipulada para fins de estudo, tendo,
inclusive, sido transportada para fora do Museu, para realizacdo de exames tomograficos,
cujos resultados foram publicados por Souza et al., (2008)%%. No entanto, nunca foi exposta a
agua, mantendo-se estavel ao longo de todo o tempo em que permaneceu no acervo. Esta no
Rio de Janeiro desde o inicio do século XIX, tendo sido trazida juntamente com Hori para o
Museu.
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4.2. Métodos

4.2.1. Coleta de amostras

A coleta de amostras foi realizada em dias diferentes, nos periodos em que o Museu
Nacional ndo era aberto ao publico, para minimizar a movimentagdo do ar e contaminagdes

externas das areas de estudo.

Todos os processos de coleta, em ambas as mumias, foram realizados sob a supervisdo
de profissionais do Museu, designados pelo curador da Cole¢do Egipcia, Dr. Antonio
Brancaglion Jr., com a prévia autorizacao do colegiado da instituicdo. As técnicas de coleta e
as areas a serem amostradas, respeitaram as normas de biosseguranca e a conservacao de
material arqueoldgico, conforme o Codigo para Museus, publicado pelo Conselho
Internacional de Museus™. A equipe utilizou a paramentacdo adequada (méscara, jaleco,
luvas e oculos de protecao) e foi feito isolamento da area de trabalho, além da manutencédo
méaxima da integridade das pecas, durante 0 manuseio, evitando-se o uso de objetos ou
produtos que viessem a danifica-las. As coletas foram realizadas com o apoio das orientadoras
e da equipe do museu, constituida pelos musedlogos Marco Aurélio Marques, Marilene de
Oliveira, Moana Campos, e das arquedlogas Angela Maria Camardella e Cleide Maria da

Conceicao.

O processamento das amostras e as etapas subsequentes, a saber, isolamento, analise e
identificacdo e preservacao das cepas fungicas isoladas foram realizados no Laboratério de
Ultraestrutura Celular Hertha Meyer (LUCH, IBCCF, UFRJ). Posteriormente, a andlise
microscopica das cepas foi complementada, utilizando-se ainda, a infraestrutura do
laboratério de Paleoparasitologia da Escola Nacional de Salude Publica Sérgio Arouca -
ENSP, Fiocruz.

4.2.1.1. Coleta de amostras do ambiente

Foram coletadas amostras de ar da Sala Egipcia, além do interior das vitrines e de
dentro da capsula em que estava a mumia Hori. Para estas coletas, duas técnicas de

amostragem foram empregadas: passiva e ativa.

A técnica passiva consistiu na captacdo dos propagulos flngicos por meio da
sedimentacdo espontanea de particulas suspensas no ar do ambiente da sala Egipcia. Esta
captacao foi obtida pela exposicdo da placa de Petri de 90 x 15 milimetros, contendo o0 meio
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Agar Sabouraud Dextrosado (SDA) adicionado de Penicilina G e Estreptomicina, 10 U/L
(Gibco®, Nova York, USA), posicionada sobre a mesa, em altura aproximada de 1 metro do
chdo (Figura 16), conforme proposto por Pasquarella et al. (2000)*°. A placa permaneceu
aberta durante aproximadamente 2 horas, até o fim da coleta de amostras, sendo, em seguida,
vedada e transportada ao laboratorio. Este tipo de amostragem do ar ambiente foi realizado

apenas durante o trabalho com a mumia de lactente.

Figura 16: Amostragem ambiental da mimia de lactente. Material coletado por meio de placa
de Petri (seta vermelha), posicionada proxima da mumia, sobre maca a cerca de 1 metro do

chao.

O outro tipo de técnica empregada foi a amostragem ativa, feita por meio de um
amostrador de ar automatico (modelo AESAP10175, Sampl’air Lite, USA), programado para

sugar um volume de ar de 100 L, num periodo de 10 minutos (Figura 17).
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Figura 17: Amostrador de ar automatico utilizado nas coletas ativas de ar do ambiente. A.
Filtro para captura de propagulos em pontos pré-definidos da placa (seta). B. O mesmo

aparelho mostrando a placa de Petri exposta ao ambiente para a captura de propagulos em

pontos aleatorios do meio de cultura.

Por meio do amostrador automatico, foi possivel a captacdo de propagulos fungicos
em suspensdo no ar da sala, das vitrines e da cdpsula, mediante a succdo e impactagdo dos
mesmos em placa de Petri acoplada ao aparelho, preparada também com o meio SDA, com
Penicilina G e Estreptomicina, 10 U/L. Esta forma de amostragem, recomentada para a coleta
em ambientes interiores, é um técnica eficiente para a captacio de agentes microbianos® e foi
empregada nos dias em que foram realizadas as amostragens corporais da mumia de lactente e
da mdmia do sacerdote Hori. No entanto, ndo foi utilizado o filtro no amostrador, ja que a
captacdo de propagulos em pontos pré-determinados na placa poderia ocasionar,
posteriormente, o desenvolvimento de coldnias flngicas de maneira sobreposta, prejudicando

0 seu isolamento.
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4.2.1.2. Coleta de amostras nos corpos

Os pontos onde foram feitas as coletas de amostras sobre as bandagens das mdmias
foram escolhidos conforme caracteristicas da superficie de cada peca. Manchas de coloracéo e
formato caracteristico, texturas destoantes e presenca de material filamentoso agregado, além
de fragmentos de tecido soltos e de facil coleta, foram indicativos para as coletas. Foram
coletados, sempre que possivel, com auxilio de pinca, tesoura e bisturi, pedacos desprendidos

de tecidos e barbantes de amarracao.

As amostras coletadas no corpo foram semeadas diretamente em placas de Petri
preparadas com o meio SDA com Penicilina G e Estreptomicina, 10 U/L (Figura 18). Alguns
fragmentos de bandagem foram armazenados em sacos autoclavaveis e transportados para o

laboratério para semeadura posterior.

R
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Figura 18: Amostragem da mumia de lactente. Material coletado da superficie das bandagens
e semeado diretamente sobre meio de cultura solido na placa de Petri.

Tambem foi feita a amostragem por aspiracdo de material pulverizado, depositado nos
espacos do tecido de linho, entre as bandagens, ou na superficie das mdmias. Para isso, foi

adaptado um mini aspirador de poeira (modelo 0278, Bright ®, Brasil). O equipamento foi
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modificado para permitir coletas sucessivas, minimizando a contaminacdo atraves da troca de
pontas de succdo descartaveis, onde ficavam retidos os materiais aspirados. Esta adaptacao foi
feita pelo encaixe de ponteiras de pipeta de 1 ml na sua haste de suc¢édo (Figura 19). Dentro
das ponteiras, dois chumacos de algoddo foram inseridos com a funcgéo de reter o material a
ser aspirado. A esterilizacdo de todo o conjunto descartavel da extremidade de succao, por
meio de autoclavagdo, com sua substituicdo a cada coleta, minimizaram a contaminacao

cruzada entre amostras.

Para a coleta em &reas mais internas, como aberturas estreitas entre as bandagens, uma

sonda estéril de 8 mm de diametro foi fixada as ponteiras, permitindo um melhor acesso.

Figura 19: Mini aspirador de poeira Bright ® adaptado, durante o desenvolvimento deste
projeto, para coletas localizadas e em condicGes estéreis. A. Componentes: corpo do aparelho,
bolsa coletora do ar, tubo de conexao, ponteira de pipeta descartavel estéril. B. Ponteira estéril
mostrando filtros de algoddo posicionados para reter o material aspirado, e sonda acoplada. C.

Ponteira de pipeta acoplada a sonda para coletas em canais e cavidades pequenas.

A cada coleta, as ponteiras eram desencaixadas do tubo de suc¢do do mini aspirador e
acondicionadas em sacos autoclavaveis, assim como as sondas, sendo transportadas para o
laborat6rio onde eram manipuladas para remocao do aspirado, em condi¢do controlada para

0s meios de cultura. Desta forma, buscou-se assegurar a ndo contaminagéo durante as coletas.

4.2.1.2.1. Coleta de amostras da mumia de lactente (13 de maio de 2013).

No dia desta coleta, ocorreram fortes chuvas no periodo da manha, em grande parte do
municipio do Rio de Janeiro. No bairro de S8o Cristovao, onde esta localizado o Museu, a
umidade relativa do ar foi de 76% e a temperatura média 23,7°C, durante o periodo de coleta,
entre 9:00 - 11:00 h, segundo dados da Fundacdo GEO RIO (Fundagdo Instituto de
Geotécnica do Municipio do RJ), disponibilizados no Sistema Alerta Rio. Os dados referentes
a umidade e temperatura dentro do Museu e da sala da Cole¢do Egipcia ndo foram obtidos,

mas podem ser considerados 0s mesmos, por tratar-se de salas abertas no segundo andar do
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prédio, que conta com amplas portas e janelas que abrem para o exterior arborizado do

Palacio de Sao Cristovao, sede do Museu.

Durante o trabalho feito com a mumia do lactente, foram coletadas duas amostras
ambientais de forma ativa, por meio do amostrador de ar automatico, sendo uma da sala de
exposicdo, com o amostrador posicionado ao lado da vitrine e outra de dentro da vitrine
(Figura 20, A e B). Coletou-se ainda uma amostra de forma passiva sobre a mesa em que foi

manipulada a mimia, tal como descrito na metodologia (Figura 20, C).

Figura 20: Amostragem ativa: A. Amostrador de ar posicionado ao lado da vitrine na sala de
exposicao. B. Amostrador no interior da vitrine, préximo do corpo. C. Amostragem ambiental

passiva: placa de Petri aberta proximo do corpo.

Foram coletadas 10 amostras do corpo, seis por meio do mini aspirador de poeira,
sendo constituidas por material pulverulento e residuos de fibras de tecido e outros materiais
depositados sobre o corpo. Outras quatro foram coletadas com auxilio de pingas, sendo
constituidas por fragmentos de tecido. As amostras foram coletadas de &reas da cabeca, do
tronco e dos pés (Figura 21). Trés destas foram semeadas imediatamente em placas com meio
de cultura, logo ap6s coletadas. A amostra ndo semeada, proveniente da area dos pés, foi
transportada em saco autoclavavel para o laboratorio e analisada ao microscopio de varredura.
O material sedimentar coletado foi proveniente de aberturas existentes nas bandagens nas

areas da cabeca e pés, além de materiais depositados na superficie (Figura 22).
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Figura 21: Regides da mumia de lactente escolhidas para a coleta de amostras: Seta a.

