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O mundo invisivel, nés o vemos
O mundo intangivel, nés o tocamos
O mundo nao identificavel, nds o identificamos

Inapreensivel, nés o agarramos

Francis Thompson (1859-1906)
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Existem armadilhas para as nossas vidas
em tudo o que comemos e bebemos.

O prdprio ar que respiramos

esta carregado de contagio.

N&o podemos nem mesmo dormir

sem correr o risco de uma infecg&o.

Dr. Tobias Smollett, 1771.



Vii

AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Paulo Méarcio de Mello pelo consentimento e apoio para que este
trabalho se realizasse.

Aos meus orientadores Dr Sérgio Eduardo Longo Fracalanzza e Dra Paula
Fernandes de Aguiar pelos olhares sempre atentos, pelos conselhos sempre

sensatos e também pela confianga, amizade e exemplo.

A Dra Marisa Zenaide Ribeiro Gomes pelo interesse e pela colaboragao
indispensavel, disponibilizando informagbes técnicas essenciais ao bom

andamento deste trabalho.

A toda a equipe de profissionais do hospital estudado neste trabalho, por

todo auxilio prestado durante as coletas das amostras de ar.

A Dra Marise Dutra Asensi pela caracterizacdo genotipica das amostras
de bactérias isoladas do ar do ambiente hospitalar.

A Dra Marilia Martins Nishikawa pela identificagdo dos fungos isolados do
ar do ambiente hospitalar.

Aos colegas do Laboratério de Controle da Qualidade em Saude
(LABCON) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro - UERJ, pelo auxilio
prestado na fase de coleta das amostras de ar e, principalmente, pela amizade.

Ao Prof. Armando Alves Borges Neto e ao colega Marco Anténio Américo,
do Laboratério de Colecao de Culturas, da Universidade Federal do Rio de
Janeiro - UFRJ, pelo convivio e pela colaboracao nos trabalhos laboratoriais.

Aos meus examinadores Dr Claudio de Moraes Andrade e Dr Claude
André Solari, que contribuiram para este estudo com suas leituras detalhadas e
sugestdes enriguecedoras previamente a defesa da tese.



viii
A todos os professores do curso de Doutorado em Vigilancia Sanitaria por

terem contribuido para a minha formagé&o profissional.

Aos amigos de todas as horas, Edite Rodrigues Santiago e Edmir

Fernandes Ferreira, pelo carinho, pelo apoio profissional e emocional.

A coordenadora do curso, Maria Helena Simdes Villas Bodas pela
dedicacgao e pela atencdo sempre carinhosa.



RESUMO

A determinacdo da qualidade microbiolégica do ar climatizado de interiores e a
sua influéncia no bem estar e na saude dos individuos que freqlientam esses espacos
€ motivo de ampla discusséo.

Nesse trabalho foi avaliado, inicialmente, 0 desempenho do amostrador de ar
MAS-100 frente ao amostrador de Andersen de um estagio. Os resultados obtidos a
partir de coletas efetuadas em um escritrio apresentaram a mesma tendéncia.

Em seguida, os niveis de contaminagdo microbiana no ar em escritdrios,
hospitais, industrias e shoppings da cidade do Rio de Janeiro foram verificados entre
1998 e 2002. A grande maioria dos 3060 pontos avaliados (94.3 a 99.4%) estava de
acordo com a legislacao vigente no pais. Foi avaliada também a sazonalidade e a
possivel correlacdo entre a quantidade de microrganismos, a temperatura e a umidade
do ar, através do uso da técnica de analise por componentes principais. A distribuicao
das amostras foi homogénea e, tanto a temperatura quanto a umidade, nao foram
parametros importantes para explicar o padrao de dispersao das amostras.

A avaliacao microbioldgica do ar de diferentes setores de um hospital publico
demonstrou contagens mais elevadas em momentos de atividade junto ao paciente ou
de limpeza e, ainda, valores mais elevados de heterétrofos totais do que de bolores e
leveduras, de um modo geral. Neste hospital foram encontradas também espécies
patogénicas do género Aspergillus, como A. fumigatus, A. flavus e A. terreus.

Do mesmo modo, entre as bactérias isoladas encontraram-se cepas
multirresistentes de patégenos como S. marcescens, P. aeruginosa e S. aureus. A
epidemiologia molecular estudada pela técnica de eletroforese de campo pulsado
revelou um perfil genético indistinguivel para algumas cepas de S. marcescens
isoladas do ar e de material clinico, obtido de pacientes colonizados ou com infeccao
hospitalar, caracterizou as cepas de P. aeruginosa, de amostras de ar, como
estreitamente relacionadas as de material clinico. Uma cepa de S. aureus isolada de
amostra de ar mostrou-se também como estreitamente relacionada a uma cepa desta
mesma espécie, isolada de paciente.