Cabeca. Seta b. Tronco. Seta c. Pés.

Figura 22: Coleta por aspiracdo de material seco e pulverulento. A. Ponteira introduzida em
orificio na cabega. B. Aprofundamento da coleta com auxilio de sonda, na mesma abertura. C.

Aspiracdo de abertura nas bandagens na extremidade de um dos pés.
4.2.1.2.2. Coleta de amostras na mumia do sacerdote Hori (17 de junho de 2013).

No dia da coleta das amostras na mimia Hori, a temperaturaea umidade do ar
médias registradas no bairro de S&o Cristovao, entre 9:00 - 11:00 h, foram de 65% e 24,9°C,
respectivamente (GEO-RIO). Também ndo foram registradas a temperatura e a umidade
dentro do Museu e da sala da Colecdo Egipcia, assumindo-se, da mesma forma, que estas

fossem proximas aos valores indicados pela GEO-RIO.
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Uma vez que esta mdmia havia sido mantida fechada em cépsula de atmosfera
controlada, por longo tempo, esta capsula teve que ser aberta para as coletas do presente
estudo, o que foi previamente autorizado pela curadoria do Museu Nacional. Para fins de
correlacdo com os resultados, foram também anotados alguns registros constantes na vitrine e
na cépsula, que isolavam a mumia de Hori, antes de sua exposi¢do, para amostragem
micoldgica. A escala colorimétrica no interior da capsula que guardava o sacerdote Hori
mostrou que, no momento da sua abertura para este trabalho, a umidade dentro daquele
microambiente era superior ao descrito no relatério de construcdo da capsula (Figura 23). O
nivel de umidade registrado foi cerca de 80% no interior da cdpsula, sugerindo mudanga das
condi¢cBes microambientais em que a mudmia se encontrava ao longo dos anos. Entretanto,

como a escala é antiga, deve-se considerar que talvez a sua leitura estivesse prejudicada.

A HUMIDITY

20

AJd

30
40

Figura 23: Sistemas utilizados para controle de umidade dentro da vitrine de Hori. A. Escala
de umidade. As cores variando de tons azuis a rosas representam o percentual de umidade no
ambiente. A cor mais azulada da pastilha confirma que a umidade dentro da capsula de Hori
chegou a cerca de 80%. B. Silica gel granulada e parcialmente hidratada que estava na gaveta

sob a base de acrilico que suporta a mimia.

Durante o trabalho com a mdmia do sacerdote Hori, foram coletadas 3 amostras
ambientais. Todas as amostras foram coletadas de forma ativa, por meio do amostrador de ar
automatico (Figura 24). A primeira foi obtida na sala de exposi¢cdo, com o amostrador
posicionado no chéo, ao lado da vitrine, e antes que a mesma fosse aberta. A segunda foi
obtida dentro da vitrine. A caixa de vidro que cobria a mimia foi aberta o suficiente para que
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0 aparelho fosse posicionado ao lado da céapsula contendo a mumia, sendo a vitrine
novamente fechada, até que a coleta terminasse. A terceira coleta foi do ar de dentro da
capsula, depois que a tampa de vidro havia sido removida. Para esta coleta, foi feito um corte
na extremidade da capsula plastica e a parte superior do aparelho foi imediatamente
posicionada na abertura, sendo o aparelho mantido nesta posicdo enquanto se realizava a
coleta. A abertura foi suficiente para a colocagdo do aparelho.

Figura 24: Amostragem dos ambientes de exposicdo quando da coleta na mumia Hori. A.
Amostrador posicionado para coleta proximo da vitrine. B. Amostrador posicionado no
interior da vitrine, junto a capsula plastica ainda fechada com o corpo mumificado. C.

Amostrador posicionado para coleta dentro da cépsula.

Além destas coletas, foi obtida uma amostra do material observado na forma de pontos
de depdsito circulares e pequenos, que formavam uma linha continua sobre a cdpsula, a altura
da juncdo vidro-madeira, que dividia a parte superior da tampa da vitrine desta mimia. Essa
coleta, feita por meio do mini aspirador, foi incluida entre as amostras ambientais. Uma
ultima coleta retirou granulos de silica-gel que se encontravam abaixo da mumia, sendo estes

também semeados em meio de cultura, logo apos coletados.

Foram coletadas 11 amostras corporais, sendo 6 com o mini aspirador, 1 com alca
bacterioldgica descartavel, 3 com pinca e 1 com tesoura. As amostras coletadas com alca,
pinga e tesoura foram semeadas diretamente em meio de cultura, logo apds coletadas. As
amostras foram coletadas nas areas da cabeca, peito, pernas e pés, respectivamente (Figura
25).
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Figura 25: Areas escolhidas para coletas de amostras sobre as bandagens da mdmia Hori.

Seta a. Cabeca. Seta b. Torax. Seta c. Pernas. Seta d. Pés.

4.2.2. lsolamento dos Fungos

As amostras corporais imediatamente semeadas em meio de cultura ap6s coletadas,
além das amostras ambientais, incluindo a amostra de granulos de silica-gel, foram mantidas
em estufa, a 28°C, por 10 dias. Aquelas amostras corporais transportadas em sacos
autoclavaveis foram semeadas em 15 ml de meio liquido (Caldo de Sabouraud contendo
Penicilina G e Estreptomicina, 10 U/L) e incubadas a 28°C, sob agitacdo de 90 rpm, até o

desenvolvimento fangico.

O material sedimentar, apds ser removido das ponteiras, foi semeado, juntamente com
o filtro de algoddo, também em meio liquido, sendo mantido nas mesmas condi¢cdes de
incubacdo anteriormente mencionadas. Para a semeadura dos aspirados, foi tomado o seguinte
cuidado. O filtro de algoddo mais proximo a extremidade que conectava a ponteira ao tubo de
aspiracdo (filtro mais interno) foi removido da ponteira e descartado e o filtro posicionado
mais proximo a extremidade de aspiragdo (ponta) (filtro mais externo) foi retirado com pinca
estéril e depositado diretamente no meio de cultura. Em seguida, as ponteiras foram agitadas

manualmente sobre 0 meio para a deposi¢do de particulas ainda retidas no seu interior.

Apbs o desenvolvimento fangico em meio liquido, 100 pl de cada cultivo foram
retirados e espalhados com auxilio de alca de Drigalski sobre o meio em placas SDA
contendo Agar mais Penicilina G/ Estreptomicina, 10 U/L, sendo, posteriormente incubado a

28°C, por 10 dias.
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Apo6s o crescimento nas placas (Figura 26), as colbnias fungicas derivadas das
amostras corporais e ambientais foram avaliadas quanto ao aspecto macroscopico. As
caracteristicas observadas foram a morfologia e a coloracdo. Aquelas coldnias distintas foram
repicadas até o crescimento em cultivo monoxénico. Dentre as coldnias que apresentaram o
mesmo aspecto, foi escolhida apenas uma para o repique. A partir do crescimento
monoxénico, estas foram novamente descritas e passaram a ser tratadas como cepas distintas.
Observou-se novamente a morfologia e a coloragédo, além da presenca de pigmento soltvel no

meio.

Figura 26: Crescimento misto das coldnias fungicas apds cultivo de amostra em meio de

cultura SDA, a temperatura de 28°C, por 10 dias.

Todos os isolados foram testados para a capacidade de crescimento em 37°C, com o
objetivo de identificar fungos potencialmente patogénicos, uma vez que alguns grupos
fangicos, que sdo termotolerantes a esta temperatura, podem representar risco patogénico,
quando acometem o organismo humano®. O processamento das amostras, com o isolamento

das cepas, esta representado no esquema (Figura 27).
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[ Coleta e semeadura ] Semeadas em meio sélido [Coletadas com miniaspiradorJ
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Figura 27: Etapas do processamento das amostras coletadas dos corpos e dos ambientes relacionados as mimias e do isolamento fungico.
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4.2.3. Preservacao dos fungos isolados

Para a preservacdo dos fungos isolados foram utilizados dois métodos diferentes. A

preservacdo em SDA em tubo com éleo mineral e criopreservacdo em freezer -80°C.

Para a preservacdo, as cepas foram inicialmente cultivadas em tubos de ensaio
contendo SDA e, em seguida, colocadas em 6leo mineral, previamente esterilizado, em
autoclave (120°C, por 20 minutos), até cobrir a superficie de cada col6nia em até 1 cm de

altura.

Para a criopreservacgdo, primeiro as cepas foram crescidas em meio SDA preparado em
placas de Petri e, apds o crescimento, um fragmento de cada col6nia foi retirado e colocado
em criotubos com caldo de Sabouraud mais glicerol 15%, mantendo-se, em seguida, em

freezer a temperatura de -80°C.
4.2.4. ldentificagéo tradicional dos isolados

Para a identificacdo tradicional dos isolados, tanto de fungos filamentosos como de
leveduriformes, foi feito o estudo dos aspectos macroscopicos e microscopicos apresentados
por estes. Os dados obtidos foram organizados em fichas individuais (ANEXO 1), referentes a
cada isolado, permitindo uma analise completa dos mesmos e, posteriormente, foram
comparados com aqueles descritos em chaves de identificacdo de fungos, constantes de Kern
& Blevins (1999)% e Klich & Pitt (2002)%.

4.2.4.1. Caracterizacdo macroscopica

Os aspectos macroscépicos utilizados para a identificacdo dos fungos filamentosos
foram a morfologia, a coloracdo, o tamanho, a presenca de pigmentos sollveis, entre outros,
no caso das colbnias filamentosas. Ja para as leveduriformes, foi observada a coloracéo, a

textura e o formato das coldnias®.

4.2.4.2. Caracterizagdo microscopica

4.2.4.2.1. Fungos filamentosos

Durante a analise microscopica dos isolados, os aspectos analisados foram

relacionados as estruturas reprodutivas como conidioforos, além dos propagulos (esporos
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sexuados e assexuados) e hifas. Foi observada a morfologia, a coloracdo e o tamanho destas

estruturas, que sdo especificos em alguns grupos fangicos.

A analise microscopica destes fungos foi realizada a partir da técnica de microcultivo
em lamina®, na qual o desenvolvimento das coldnias em meio de cultura sélido posicionado
entre lamina e laminula, permite a analise da morfologia com uma boa preservacdo das

estruturas, facilitando o reconhecimento das espécies fungicas.