Assim, as analises microbiolégicas do ar de interiores climatizados
mostraram-se como um instrumento fundamental para controle microbiolégico do

ar destes locais, assim como para estudos de cunho epidemiologico.



ABSTRACT

Extensive discussion has focused on determining the microbiological air
quality of acclimatized interiors and its influence on the health and well-being of
individuals frequenting such places.

This study began by evaluating the performance of the MAS-100 air
sampler compared to the one stage Andersen sampler and it was observed a
similar trend for both instruments.

Microbial air contamination levels were measured in offices, hospitals,
industries, and shopping centers in the city of Rio de Janeiro, Brazil, from 1998 to
2002. The vast majority of the 3,060 sites evaluated (94.3 to 99.4%) were in
accordance with the prevailing Brazilian legislation. The seasonality and possible
correlation between the quantity of airborne microorganisms were evaluated and
the air temperature and humidity, using principal components analysis technique.
It was observed that the samples distribution was homogeneous, and that
temperature and humidity were not important parameters to explain the samples’
dispersion pattern.

Microbiological air evaluation in different hospital departments showed
higher levels during cleaning periods, and there were generally higher levels of
heterotrophs than molds and yeasts.

There was found pathogenic species from genus Aspergillus like A.
fumigatus, A. flavus, and A. terreus. Likewise, the bacteria isolated included
multi-resistant strains of pathogens such as S. marcescens, P. aeruginosa, and
S. aureus. The molecular epidemiology studied by pulsed field gel
electrophoresis showed total similarity for genetic profiles of some 8.
marcescens strains isolated from air and clinical material obtained from
colonized patients or patients with nosocomial infection, besides characterizing a
P. aeruginosa strain from air sample as closely related to the clinical material
one. A S. aureus strain isolated from an air sample proved to be closely related
to one of the strains of this specie isolated from patient.

In this way, microbiological analyses of indoor air have proven to be a
important instrument for microbiological air control, as well as for epidemiological

studies.
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SIGLAS E ABREVIATURAS

AC - agar cetrimide

ACGIH - “American Conference of Governmental Industrial Hygienists”
ACP - analise por componentes principais
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AMS - agar manitol salgado
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BL - bolores e leveduras
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C Cir - centro cirargico

CEC - “Commission of the European Communities”
CM - clinica médica

CO - monéxido de carbono

CO:, - dioxido de carbono

CP - componente principal

CTI - centro de terapia intensiva de adultos

CTI Ped - centro de terapia intensiva pediatrico
DNA - “desoxyribonucleic acid”

EDTA - “etilenodiaminotetracetic acid”

EPA - “Environmental Protection Agency”

ESP - solugédo de EDTA, lauril sulfato de sédio e proteinase K
Fig. - figura

Fiocruz - Fundacao Oswaldo Cruz

g - grama

h - hora
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HEPA - “high-efficiency particulate air”
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M - molar
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PFGE - “pulsed field gel electrophoresis”
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condicionamento de ar
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T - valor elevado
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1 INTRODUCAO
1.1 Historico.

A origem dos problemas relacionados a qualidade do ar de ambientes
internos remonta ao crescimento dos centros urbanos, com a construgcdo de
prédios cada vez mais elevados e a conseqlente necessidade de gerar condi¢cdes
favoraveis ao desempenho das atividades neles desenvolvidas (Menzies &
Bourbeau, 1997; Jones, 1999).

O grande numero de horas despendidas pelas pessoas nos ambientes
internos (Fisk & Rosenfeld, 1997; Jones, 1999; Sundell, 2004) seguramente
justifica a preocupacao em criar um ambiente agradavel, propicio a execucao de
tarefas muitas vezes exaustivas. Assim, o avango da tecnologia e o crescimento
da industria, em todas as suas areas de atuagao, propiciaram a automacao dos
edificios, alguns hoje qualificados como “inteligentes”, tamanha a quantidade de
situacées, equipamentos, ou mesmo fatores ambientais automatizados.

O advento dos equipamentos de condicionamento de ar, neste sentido, foi
um dos fatores que muito contribuiram para o bem estar humano. A climatizacao
do ar de certo tem como objetivo a melhoria da qualidade de vida, "promovendo o
conforto, a saude e o bem estar dos usuarios de prédios" (Hayes et al., 1995).
Entretanto, tal sentenca, que exprime o conceito de um ambiente interno
saudavel, na verdade nao espelha, sequer de longe, a situacdo atual dos
ambientes confinados. Apesar do beneficio alcancado, a climatizacdo trouxe
consigo o isolamento do ar interno em relacdo ao ambiente exterior, promovendo
o surgimento de prédios com janelas inoperantes, ou mesmo sem janelas,
completamente lacrados, onde a entrada de ar externo era reduzida a niveis
minimos ou mesmo a zero (Spengler & Sexton, 1983; Hayes et al, 1995), além de
sistemas de ventilacdo e condicionamento de ar cada vez mais complexos e
elaborados, visando oferecer um clima agradavel sem abrir mdo da economia de
energia (Pitzurra et al., 1997).

A crise de energia dos anos 70 tem sido apontada como o principal fator
predisponente dos problemas relacionados a qualidade do ar (Spengler & Sexton,



1983; Hayes et al, 1995; Jones, 1998; Sekhar et al, 2003). A necessidade de
economizar energia, que se traduz na economia de capital. Assim, as maquinas
de condicionamento de ar trabalham menos e gastam menos energia. No entanto,
cabe lembrar que sob tais circunstancias, os poluentes gerados no ambiente
interno ndo sao diluidos por quantidades suficientes de ar externo nem levados
para fora do prédio, o que torna sua concentracado muito mais elevada no interior
dos prédios do que no ambiente externo (Santos et al., 1992; Jones, 1999).

Tal situagdo tem deixado o0s ocupantes destes ambientes na total
dependéncia dos servicos de engenharia de manutencao, ndo somente quanto ao
conforto térmico, praticamente impossivel de ser alcancado para a totalidade dos
usuarios, mas também com relacdo a questdes de saude destes usuarios,
sabidamente relacionadas a qualidade do ar respirado (Santos et al., 1992).

Neste contexto, ha ainda alguns agravantes que devem ser lembrados.
Com o passar dos anos, aumentou o numero de fontes poluentes nestes
ambientes, que podem ser facilmente exemplificadas pelos produtos de limpeza,
pesticidas e materiais sintéticos usados na construcdo dos prédios e na
decoracao dos interiores (Gupta et al., 1982; Santos et al. 1992; Jones, 1999;
Sundell, 2004). O nimero de pessoas por metro quadrado inicialmente previsto
para ocupar estes edificios nem sempre é respeitado, aumentando assim a carga
microbiana advinda dos préprios usuarios e a necessidade de introdugédo de ar
externo para diluir os poluentes e contaminantes; as plantas baixas dos prédios
muitas vezes sdao modificadas, compartimentando cada vez mais 0s espacos
fisicos com a finalidade de atender a demanda de locais de trabalho para novos
ocupantes (Hayes et al., 1995; Siqueira & Dantas, 1999); ou seja, as alteracdes
feitas em ambientes confinados normalmente nao respeitam pontos de
iluminacao, fontes de energia elétrica e difusores de ar, gerando, por vezes, um
bolsdo de ar nao circulante e que, portanto, nao é renovado.

Muitas vezes, os agravantes citados estdo presentes concomitantemente,
promovendo alteragdes tao intensas no ambiente, que chegam a ser percebidas
pelos sentidos humanos (Berg-Munch et al., 1986; Santos et al. 1992). Nao raro,
alguns ocupantes de determinados prédios experimentam sintomas o0s mais

variados, atribuindo-os tdo somente a qualidade do ar inalado. No entanto, a



investigacdo das causas de tais sintomas, por vezes, revela que o verdadeiro
motivo dos efeitos somatizados, na verdade, é o estresse gerado pelos fatores
inerentes ao proprio ambiente de trabalho, como por exemplo, a luminosidade
inadequada, o excesso de ruidos, os fatores ergonémicos, questdes relacionadas
a seguranga, fatores relativos ao convivio social ou ainda a sobrecarga de
trabalho (Fisk & Rosenfeld, 1997; Siqueira & Dantas, 1999). Estes tipos de
ocorréncias, Unicas em seu conjunto de causas e efeitos, tornam complexos os
diagnésticos da qualidade do ar climatizado, principalmente nos casos em que as

analises laboratoriais sao, por si s6, inconclusivas.

1.2 As Consequéncias da Ma Qualidade do Ar Interno e a Amplitude do Problema.

A consequiéncia mais importante da ma qualidade do ar em ambientes
climatizados seguramente diz respeito a saude humana. Como é do
conhecimento geral, diversas doengas adquiridas por via aérea tém sido
associadas a qualidade do ar de ambientes confinados (Lebowitz, 1972; Riley,
1982; Samson, 1985; Sorenson et al., 1987; Wasserman, 1988; Al-Dagal & Fung,
1990; Miller, 1992; Menzies & Bourbeau, 1997).

O crescimento e a industrializagdo das cidades tém gerado o aumento da
prevaléncia das reacoes de hipersensibilidade nos centros urbanos (Wahlstrom et
al., 1989) ao longo dos ultimos 30-40 anos (Lai et al., 1996; Omram & Russel,
1996). Nilsson et al. (2004) comentaram que “as razdes para este fato ndo estao
muito claras e, em virtude de estarem ocorrendo com muita rapidez, ndo podem
ser explicadas por alteracbes genéticas nas populacdes”. Assim, parecem
envolver fatores ambientais, incluindo a qualidade do ar de ambientes internos
(Menzies & Bourbeau, 1997; Davies et al., 1998; Kimber, 1998).