Para o microcultivo de cada cepa, procedeu-se da seguinte maneira. Placas de Petri
preenchidas com um disco de papel de filtro (Whatman® Filters, Inglaterra), uma laminula,
uma lamina, além de duas ponteiras de pipeta, foram autoclavadas. Posteriormente, colocou-
se um cubo de meio SDA sobre a lamina e um fragmento de cada cepa foi inoculado nas
laterais do cubo, sendo o mesmo coberto com a laminula. O papel de filtro foi umedecido com
agua destilada estéril e as placas, entdo, vedadas. Os microcultivos foram mantidos em
temperatura ambiente por até 10 dias, sendo interrompidos conforme o desenvolvimento das
colonias. O mesmo procedimento foi realizado com as culturas crescidas em 37°C, sendo 0s

microcultivos colocados em estufa na mesma temperatura.

Apobs o desenvolvimento das col6nias, a laminula foi retirada de cima do cubo e
colocada sobre uma nova lamina, contendo uma gota do corante azul de lactofenol. Em
seguida, o cubo foi removido da lamina e esta também corada com azul de lactofenol e
coberta com uma nova laminula. Ambas as laminulas foram vedadas e as cepas analisadas ao
microscopio Optico. Todo o procedimento realizado, a partir da semeadura das cepas no meio

de cultura até a analise microscopica das mesmas, esta representado na Figura 28.
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Fig. 28: Preparo das cepas para 0 microcultivo e posterior andlise microscopica. A. Retirada
de uma porcéo de cada cepa. B. Semeadura em cubo de meio de cultura Sabouraud Agar. C.
Cobertura do cubo com laminula. D. Hidratacdo do disco de papel de filtro com agua
destilada. E. Microcultivo pronto para ser mantido em temperatura ambiente, ou em 37°C. F.
Microcultivo com col6nia ja desenvolvida. G. Remoc¢éo de laminula de cima do cubo de meio
de cultura. H. Colocacdo de laminula sobre gota de Azul de Lactofenol na superficie da

lamina. 1. LAmina pronta para microscopia.
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4.2.4.2.2. Fungos leveduriformes

A analise microscépica dos fungos leveduriformes foi realizada a partir da observacao
em lamina de uma porcao de cada cultivo, corada com azul de lactofenol, ao microscopio
optico (Zeiss Axioplan, EUA). As células foram caracterizadas segundo sua morfologia,

coloragéo e presenca ou ndo de pseudo-hifas®® *.

A identificacdo destes fungos foi, posteriormente, realizada de forma automatizada,
empregando-se o aparelho Vitek®2 (Vitek, ICB, BioMérieux, EUA), analise esta obtida
gracas a colaboracdo do Dr. Rodrigo Almeida Paes, do Laboratério de Micologia, do Instituto

de Pesquisa Clinica Evandro Chagas, da Fundagdo Oswaldo Cruz, Fiocruz.

O principio desta analise esta baseado na leitura e identificacdo do perfil bioquimico
das cepas. Para isso, uma suspensao de cada levedura, derivada de cultivos de até 24 h, foi
inserida em cartdes especializados (Vitek2-YST card), que foram depositados no aparelho,
permitindo a analise dos perfis bioguimicos, com divulgacdo dos resultados em até 24 horas.
A validacdo dos resultados, entdo, foi feita através do software Advanced Expert System™
(AES), por meio do qual os dados obtidos foram comparados com aqueles referentes as cepas
fangicas ja identificadas, registrados na base de dados de identificacdo do programa. Para a
confirmacéo dos resultados, também foram realizados testes adicionais com as cepas, como a

producdo da enzima urease e a reacdo ao Diazonium Blue B (DBB).
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5. RESULTADOS

Dentre as 29 amostras coletadas, 17 foram positivas para o crescimento fangico. A
partir destas, foi possivel isolar 51 cepas distintas, das quais, 46 foram de fungos filamentosos
e 5, de fungos leveduriformes. Apds subcultivo, cultura monoxénica, isolamento e novo
subcultivo a 37°C, por 10 dias de incubacéo, apenas 34 culturas tiveram crescimento positivo
a 37°C. Estas ultimas, devido ao seu crescimento apds incubacdo em temperatura corporal,
foram consideradas fungos termotolerantes para esta temperatura e, portanto, capazes de
habitar no organismo humano. As fichas que documentam as 51 cepas isoladas estdo
disponibilizadas em meio digital.

5.1. Resultado das coletas na mimia de lactente e ambiente relacionado

Das 10 amostras coletadas na mumia do lactente, apenas 3 foram negativas para

fungos. J& as 3 amostras coletadas do ambiente, foram positivas para fungos (Tabela 1).
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Tabela 1. Mumia de lactente. Distribuicdo dos isolados a partir das amostras ambientais e
corporais, instrumentos de coleta das amostras e aspecto apresentado pelas cepas.

NoTaads Amssins Kvesda coletd Instrumento de Aspecto_ e quantidade
coleta de isolados
Corporais Leveduriforme Filamentoso
Cabecadentro Cabeca Aspirador e sonda 1
Cabeca Cabeca Aspiradore tip 0
Corpo Corpo Aspiradore tip 0 1
Pédopé 1 Pé Aspiradore tip 0
Pédopé 2 Pé Aspiradore tip 0 0
Pédopé3 Pé Aspiradore tip 0 1
Tecidodo pé Pé Pinca 0 1
Fragmento Cabeca Cabeca Pinca, bisturi 0 0
Fragmento Corpo Corpo Pinca, bisturi 0 2
Fragmento Pé Pé Pinca, bisturi 0 1
Ambientais
Ativa interna vitrine Vitrine Amostrador 1 4
Ativa externa Préxima a vitrine Amostrador 2 4
Sobrea maca
préxima da
Passiva Mesa mumia Placa aberta 2 4

5.1.1. Amostras de aspirados e fragmentos da mumia de lactente

Das seis amostras compostas por material pulverizado, obtidas por aspiracdo, duas
foram negativas, a saber, uma da regido da cabeca e outra da regido dos pés. Ambas foram
semeadas, inicialmente, em meio liquido e, posteriormente, em placas. A amostra aspirada da
perfuracdo existente na cabeca apresentou apenas colénias leveduriformes. Esta amostra ndo
representou o material interno ao cranio, uma vez que a sonda néo ultrapassou a espessura das
bandagens, representando, portanto, apenas o material removido da trama do linho que
obstruia parcialmente a cavidade existente no cranio da mumia, 0 que representava material
gue ja estava profundamente impregnado no tecido e protegido no interior da pequena

cavidade.
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Trés das quatro amostras de fragmentos de bandagem retiradas da superficie da mimia
de lactente (&rea da cabeca, tronco e pés) foram positivas para crescimento flngico. As cepas
isoladas foram filamentosas. Apenas a amostra que foi coletada da cabeca, com pinga, e
semeada diretamente em placa, mostrou-se negativa. O isolamento de cepas a partir deste
fragmento foi tentado por duas vezes, a partir do cultivo em meio liquido, porém n&o houve

nenhum crescimento fangico.

A partir da amostra de fragmento de bandagem, analisada em microscépio de

varredura, foram observadas estruturas semelhantes a conidios fungicos (Figura 29).

Figura 29: Microscopia eletronica de varredura de amostra de fragmento de
bandagem coletada da area dos pés da mUmia de lactente. Estruturas bioldgicas observadas
(setas vermelhas). A. Filamentos agregados a fibra de bandagem. (Barra 50 um). B. Estrutura
arredondada porosa semelhante a esporo vegetal. (Barra 20 um). C e D. Estruturas
semelhantes morfologicamente a propagulos de alguns fungos filamentosos, como Aspergillus

sp. (Barra 10 um) e Alternaria sp. (Barra 20 um), respectivamente.
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5.1.2. Amostras de ar dos ambientes relacionados a mumia de lactente

As trés amostras coletadas dos ambientes de exposicdo da mumia de lactente foram
positivas para o crescimento de fungos, apds 10 dias de incubacdo (Figura 30). As coldnias
que cresceram foram analisadas e repicadas até a cultura monoxénica. A partir da amostra
ambiental ativa da sala de exposicdo foi possivel isolar 7 cepas, sendo 5 filamentosas e 2
leveduriformes. Ja a partir da amostra ambiental passiva, do mesmo ambiente, foram isoladas

5 cepas, sendo 4 filamentosas e 1 leveduriforme. Da amostra derivada da vitrine, foram

isoladas 6 cepas distintas, sendo 5 filamentosas e uma leveduriforme.

Figura 30: Amostras coletadas a partir dos ambientes de exposicdo da mumia de lactente.
Crescimento de col6nias em meio Sabouraud Agar, apds cultivo a temperatura de 28°C. A.
Amostra do ar da sala de exposic¢do, coletada por meio de amostrador, proxima da vitrine. B.
Amostra do ar do interior da vitrine, coletada com amostrador. C. Amostra do ar da sala de

exposicao, coletada de forma passiva sobre a mesa, proximo a mimia.

Outro fator que deve ser levado em conta é a proximidade da placa ao corpo
mumificado que estava sendo manipulado, 0 que pode ter aumentado a dispersdo de

propagulos existentes sobre a mimia, levando a um maior contato com a superficie do agar.

Contudo, além do numero, a variedade de cepas isoladas, a partir das amostras
ambientais coletadas ativa e passivamente da sala de exposi¢do e da amostra do interior da
vitrine, foi também aproximadamente a mesma, mostrando consisténcia nos resultados

qualitativos para os fungos isolados.
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5.1.3. Potencial de patogenicidade das cepas isoladas a partir da mamia de
lactente e ambientes relacionados

Dentre as cepas isoladas a partir das coletas feitas na mumia e seus ambientes
relacionados, 15 foram consideradas termotolerantes por terem crescido a 37°C. As
caracteristicas apresentadas por cada cepa podem ser visualizadas nas respectivas fichas de
descricdo, disponibilizadas no banco de dados. Do total, 4 cepas foram isoladas de amostras
retiradas da mumia e 11 de amostras obtidas do ambiente (2 da amostra passiva, 4 da amostra
ativa do interior da vitrine e 5 da amostra ativa da sala de exposi¢éo), confirmando que estes

estdo circulando no ambiente.

Das 4 cepas isoladas de amostras da mdmia, 3 foram filamentosas e apresentaram
aspecto morfoldgicos distintos entre si. A outra cepa era leveduriforme. Das cepas derivadas
do ambiente, isoladas da amostra passiva da sala de exposi¢do, foram obtidas uma filamentosa
e outra leveduriforme. Das derivadas da coletada ativa do mesmo ambiente, foram
recuperadas uma leveduriforme e outras 4 filamentosas, de 3 géneros distintos. Da amostra do
interior da vitrine, foi isolada uma cepa leveduriforme e outras 3 filamentosas do mesmo

género.

5.2. Resultados das coletas na mUmia do sacerdote Hori e ambiente relacionado

Das 11 amostras coletadas no corpo da mimia do sacerdote Hori, 8 foram negativas e
3 foram positivas para o crescimento de fungos. A amostra de granulos de silica gel foi
negativa para fungos. Das 4 amostras coletadas dos ambientes relacionados a mumia, no

mesmo dia, todas foram positivas para fungos (Tabela 2).
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Tabela 2. Mumia Hori. Distribuicéo dos isolados a partir das amostras ambientais e corporais,
instrumentos de coleta das amostras e aspecto apresentado pelas col6nias isoladas.

Nokia dadinasts Rraade soieta Instrumento Aspecto.e quantidade
de coleta de isolados
Corporais Leveduriforme Filamentoso
Barbante Alca (raspado) Bandagem Tesoura 0 1
Barbante Fragmento Bandagem Aspirador e tip 0 3
Aspirado Térax Bandagem Aspiradore tip 0 q
Aspirado Osso-Olho Cabeca Aspirador e tip 0 0
Corpo Superficie do corpo Pinca 0 0
Corpo Superficie do corpo Pinca 0 0
Corpo Superficie do corpo Pinca 0 0
Silica Abaixo do corpo Pinca 0 0
P6 do pé Pé Aspirador e sonda 0 0
Ambientais

Sala Sala de exposicéo Amostrador 0 4
Cépsula Cépsula Amostrador 0 9
Vitrine Vitrine Amostrador 0 7
P6 da Capsula Em cima da capsula Aspirador e tip 0 1

5.2.1. Amostras de aspirados e fragmentos da mimia do sacerdote Hori

Quatro amostras, sendo 1 fragmento de barbante com aspecto sugestivo de
crescimento de hifas e 3 amostras de fragmentos coletados sobre a mimia com auxilio de
pinga (cabeca, térax e pés), foram analisadas. Mas apenas o fragmento de barbante apresentou
resultado positivo, sendo as demais negativas para fungos.

Ambas as amostras de fragmento de barbante e do aspirado da &area do tdrax
apresentaram crescimento abundante de fungos filamentosos em culturas mistas, as quais
estavam distribuidas por toda a placa. Contudo, foram isoladas apenas 2 cepas distintas na
primeira amostra e uma na segunda. A amostra do raspado do barbante, retirada de uma
pequena corda torcida que apresentava a extremidade livre na lateral esquerda, junto ao flanco

da mumia, resultou em apenas uma colonia de fungo filamentoso.
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As 3 amostras coletadas da superficie da mdmia do sacerdote Hori e semeadas
diretamente no meio de cultura foram negativas. Da mesma forma, as amostras coletadas pela
aspiracdo superficial sobre o osso frontal exposto, sem bandagem, e na regido do pé foram

negativas.

5.2.2. Amostras de ar do ambiente relacionadas a mimia do sacerdote Hori

Todas as amostras ambientais foram positivas para o crescimento fangico (Figura 31).
A amostra de ar coletada de dentro da capsula permitiu obter 9 isolados, 0 maior numero
guando comparado aos 7 isolados obtidos do ar de dentro da vitrine (externo a capsula) e aos

4 isolados da amostra da sala de exposigé&o.

Figura 31: Amostras coletadas a partir dos ambientes de exposi¢do da mumia do sacerdote
Hori. Crescimento de coldnias em meio Sabouraud Agar, ap6s cultivo & temperatura de 28°C.
A. Amostra do ar da sala de exposicdo, coletada proxima da vitrine. B. Amostra do ar do
interior da vitrine. C. Amostra do ar do interior da cdpsula em que a mumia estava
acondicionada. Ambas as amostras foram coletadas de forma ativa por meio do amostrador de

ar automatico.
5.2.3. Amostra do depdsito de poeira existente sobre a capsula de plastico

A amostra de material depositado sobre o plastico da capsula, captada com o mini
aspirador, apresentou colonias filamentosas e uma abundéncia de coldnias leveduriformes,
semelhantes entre si, que estavam sobrepostas e dispersas na placa. O aspecto deste deposito
de poeira sobre o pléastico e sua posicao, alinhado com a fresta existente na juncdo vidro-
madeira da vitrine (Figura 32), sugere que ali houve depdsito de material vindo do ambiente

externo (poeira do ambiente), 0 que permitiu o crescimento de coldnias fungicas.
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Figura 32: A. Juncédo vidro-madeira da vitrine (seta vermelha), por onde o material externo,
constituido por poeira do ambiente penetrou na vitrine, ficando depositado sobre a capsula. B.
Depdsito de poeira sobre a capsula, presente abaixo da juncdo vidro-madeira da vitrine,

destacado pelo circulo vermelho.

5.2.4. Potencial de patogenicidade das cepas isoladas a partir da mumia do
sacerdote Hori e ambientes relacionados

Dentre as 26 cepas isoladas a partir das coletas feitas na mumia do sacerdote Hori e
ambiente relacionado, 19 foram consideradas potencialmente patogénicas por terem crescido
a 37°C. As caracteristicas apresentadas por cada cepa pode ser visualizada nas respectivas
fichas de descricdo, no CD anexo a dissertacdo. Destas, nenhuma se originou de coletas feitas
diretamente na mumia, sendo portanto originadas das coletas feitas no ambiente, sugerindo
que estes fungos sao dai originarios. Foram 6 cepas derivadas do ar de dentro da vitrine, 4 do
ar da Sala de Exposicado, 8 da atmosfera interna a capsula, além de 1 proveniente do depésito

de poeira que havia sobre a capsula.

As 6 cepas derivadas da amostra do ar da vitrine foram filamentosas, sendo
identificadas em 4 géneros distintos. As 4 cepas derivadas da amostragem da Sala de
Exposicdo também foram filamentosas, sendo 3 pertencentes a0 mesmo género. As 8 cepas
derivadas da atmosfera da capsula, todas filamentosas, foram identificadas e distribuidas em 3

géneros distintos. A Unica cepa isolada do depdsito de poeira da capsula foi filamentosa.
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5.3. Descricdo preliminar dos géneros isolados em ambas as mimias

Considerando ambas as mUmias e seus respectivos ambientes de exposicdo, das 46
cepas filamentosas isoladas, 42 foram descritas ao nivel de género ap6s a analise macro e
microscopica. Outras 4 cepas, isoladas de amostras ambientais, foram identificadas como
micélio estéril, pois ndo apresentaram conidiéforos ap6s o microcultivo. Além disso,
possuiam aspectos macro e microscopicos semelhantes entre si, sugerindo que podem
pertencer a0 mesmo género. Foram 11 géneros ao todo, distribuidos entre o material
proveniente das mumias e seus ambientes de exposicdo (Tabela 3). Dentre os géneros
identificados foram observadas algumas diferencas entre as cepas incluidas em cada um,
como variacdo na coloracdo e no tamanho de conidios e conidioforos, sugerindo a existéncia

de mais de uma espécie.
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Tabela 3. Distribuicdo dos géneros fungicos entre as mumias e seus ambientes de exposicdo e a quantidade de isolados positivos para

crescimento em 37°C em cada area amostrada.

Area de coleta e quantidade de cepas isoladas

Salade Salade
Poeira de cima exposicao exposicao Total de Positivos
Mumia Género Corpo da capsula Vitrine Coletaativa Coleta passiva Capsula isolados em 37°C

Alternaria 2 - 1 0 2 - 5 0

Lactente Aspergillus 1+ 5 0 0 0 - 1 1
Chaetomium 2+ - 0 0 0 - 2 1
Cladophialophora 1 - 0 0 0 - 1 0
Cladosporium 0 - 1 1 0 - 2 0

Cryptococcus laurentii 1+ - 1% 2+ 1+ - 5 4

Curvularia 1+ - 3+++ 2+ + 2+ - 8 7

Fusarium 0 - 0 1+ 0 - 1 1

Micélio estéril 0 - 0 1+ 0 - 1 1

Totalde isolados 8 - 6 7 5 - 26 -
Positivos em 37°C 4 - 4 5 2 - - 15

) Aspergillus 0 0 2+ + 3+++ - 4++++ 9 9
Hori Cladosporium 3 0 0 0 - 0 3 0
Fusarium 0 0 2++ 0 - 0 2 2

Paecilomyces 0 1+ 0 0 - 0 1 1

Penicillium 1 0 24 0 - 3++ 6 3

Trichoderma 0 0 0 0 - 1+ 1 1

Micélio estéril 0 0 1+ 1+ - 1+ 3 3

Totalde isolados 4 1 7 - 9 25 -
Positivos em 37°C 0 1 6 - 8 - 19

Obs.: Simbolo (+) igual a quantidade de isolados positivos para o crescimento em 37°C.
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Jé as cepas leveduriformes, todas isoladas da mdmia do lactente e seus ambientes de
exposicao, apds serem submetidas a analise pelo método Vitek®2, foram identificadas como
pertencentes a espécie Cryptococcus laurentii (Tabela 4). Apenas uma cepa, do total de 5,
isolada da amostra de ar da vitrine, ndo pode ser identificada por este método, embora tenha
apresentado aspecto macroscdpico semelhante as demais. No aspecto microscopico nem todas
as cepas foram semelhantes (Figura 33). Nos testes adicionais de urease e DBB realizados,
todas as cepas foram positivas, sendo este um indicativo para a confirmacdo da espécie.
Apenas uma destas cepas, isolada da amostragem de ar ativa da sala de exposi¢do, nao foi

positiva para o crescimento em 37°C.

Tabela 4. Distribuicdo das cepas leveduriformes, identificadas a partir do método Vitek®2,

entre os ambientes de coleta.

Testes adicionais

Cepa Espécieindicada Origem Isolamento | dngﬁtt(i}?:aggo
em 37°C Produgao de
urease DBB
Sala de exposigéo.
M1b  Cryptococcus laurentii Coleta ativa - Vitek®2 + +
Sala de exposicéo. + +
M2b  Cryptococcus laurentii Coleta ativa + Vitek®2
Sala de exposicéo. + +
M4db  Cryptococcus laurentii Coleta passiva + Vitek®2
+ +
M5b* - Vitrine + Vitek®2
M21b  Cryptococcus laurentii Corpo + Vitek®2 + +

*Cepando identificada.
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Figura 33. Cepas leveduriformes isoladas da mumia de lactente e ambientes relacionados. A.
Cepa M1b. B. Cepa M2b. C. Cepa M4b. D. Cepa M5b. E. Cepa M21b. (Barra 50 um).

5.3.1. Géneros fungicos isolados da mumia de lactente e seus ambientes de
exposicao

Foram descritos 7 géneros distintos, isolados das amostras associadas a esta mumia:
Alternaria, Aspergillus, Chaetomium, Cladophialophora, Cladosporium, Curvularia e
Fusarium (Figura 34). Além da espécie Cryptococcus laurentii, no caso das cepas
leveduriformes. Também foi identificada uma cepa como micélio estéril (Micelia sterilia).
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Figura 34: Géneros fungicos isolados a partir da mdmia de lactente e seus ambientes de
exposicdo. A. Alternaria. B. Aspergillus. (Barra 50 um). C. Chaetomium. (Barra 10 pum). D.
Cladophialophora. E. Cladosporium. F. Curvularia. G. Fusarium. (Barra 50 pum).

O género prevalente foi Curvularia, tendo sido isolado 8 vezes dentre as amostras
corporais e ambientais (Figura 35). Sete destes isolados foram positivos para o crescimento
em 37°C. Aspergillus foi o género menos frequente com apenas 1 isolado proveniente de uma

amostra da superficie da mumia de lactente, tendo também crescimento positivo em 37°C.

wlk A

E«J, S —

Figura 35: A — H. Cepas do género Curvularia isoladas a partir das amostras coletadas do
corpo e dos ambientes de exposicdo da mumia de lactente. (Barra 50 um).
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A partir das 8 cepas isoladas de amostras recuperadas do corpo do lactente, foram
identificados 5 géneros distintos. Os géneros identificados, juntamente com o respectivo
nome da cepa na ficha de descri¢do segue a seguinte ordem: 1 isolado de Curvularia (M27b),
1 de Aspergillus (M15b), 2 de Alternaria (M13b; M14b), 2 de Chaetomium (M22b; M23b), e
1 semelhante a Cladophialophora (M26b), todos fungos filamentosos (Figura 36); Além de 1
de C. laurentii (M21b), leveduriforme. Apenas os isolados de Alternaria e um de

Chaetomium nao foram positivos para crescimento em 37°C.

Figura 36: Cepas isoladas a partir de amostras corporais da mumia de lactente. A.
Curvularia. B. Aspergillus. C e D. Alternaria. E e F. Chaetomium. G. Cladophialophora.
(Barra 50 um, exceto em E: 20 pum).

A partir da amostra ambiental do interior da vitrine, dentre as 6 cepas isoladas, foram
descritas 3 pertencentes ao género Curvularia (M11b; M18b; M25b), 1 de Alternaria (M12b)
e 1 de Cladosporium (M24b), todas filamentosas (Figura 37). Além de 1 semelhante aquelas
identificadas como Cryptococcus laurentii (M5b), que é leveduriforme e foi positiva para
crescimento em 37°C. Como C. laurentii, apenas as cepas de Curvularia foram positivas
nesta temperatura.
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Figura 37: Cepas isoladas a partir da amostra ambiental coletada de dentro da vitrine onde
estava acondicionada a mumia de lactente. A, B e C. Curvularia. D. Alternaria. E.
Cladosporium. (Barra 20 umem A, Be C; D e E: 50 um).

A partir da amostra ambiental da sala de exposi¢éo, coletada de forma ativa, das 7
cepas isoladas, 2 foram descritas como Curvularia (M8b; M16b), 1 como Cladosporium
(M17b), 1 como Fusarium (M6b) e 1 como Micelia sterilia (M7b), todas essas filamentosas
(Figura 38). Outras 2 cepas foram identificadas como pertencentes a espécie Cryptococcus
laurentii (M1b; M2b). Dentre todas as cepas, apenas a do género Cladosporium e uma da
espécie C. laurentii ndo cresceram em 37°C, sendo as demais positivas para crescimento nesta

temperatura.
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Figura 38: Cepas isoladas a partir da amostra ambiental da Sala de Exposicdo coletada de

forma ativa. A e B. Curvularia. C. Cladosporium. D. Fusarium. E. Micélio estéril. (Barra 50

pum).

Dentre as 5 cepas isoladas da amostra ambiental passiva da Sala de Exposi¢do, no
mesmo periodo, foram descritas 2 como Curvularia (M9b; M19b), e 2 Alternaria (M10b;
M20b), ambas filamentosas (Figura 39); e 1 como C. laurentii (M4b). Destas, foram positivas

para crescimento em 37°C apenas a cepa de C. laurentii e uma das cepas de Curvularia.
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Figura 39: Cepas isoladas a partir da amostra ambiental da Sala de Exposicao coletada de

forma passiva. A e B. Curvularia. C e D. Alternaria. (Barra 50 pum).
5.3.2. Géneros fungicos isolados da mumia Hori e seus ambientes de exposi¢ao

Foram descritos 6 géneros distintos entre os fungos filamentosos, a saber, Aspergillus,
Cladosporium, Acremonium, Paecilomyces, Penicillium e Trichoderma (Figura 40). Outras 3
cepas foram descritas como Micelia sterilia, pois ndo foram observados conidi6foros na
analise microscopica. Estes micélios estéreis foram semelhantes entre si nos aspectos
macroscopicos, mas diferentes nos aspectos microscopicos, sendo isolados de uma amostra do
ar da vitrine (ficha M46h), outra do ar da sala de exposi¢do (M31h) e a terceira do ar de
dentro da capsula (M37h) (Figura 41).
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Figura 40: Géneros fangicos isolados a partir da mimia Hori e seus ambientes de exposicao.
A. Aspergillus. B. Cladosporium. C. Acremonium. D. Paecilomyces. E. Penicillium. F.

Trichoderma. (Barra 50 um, exceto em A: 20 um).

Figura 41: A, B e C. Cepas de fungos filamentosos isoladas dos ambientes de exposi¢do da

mumia Hori descritas como micélio estéril. (Barra 50 pum).

Aspergillus foi o género prevalente, tendo sido isolado apenas das amostras
ambientais. No total, foram 9 isolados (Figura 42), sendo todos positivos para crescimento em
37°C.
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Figura 42: A - 1. Cepas distintas do género Aspergillus isoladas dos ambientes de exposi¢ao

da mumia do sacerdote Hori. (Barra 50 um, exceto em B, C, D, F e G: 20 um).

Paecilomyces e Trichoderma foram 0s menos prevalentes, com apenas 1 isolado cada.

Ambos positivos para o crescimento em 37°C.

Dentre as 4 cepas isoladas de amostras corporais, 3 foram descritas como
Cladosporium, sendo 2 provenientes da amostra de fragmento de barbante (M51h; M52h) e 1
do material aspirado da regido do térax (M53h). Uma quarta cepa foi descrita como
Penicillium (M50h), sendo esta proveniente do material capturado pela raspagem do

fragmento de barbante (Figura 43).
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Figura 43: Cepas distintas isoladas a partir das amostras corporais da mamia Hori. A, B e C.

Cladosporium. D. Penicillium. (Barra 50 pm).

Dentre as 7 cepas isoladas da amostra de ar da vitrine, 2 foram descritas como
Aspergillus (M43h; M47h), 2 como Penicillium (M41h; M44h), 2 como Acremonium (M42h;
M45h) (Figura 44) e 1 como Micelia sterilia (M46h). Destas, apenas uma cepa de Penicillium

ndo cresceu em 37°C.
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Figura 44: Cepas isoladas a partir da amostra de ar da vitrine onde estava exposta a mimia
do sacerdote Hori. A e B. Aspergillus. C e D. Penicillium. E e F. Acremonium. (Barra 50um).

A cepa isolada a partir da amostra de dep6sito de poeira, obtida de cima da capsula foi
descrita como Paecilomyces (M49h). A partir da amostra do ar da sala de exposicéo, foram
isoladas 4 cepas. Trés descritas como Aspergillus (M28h; M29h; M30h) (Figura 45) e 1 como
Micelia sterilia (M31h). Todas as cepas foram positivas para crescimento em 37°C.
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Figura 45: Cepas isoladas a partir dos ambientes de exposi¢do da mumia do sacerdote Hori.
A. Paecilomyces. Cepa isolada do deposito de poeira. B, C e D. Aspergillus. Cepas isoladas

da amostra ambiental da sala de exposic¢do. (Barra 50 pum, exceto em C e D: 20 um).

Das 9 cepas isoladas da amostra de ar da capsula, 4 foram descritas como Aspergillus
(M32h; M33h; M34h; M36h), 3 como Penicillium (M35h; M38h; M39h), 1 como
Trichoderma (M40h) (Figura 46) e 1 como Micelia sterilia (M37h). Todas foram positivas

para o crescimento em 37°C, exceto 1 cepa de Penicillium.
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Figura 46: Cepas distintas isoladas da amostra de ar da cdpsula onde a mumia do sacerdote
Hori estava acondicionada. A, B, C e D. Aspergillus. E, F e G. Penicillium. H. Trichoderma.

(Barra 50 um, exceto em A, C e D: 20 pum).
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6. DISCUSSAO

A contaminacao bioldgica tem sido um sério problema que afeta mimias egipcias,
principalmente, quando expostas a altos niveis de umidade do ar e a ambientes pouco ou ndo

ventilados, como visto nos estudos de Elnaggar et al. (2010)*° e Valentin (2012)°.

No caso das mUmias analisadas neste estudo, observamos duas situagdes. A mumia de
lactente ha muito tempo sob visitagdo em vitrine pouco isolada, sendo frequentemente exposta
ao ambiente externo, e a mumia de Hori, exposta em vitrine que permaneceu fechada, e

dentro de capsula selada.

Embora a umidade do ar no ambiente do Museu seja relativamente alta (cerca de
70%), as janelas da sala de exposicdo permanecem a maior parte do tempo abertas,
permitindo que haja circulagdo permanente do ar no ambiente interno. Por outro lado, esta
mesma circulacdo de ar externo para o interior da sala permite o contato das mumias com
propagulos fungicos trazidos do ambiente externo onde ha arvores de grande porte no
entorno, além da presenca de aves e outros animais que circulam na area externa, telhado e

jardins do Museu.

Como alguns dos fungos isolados neste estudo também sdo conhecidos por associacdo
aos vegetais, agindo como simbiontes ou parasitas, como Fusarium e Trichoderma, por
exemplo, o foco da proliferacdo destes também pode ter origem em arvores que se encontram

ao redor do Museu.

Além disso, sabe-se que alguns animais, como pequenos mamiferos e insetos, quando
presentes em museus e no entorno podem ser prejudiciais para a conservacao de diversos
tipos de materiais, seja por sua acdo direta, como também por poderem criar condi¢des para o
desenvolvimento de variados tipos de microrganismos, além de serem vetores dos mesmos,
trazendo-os do ambiente externo para o interno®. Contudo, os fungos isolados no presente
estudo sdo anemofilos e comumente encontrados no ambiente e, por isso, facilmente dispersos
pelo ar (aerovagantes), podendo ser o foco de sua proliferacdo tanto no ambiente em torno do
Museu, como ambientes mais afastados, inclusive, quildmetros distantes, conforme relata
Valentin (2012)°.
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Da mesma forma, a circulagdo de pessoas dentro do Museu também parece contribuir
para a contaminacdo das pecas, 0 que € mais provavel do que a presenca de animais, por

exemplo.

A presenca de fungos como Aspergillus, Cladosporium, Fusarium e Penicillium
dentro de ambiente de museus, isolados do ar e de corpos mumificados, egipcios ou néo,
também foi observada nos estudos de Araya et al. (2001)?, Lopez-Martinez (2007)°, Elnaggar
et al. (2010)*, Caycho et al. (2010)*°. Isto se explica por serem fungos comumente
encontrados na natureza (anemofilos), ou seja, facilmente disseminados pelo ar, cosmopolitas,
além de serem descritos na literatura por sua capacidade de desenvolvimento em variados

tipos de substratos e em diversas condi¢cBes ambientais.

Além destes fungos, uma variedade pequena de géneros foi isolada, sendo composta
por Alternaria, Curvularia, Paecilomyces e Trichoderma, que também sdo, comumente,
encontrados na natureza e j& foram relatados em ambientes de museus, ainda que com menos
frequéncia. Sua associacdo a corpos mumificados aparece em estudos de Caycho et al.
(2010)* e Elnaggar et al. (2010)%.

O isolamento de fungos semelhantes, tanto de amostras das mumias como dos
ambientes internos das vitrines e do ar da sala de exposicdo, indica que estes estdo bem
disseminados, sendo provavel que o que foi isolado no presente estudo seja resultado da
contaminagdo das mumias, que estdo ha dois séculos no ambiente tropical onde encontra-se o
Museu. Tal como descrito antes, os corpos mumificados representam bons substratos e, ao
longo do tempo, tem recebido e guardado os residuos dispersos pelo ar ou disseminados pela
manipulagdo e contato com materiais e objetos diversos, mantendo, assim, fungos em sua

superficie.

Do ponto de vista dos riscos para a conservacdo, embora as mimias deste estudo se
apresentem bem conservadas, a presenca de fungos viaveis na sua superficie confirma que
estdo sujeitas a acdo danosa destes microrganismos. Caso haja condicdes favoraveis, por
exemplo, com aumento da umidade, poderdo sofrer séria deterioracdo. Da mesma forma,
outras mumias presentes na Colecdo Egipcia provavelmente estdo sob o mesmo risco. Devido
a presenca destes fungos no ambiente e nas pecas examinadas, é possivel supor que toda a
colecdo guardada e exposta nos mesmos ambientes esteja sob 0 mesmo tipo de contaminagéo.

O desenvolvimento destes microrganismos sobre as mumias analisadas, no entanto, depende
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de condigbes favoraveis, relacionadas a umidade relativa do ar, variagbes de temperatura,

luminosidade, natureza dos nutrientes presentes nos corpos e umidade presente nos corpos®’.

A maioria destes fungos tem a capacidade de produzir diversas enzimas, como
celulases, amilases, proteases e queratinases, que sdo capazes de degradar os materiais
constituintes dos corpos mumificados. A celulase, por exemplo, degrada a celulose
encontrada no linho das bandagens®, sendo Fusarium considerado um dos mais potentes

microrganismos a provocar a degradacao de diversos tipos de materiais celuldsicos®.

Apesar da presenca de propégulos vidveis e da umidade relativa do ar ser alta, ndo
foram observadas manchas e areas sugestivas de crescimentos ativos de fungos sobre as
muUmias. E possivel que outros fatores estejam inibindo o desenvolvimento fangico sobre as
pecas e favorecendo a boa conservacdo das mesmas, tal como os produtos usados no
embalsamamento destas mdmias, os quais ainda podem estar mantendo algum efeito inibidor

protegendo-as da acdo biodegradante de fungos.

Elnaggar et al. (2010)*, testando a suscetibilidade de fungos como Aspergillus e
Penicillium isolados de mumias egipcias do Ismailia Museum, Egito, a diversos produtos
utilizados na mumificacdo, constataram que o sal de natrdo seria o melhor inibidor do
crescimento fangico, enquanto que mirra e cera de abelha, por exemplo, teriam pouco efeito

nesse sentido. Ja outros materiais, a maioria de origem vegetal, teriam efeito nulo.

No caso da mumia do sacerdote Hori, a sua manutencdo por 10 anos dentro de capsula
com uma atmosfera andxica certamente estabilizou o ambiente e foi capaz de inibir o
crescimento fungico, mesmo que ndo tenha sido capaz de inviabilizar os esporos depositados
na mesma. Propagulos viaveis dos géneros Cladosporium e Penicillium foram isolados nesta
peca. Aspergillus, Trichoderma, Micelia sterilia e, novamente, Penicillium, foram isolados de

amostras do ar do interior da capsula.

Comparando-se os resultados do presente estudo com aqueles do trabalho realizado
por Wanke (2003) (comunicacdo pessoal), € possivel notar que os géneros Cladosporium e
Penicillium foram isolados de amostras derivadas da mumia Hori em ambos. Segundo o
trabalho de Wanke, ainda foram identificados os géneros Aspergillus e Drechslera, além de
Dematiaceae. No presente estudo, Aspergillus foi isolado apenas de amostras ambientais,

inclusive da amostra do interior da capsula.
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O resultado positivo para o isolamento fangico em ambos os trabalhos sugere que os
fungos isolados nas duas ocasites possam ter tido a mesma origem. Infelizmente, no caso da
coleta feita em 2003, por Sheila Mendonga de Souza, quando do fechamento da capsula, ndo
foi feita a marcacdo do local de coleta sobre a superficie da mimia, o que impede de
correlacionar diretamente os dois resultados. No entanto, as manchas escuras ja eram
percebidas. O fato de a mUmia ter estado isolada em atmosfera andxica desde 0 momento da
primeira coleta até a segunda— dentro da capsula isolada do ar exterior — permite propor que
os fungos que existiam na superficie da mUmia naquele momento seriam 0S mMesmos
encontrados na presente coleta, principalmente porque, embora pudessem estar inativos, estes

ndo teriam perdido sua viabilidade apenas pela exposic¢éo ao nitrogénio presente na capsula.

Um agravante neste caso é que com a remocao da capsula e a exposi¢cdo da mumia a
uma atmosfera ndo controlada, como a da sala de exposi¢do da Colecdo Egipcia, pode surgir
um novo ciclo de crescimento fungico, além de favorecer o contado da mumia com novos
propagulos fungicos presentes no ambiente, que venham também a se desenvolver e causar-

lhe danos, prejudicando, novamente, sua conservago®.

O isolamento de Aspergillus de todos os ambientes relacionados & mimia do sacerdote
Hori mostra que este fungo pode estar bem disseminado dentro da sala de exposicao.
Contudo, 0 mesmo nao foi isolado de amostras corporais, apesar de ter sido isolado do ar da
capsula onde a mumia esteve acondicionada. De certa forma, isto ocorreu com o género
Curvularia, o qual foi prevalente dentre os géneros isolados dos ambientes de exposicdo da

muamia do lactente, porém ocorreu apenas uma vez entre as amostras derivadas do corpo.

Isto pode ser explicado pela forma de exposicdo e armazenamento dos corpos ou pela
prépria viabilidade dos propagulos, ap6s o contado com determinado fator inibidor presente

NOS COrpos.

De qualquer forma, foram isolados do corpo desta mimia uma variedade de fungos
composta por Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Chaetomium, Cryptococcus laurentii e
Curvularia, o que pode significar um risco maior para sua conservacdo. Segundo Valentin
(2012)°, todos estes fungos podem ser agentes de biodeterioracdo de corpos mumificados,
pois sdo capazes de atuar sobre 0os compostos organicos presentes, caso existam condicoes

favoraveis.
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Do ponto de vista dos riscos para a saude, todos os fungos descritos no presente
estudo, segundo a literatura, podem ser associados a algum tipo de enfermidade causada ao
homem. As mais frequentes sdo rinites, dermatites, bronquites alérgicas, além de alergias
diversas, por conta do contato e inalagdo de propagulos suspensos no ar. E entre os fungos
isolados no presente estudo, Aspergillus destaca-se como o principal patégeno. De acordo
com Valentin (2012)°, ja foi, inclusive, isolado com grande frequéncia em diversos estudos
relacionados a contaminacdo biolégica de mumias egipcias e seus sarcofagos, entre outros

materiais.

O género Aspergillus possui grande importancia na micologia meédica, pois abriga
espécies capazes de causar complicacBes a saude humana, podendo afetar os individuos
susceptiveis de forma superficial ou sistémica®’. E a constante circulagdo de individuos dentro
de ambientes onde este e outros fungos potencialmente patogénicos podem estar presentes,

aumenta os riscos a saude dos mesmos.

A inalacdo de esporos de Alternaria e Cladosporium, por exemplo, pode fazer com
que os individuos susceptiveis desenvolvam alergias ainda que 0s esporos nao estejam mais
vidveis®. Estes géneros apresentam uma ampla distribuicdo geografica e podem viver na

natureza como saprobios ou parasitas®”.

Além disso, os géneros Alternaria e Cladosporium, embora sejam conhecidos por
apresentarem potencial patogénico ao homem, ndo foram termotolerantes para temperatura de
37°C, no presente estudo. Isto pode indicar que foram isoladas espécies ndo patogénicas,
ainda que outros fatores também devessem ser considerados para esta possibilidade. Os
demais géneros descritos tiveram pelo menos um isolado termotolerante para a temperatura de
37°C.

O crescimento de fungos em temperaturas acima de 37°C é um importante fator de
patogenicidade, pois demonstra a capacidade de sobrevivéncia no organismo humano. No
entanto, para que seja caracterizada a patogenicidade de determinado fungo, outros aspectos
devem ser considerados, como por exemplo, a atividade proteésica e fosfolipasica destes

organismos, durante o desenvolvimento em meios de cultura especificos.

A producéo de enzimas hidroliticas como protease e fosfolipase teria importante papel
no metabolismo fungico, podendo estar envolvida na patogenicidade de infeccdes humanas e

animais, causando danos as células hospedeiras®. Um dos papeis fisiolégicos das proteases
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para os fungos na colonizacdo de um hospedeiro mamifero, por exemplo, seria a degradacéo
das barreiras da pele e mucosa, além do ataque as células de defesa, como linfocitos e
macréfagos®™.

De uma maneira geral, Aspergillus, Cladosporium, Curvularia e Fusarium estéo entre
0s géneros frequentemente associados a enfermidades humanas, como complicagOes

respiratorias ou a alergias™®.

Funcionarios e demais frequentadores do Museu, de acordo com a sua susceptibilidade
imunologica, podem vir a desenvolver algum tipo de enfermidade, devido ao contato com os
propagulos destes fungos presentes no ar. Isto leva a um risco maior para aqueles funcionarios
gue tenham que lidar diretamente com as mumias, manuseando-as, pois podem dispersar 0s
propagulos presentes nos corpos, inalando-os mais facilmente, caso ndo usem equipamentos

de protecéo basicos.

A contaminacdo por fungos dos individuos durante o manuseio de mumias pode
ocorrer devido ao contato constante com as pecas, muitas vezes associado ao ndo uso de
equipamentos de protecdo, como luvas e mascaras, por exemplo, que sdo imprescindiveis,

tanto para ndo haver contaminacdo das pecas, quanto para os individuos ndo se contaminarem.

A maioria dos casos de contaminacao por fungos, com o consequente adoecimento de
individuos que realizaram trabalhos com mumias egipcias, como as do presente estudo, pode
ter ocorrido durante a manipulacéo das pecas sem o uso de tais equipamentos. Historicamente,
muitos destes casos acabaram sendo relatados como a popularmente conhecida “maldicdo da
mumia”, sendo posteriormente descoberta a verdadeira causa de alguns dos acometimentos
dos individuos afetados, sendo devido a inalacdo de propéagulos do género Aspergillus,

descrito neste estudo, assim como Histoplasma.

Embora a presenca de fungos do género Histoplasma em materiais expostos e/ou
armazenados represente um importante problema de salde publica, ndo foi avaliada a sua
presenca nas mumias do presente estudo, principalmente porque estes fungos necessitam de
um periodo mais longo para o seu desenvolvimento, sendo necessaria uma metodologia

especifica para o seu isolamento.

O isolamento de fungos com potencial patogénico ao homem, no presente estudo,
indica que os ambientes de exposi¢cdo das mumias analisadas podem representar riscos para a

saude dos seus frequentadores. No entanto, como ndo foram considerados os dados
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quantitativos da presenca de UFC’s observadas nas amostras apos o cultivo, ndo foi possivel
avaliar qual dos ambientes de exposicéo estaria mais saturado de propégulos flngicos, o que
poderia indicar qual destes representaria maior risco de contaminacdo. Conforme o0s
parametros da ANVISA, o numero maximo permitido nos ambientes é de 750 UFC’s
fangicas, por metro cubico. Acima destes valores o ambiente torna-se extremamente

prejudicial & satde dos seus frequentadores.

Comparando-se as amostras ambientais passiva e ativa da sala de exposicao coletadas
durante o trabalho com a mumia de lactente, notou-se uma abundancia maior de UFC’s na
coleta passiva do que na coleta ativa apds o cultivo. Apesar disso, ambas as amostras foram
coletadas no mesmo ambiente. No entanto, a proximidade da placa da coleta passiva com o
corpo mumificado que estava sendo manipulado, poderia ter aumentado a dispersdo de
propagulos existentes sobre a mumia que teriam decantado sobre a placa. Desta forma, 0s
resultados da coleta passiva talvez representem dados enviesados do ponto de vista

quantitativo, ainda que ndo haja diferencas expressivas do ponto de vista dos fungos descritos.

Neste caso, nem todos os fungos isolados a partir deste tipo de amostragem poderiam
ser representativos do ambiente. Isto poderia implicar também numa eventual analise dos

riscos oferecidos pela exposicao dos individuos ao ambiente em que a mimia se encontra.

Embora possam existir dados enviesados com relagdo a coleta passiva da mumia de
lactente, e a quantidade de UFC’s presentes nas placas da amostragem de ambas as mimias
ndo tenha sido contabilizada, o fato de terem sido isolados fungos ja descritos na literatura por
apresentarem potencial patogénico ao homem pode representar riscos para a salde das

pessoas presentes no ambiente do museu.
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7. CONCLUSOES

e Corpos mumificados podem ser reservatorios de propagulos fungicos e também ambientes

favoraveis para o desenvolvimento destes microrganismos, caso haja condicGes favoraveis.

e A contaminacdo fungica dos corpos é devida, provavelmente, a exposicao destes ao ar do
ambiente de exposicdo, ja que foram descritos fungos comuns das amostras ambientais
também nas corporais. No entanto, nem todos os géneros descritos, isolados das amostras
ambientais foram isolados, igualmente, de amostras corporais. Isto pode ser explicado por
fatores relacionados ao isolamento das cepas ou por mudangas dos ambientes de exposicao de
ambas as mimias, ocorridas com o tempo, que podem ter exposto 0s corpos a uma quantidade

e variedade maior de fungos, comuns no ambiente na ocasiao.

e A manutencdo da mumia do sacerdote Hori em capsula com atmosfera andxica inibiu a
proliferacdo de fungos na pecga, embora tenha sido observado indicio de desenvolvimento
fangico na bandagem, antes da retirada da capsula, o que indica que a atmosfera dentro da

mesma pode ter sido alterada com o seu esvaziamento e o passar do tempo.

e Os fungos isolados da mumia Hori podem ser provenientes de deposi¢cdes antigas,
anteriores a manutencdo da mumia em cépsula, ja que alguns dos géneros descritos foram
semelhantes aos isolados por Wanke (2003) nas amostras coletadas do corpo anos antes do

isolamento da mumia na capsula.

e Os fungos isolados neste estudo, que foram termotolerantes para o crescimento em 37°C,
podem ser considerados potencialmente patogénicos. Pois, além de se desenvolverem em
temperatura de 37°C, também sdo descritos na literatura em associacdo a variadas
enfermidades causadas ao homem. No entanto, outros fatores devem ser avaliados para

confirmar sua patogenicidade.
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8. RECOMENDAGCOES

e Maior cuidado na manipulacdo das mdmias estudadas, com o uso de equipamentos de
protecdo individual para os individuos encarregados de lidar com as mesmas, principalmente

por conta da presenca de propagulos fangicos.

e Emprego de placas alertando aos visitantes, principalmente aqueles imuno-comprometidos,
sobre os riscos de adentrarem em locais onde ha presenca de propagulos fungicos no ar,

devido a maior suscetibilidade deste grupo em desenvolver enfermidades.

e Cuidados na manipulacdo das demais mumias da colecdo, em fungdo do isolamento de
fungos do ar da sala de exposic¢do, cujos propagulos podem também ter se depositado sobre as

pecas.

e Manutencdo regular dos ambientes de exposi¢do das mumias, visando inibir ou minimizar
a exposicdo dos corpos ao ar da sala de exposicdo, devido a esta ser a fonte mais provavel da

contaminacéo fungica.

e Uso de aparelhagem e equipamentos especificos no museu para que sejam mantidas as
condicdes ambientais adequadas para 0 armazenamento e exposicdo das mumias,
principalmente aquelas relacionadas a temperatura e umidade do ar, e que possibilitem
também avaliar a concentracdo de fungos no ambiente, buscando inibir de todas as formas

possiveis 0s riscos de biodeterioracdo das pecas.

¢ Inibir que pequenos animais, como mamiferos e insetos possam penetrar nos ambientes de
exposicao das mumias, uma vez que estes podem ser carregadores de propagulos flngicos,

além de também poderem provocar biodeterioracao.
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ANEXOS

Anexo 1. Modelo das fichas de descri¢ao individual das cepas isoladas.

FICHA DE DESCRI(;&O DAS CEPAS
Nome Data de isolamento | Origem
Ambiental / Corporal
Descricao Morfologica Macroscopica Nome Taxonomico
Filamentosa / Leveduriforme i>énero identificado
Isolamento em Sabouraud
Verso Reverso

Foto da coldnia na

placa
Coloragao: Coloragao:
Aspecto: Aspecto: .
Bordos:

Pigmento difuso no meio:

Microscopia Optica_ cultivado e corado com azul de lactofenol. (40x)

Foto da microscopia
aptica

Observagoes:

104



Anexo 2. Resultados da identificacdo das cepas leveduriformes pelo método

automatizado Vitek®2.

Anexo 2.1. Resultado referente a cepa M1b.

Cliente bioMerieux: - Relatério do Laboratorio Impresso a 5/Fev/2014 14:42 GMT-03:00

N° do Sistema:

Nome do Doente:
Grupo de Isolados: M1B-1

Impresso por: labsuper

ID do Doente:

Biontimero: 6712365747737531
Microrganismo Seleccionado: Low Discrimination

‘ N° de Data de 16/Set/2014 12:00
i Lote: 243283310\ jidade:  GMT-03:00
5/Fev/2014 06:23 . Hora da
GMT-03:00 Estado: Final Anilise: 18,00 Horas

Microrganismo Low Discrimination

Seleccionado Bionimero: 6712365747737531 Confianga:  Baixa Discriminagéo
Microrganismo i A
FRS A
Microrganismos de Andlise e Testes a Separar:

Low Discrimination Organism

Stephanoascus ciferrii UREASE(0),

Cryptocgccus laurentii UREASE(100),

Mensagens da Andlise:

Contradizem o(s) Perfi(l)(s) Biolégico(s) Tipico(s)

Stephanoascus ciferrii IRHAa(95),LACa(11),XLTa(99),dMLZa(11),NO3a(19),

Cryptococcus laurentii ISBEa(19),IMLTa(19),IRHAa(91), GENa(99),dCELa(81),NO3a(9),

Detalhes Bioquimicos

3 |LysA - |4 |IMLTa + |5 |LeuA + |7 |ARG + [10 [ERYa + |12 |GLYLa (+)
13 |TyrA + [14 |BNAG - |15 |ARBa - |18 |AMYa - |19 [dGALa + |20 [GENa -
21 |dGLUa + [23 |LACa + (24 |MAdGa - |26 |dCELa - |27 |GGT + |28 [dMALa A
29 |dRAFa + [30 [NAGA1 . |- [32 |dMNEa + |33 |dMELa + (34 |dMLZa + |38 [ISBEa i
39. |IRHAa - |40 |XLTa - |42 |dSORa + |44 |SACa + [456 |URE + |46 |AGLU +
47 |dTURa + |48 |[dTREa + |49 |NO3a + |51 [IARAa + |52 |dGATa + |53 |ESC -
54 |IGLTa + |55 |dXYLa + |56 |LATa + |58 |ACEa + |59 |CITa (-) |60 |[GRTas +
161 |IPROa + |62 |2KGa + [63 |NAGa (-) |64 |[dGNTa +

Verséo do VITEK 2 Systems instalada: 05.04

Norma de Interpretagéo CMI: Norma de Interpretacdo Terapéutica:

Nome dos Conjuntos de Parametros AES: Ultimo Parametro AES Modificado:
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Anexo 2.2. Resultado referente a cepa M2b.

Cliente bioMerieux:

N° do Sistema:

Nome do Doente:

Relatorio do Laboratério

Grupo de Isolados: M2B-1

Impresso a 5/Fev/2014 14:41 GMT-03:00
Impresso por: labsuper

ID do Doente:

Bioriumero: 6712765747537771
Microrganismo Seleccionado: Cryptococcus laurentii

N° de Data de 16/Set/2014 12:00
b Lote:  243283310)yajidade:  GMT-03:00
5/Fev/2014 06:23 5 Hora da
GMT-03:00 Estado: Final Anilise: 18,00 Horas
Mlcrorganlsmo 87% Probabilidade Cryptococcus laurentii
: = 3 . ldentificagdo
Seleccionado Biontmero: 6712765747537771 Confianga: . uac)
Miérorganismo
FRS
Microrganismos de Analise e Testes a Separar:
Mensagens da Andlise:
Contradizem o(s) Perfi(l)(s) Biolégico(s) Tipico(s)
Cryptococcus laurentii ISBEa(19),IMLTa(19),IRHAa(91), GENa(99),dCELa(81),NO3a(9),
Detalhes Bioquimicos
3 |LysA -4 Jmra [+ |5 [Leua + |7 |ARG + |10 |ERYa + |12 |GLYLa (+)
13 |TyrA + |14 |BNAG - |15 |ARBa - |18 [AMYa - |19 |dGALa + |20 |GENa -
21. |dGLUa + |23 |LACa + [24 |MAdGa + |26 |dCELa - |27 |GGT + |28 |dMALa +
29 |dRAFa + |30 [NAGA1 - |32 |dMNEa + [33 |dMELa + |34 [dMLZa + |38 |ISBEa +
39 [IRHAa - |40 [XLTa - |42 |dSORa + |44 |SACa + |45 |URE + |46 |AGLU +
47.- [dTURa + [48 |dTREa - |49 |NO3a + |51 |IARAa + |52 [dGATa + |53 |ESC -
54., IGLTa + |55 |dXYLa + |56 |LATa + |58 |ACEa + |59 [CITa (+) [60 |GRTas [+
61 IIPROa + |62 [2KGa + |63 [NAGa + |64 |dGNTa +

Vers&o do VITEK 2 Systems instalada: 05.04
Norma de Interpretagéo CMI:
Nome dos Conjuntos de Parametros AES:
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Anexo 2.3. Resultado referente a cepa M4b.

Cliente bioMerieux: Relatério do Laboratério Impresso a 5/Fev/2014 14:38 GMT-03:00
N° do Sistema: Impresso por: labsuper
Nome do Doente: ID do Doente:

Grupo de Isolados: M4B-1

Biontmero: 6712365747737571
Microrganismo Seleccionado: Low Discrimination

: N° de Data de 16/Set/2014 12:00
jearts; il Lote:  243283310|y jidade:  GMT-03:00
... 5IFev/2014 06:37 . e Hora da
Concluido: GMT-03:00 Estado: Final Andlise: 18,25 Horas

Microrganismo Low Discrimination

Seleccionado Biontmero: 6712365747737571 Confianga:  Baixa Discriminagdo
Microrganismo

FRS"

Wrorganismos de Analise e Testes a Separar:

Low Discrimination Organism

Stephanoascus ciferrii UREASE(0),

Cryptocaccus laurentii UREASE(100),

Mensagens da Analise:

Contradizem o(s) Perfi(l)(s) Biolégico(s) Tipico(s)

Stephanoascus ciferrii IRHAa(95),LACa(11),XLTa(99),dMLZa(11),NO3a(19),

Cryptococcus laurentii ISBEa(19),IMLTa(19),IRHAa(91), GENa(99),dCELa(81),NO3a(9),

Detalhes Bioquimicos

3 LysA - |4 |IMLTa + |5 |LeuA + |7 |ARG + [10 |ERYa + |12 |GLYLa +
13 |TyrA + |14 |BNAG - |15 |ARBa - [18 |AMYa - |19 |dGALa + [20 |GENa -
21 |dGLUa + [23 |LACa + |24 |MAdGa - |26 |dCELa - |27 |GGT + |28 [dMALa +
29 |dRAFa + [30 [NAGA1 - |32 |dMNEa + [33 |dMELa + |34 |dMLZa + |38 [ISBEa ¥
39 ' [IRHAa - 140 |XLTa - |42 [dSORa + |44 |SACa + |45 |URE + |46 [AGLU +
4i,; dTURa + |48 |dTREa + |49 |NO3a + |51 |IARAa + |52 |dGATa + |63 [ESC -
54 |IGLTa + |55 |dXYLa + |56 |LATa + |58 |ACEa + |59 |CITa - |60 |GRTas +
&1 llPROa + |62 |2KGa + |63 |NAGa + |64 |dGNTa 3

Verséo do VITEK 2 Systems instalada: 05.04
Norma de Interpretagdo CMI: Norma de Interpretagé@o Terapéutica:
Nome dos Conjuntos de Parametros AES: 'lltimn Pardmatrn AFQ Madifinadna:
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Anexo 2.4. Resultado referente a cepa M5b.

Cliente bioMerieux: Relatério do Laboratorio Impresso a 5/Fev/2014 14:37 GMT-03:00
N° do Sistema: Impresso por: labsuper
r;lom‘ej do Doente: ID do Doente:

Grupo de Isolados: M5B-1

Biontimero: 6312765343737531
Microrganismo Seleccionado: Unidentified Organism

X N° de Data de 16/Set/2014 12:00
Carta: ST Lote:  243283310ly5ijade:  GMT-03:00
. S5/Fev/2014 06:38 - Hora da
; Concluido: GMT-03:00 Estado: Final Andlise: 18,25 Horas
Microrganismo Unidentified Organism

Seleccionado Biontimero: 6312765343737531

Microrganismo
FRS

Microrganismos de Analise e Testes a Separar:

Mensagens da Anilise:

Contradizem o(s) Perfi(l)(s) Biolégico(s) Tipico(s)

Detalhes Bioquimicos

3 LysA - |4 |[IMLTa ~ |+ |5 [LeuA fig 7 |ARG + |10 |ERYa + [12 |GLYLa -

13 |TyrA + |14 |BNAG - |15 |ARBa - 18 |AMYa - |19 |dGALa + |20 |GENa |-

21 |dGLUa + |23 |[LACa + |24 |MAdGa (+) |26 |dCELa - |27 |GGT + |28 |dMALa +

29 |dRAFa + |30 |[NAGA1 - |32 |dMNEa B 33 |dMELa + |34 |dMLZa + |38 |ISBEa -

39 |IRHAa - |40 |XLTa - |42 |dSORa + 44 |SACa + |45 |URE + (46 [AGLU -

47 : IdTURa + |48 |dTREa + |49 |NO3a + 51 |[IARAa + |52 |dGATa + |53 |ESC -

54 [IGLTa + |55 |dXYLa + |56 |LATa + |58 |ACEa + [59 [CITa - |60 |GRTas |+

61 ]IPROa + |62 |2KGa + |63 |NAGa - 64 [dGNTa +

[

|

Vers&o do VITEK 2 Systems instalada: 05.04

Norma de Interpretagio CMI: Norma de Interpretagdo Terapéutica:

Nome dos Conjuntos de Parametros AES: Ultimo Parametro AES Modificado:
Pégina 1 de 1
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Anexo 2.5. Resultado referente a cepa M21b.

Cliente bioMerieux: Relatério do Laboratério Impresso a 5/Fev/2014 14:41 GMT-03:00
N° do Sistema: Impresso por: labsuper
Nome do Doente: ID do Doente:

Grupo de Isolados: M21B-1

Biontimero: 6116365747737771
Microrganismo Seleccionado: Cryptococcus laurentii

: N° de Data de 16/Set/2014 12:00
Cafta: Ll Lote: 2432833101y iigade:  GMT-03:00
5/Fev/2014 06:37 ; Hora da
- VConcIuIdo. GMT-03:00 Estado: Final Anilise: 18,25 Horas
Microrganismo 90% Probabilidade Cryptococcus laurentii
Seleccionado Biontimero: 6116365747737771 Confianga:  Boa identificagéo
Microrganismo
FRS
Microrganismos de Analise e Testes a Separar:
Mensagens da Andlise:
Contradizem o(s) Perfi(l)(s) Biolégico(s) Tipico(s)
Cryptococcus laurentii ISBEa(19),IRHAa(91),CITa(19),IMLTa(19),dCELa(81),NO3a(9),
Detalhes Bioquimicos
3 |LysA - |4 [MLTa + |5 |LeuA + [7 [ARG + |10 |ERYa () |12 [eLyta  |(9)
13 |TyrA + [14 [BNAG - |15 |ARBa - |18 |AMYa - |19 |dGALa + |20 |GENa (+)
21 |dGLUa + [23 [LACa + |24 [MAdGa - |26 |[dCELa - |27 |GGT + |28 |dMALa +
29 |dRAFa + |30 [NAGA1 - |32 |dMNEa + |33 |dMELa + |34 |dMLZa + |38 [ISBEa +
39 [IRHAa - |40 [XLTa - |42 |dSORa + |44 |SACa + |45 |URE - + |46 |AGLU +
47 |dTURa + |48 |dTREa + [49 [NO3a + |51 |IARAa + |52 |dGATa + |53 |ESC (-)
54 |IGLTa + |55 |[dXYLa + |56 |LATa + |58 |ACEa + |59 [CITa + |60 |GRTas +
61 |[IPROa + |62 [2KGa + [63 |[NAGa + |64 |[dGNTa % J
!
Véerséo do VITEK 2 Systems instalada: 05.04
Norma de Interpretagédo CMI: Norma de Interpretagdo Terapéutica:
Nome dos Conjuntos de Parametros AES; Ulimo Parametro AES Modificado:
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