Os problemas relativos a saude humana trazem uma outra consequiéncia
ainda que indireta, mas extremamente relevante. O numero crescente de casos
envolvendo pessoas com problemas de salude, provavelmente originados em
seus ambientes de trabalho, tem gerado absenteismo e, por conseguinte, a queda
da produtividade (Teeters et al., 1995; Fisk & Rosenfeld, 1997; Wyon, 2004).



Muitos trabalhadores, no entanto, continuam a executar suas atividades mesmo
apresentando sintomas e o efeito observado novamente é queda da produtividade
(Morey et al., 1984; Jacobs, 1989; Santos et al., 1992; Menzies & Bourbeau,
1997; Lee & Chang, 1999; Lee & Chang, 2000).

Fisk & Rosenfeld (1997) discorreram minuciosamente sobre as questdes
econdmicas decorrentes da qualidade do ar de interiores. Estes autores relataram
gue os gastos com o absenteismo e com o tratamento das doencas respiratérias
nos Estados Unidos representavam, em uma estimativa grosseira, um total de
US$ 64 bilhdes por ano e que uma reducao da ordem de 10 a 30% dos casos de
doencas respiratorias corresponderia a uma economia de US$ 6 a 19 bilhdes.
Deste modo, concluiram que o controle das variaveis envolvidas na qualidade do
ar de ambientes climatizados € um ponto critico para a reducao de gastos com a
saude além do aumento da produtividade.

Hayes et al. (1995) comentaram sobre uma outra conseqiéncia da ma
qualidade do ar em ambientes internos: as questdes trabalhistas. Em um litigio
entre um funcionario e seu empregador nos Estados Unidos, no ano de 1992, o
juiz afirmou que “um edificio € como um produto e qualquer um na cadeia de
pessoas relacionadas com o arrendamento, projeto e construcdo de um prédio
poderia ser responsavel pelas injurias sofridas pelos queixosos”.

Assim, movidos também pelas questdbes econbmicas, muitos
pesquisadores e 6rgaos ligados a saude do trabalhador tém tido sua atencao
voltada para o que se convencionou chamar de “Sindrome dos Edificios Doentes”,
expressdo que reflete a pouca compreensdo do que ocorre no interior dos
prédios, onde as pessoas apresentam sintomas vagos, subjetivos e tdo diversos
qgue tornam impossivel concluir sobre um diagndstico clinico. A expressao, tdo em
voga atualmente, significa que o edificio apresenta contaminacdo em tal nivel,
que pelo menos 20% de seus ocupantes sao freqlentemente afetados,
desaparecendo seus sintomas normalmente quando estes se afastam do local de
trabalho (Teeters et al., 1995; Menzies & Bourbeau, 1997; Jones, 1999). Tal
sindrome, na verdade, parece envolver mais de uma causa, agente ou agravo a
saude dos individuos afetados, incluindo fatores psicossociais capazes de alterar
as respostas individuais aos agentes contaminantes do ar (Fisk & Rosenfeld,



1997; Lahtinen, 1998). Tais fatores interagem produzindo uma mescla de
sintomas e desconforto e, portanto, inviabilizando o diagnéstico (Finnegan et al.,
1984; Baker, 1989; Collet & Sterling, 1990; Santos et al., 1992).

Obviamente, a deteccdo de todos estes tipos de eventos consequientes a
qualidade deficiente do ar em ambientes confinados tem contribuido cada vez
mais para levantar a questdo da importancia deste tipo de poluicao (Spengler &
Sexton, 1983; Al-Dagal & Fung, 1990; Chan, 1999; Pino, 1999; Stone, 2000).

1.3 Os Contaminantes.

Uma variedade enorme de contaminantes € encontrada no ar interno das
edificacdes podendo ser introduzidos ou produzidos nestes ambientes (Croft et
al., 1986; Platts-Mills et al., 1987; Hunter et al., 1988; Rom et al., 1991; Owen &
Ensor, 1992; Loudon et al., 1996; Stone, 2000). Como o numero de poluentes
e/ou contaminantes do ar é imenso, chegando a ordem de milhares, torna-se
evidente a impossibilidade de citar a todos. Por outro lado, estes contaminantes
sao facilmente distinguiveis quanto a sua natureza, podendo ser classificados
como quimicos, fisicos ou biolégicos.

Os poluentes quimicos, representados principalmente pelos compostos
organicos volateis e semi-volateis, sdo normalmente encontrados como
componentes de utensilios de decoracao (carpetes, mobiliario, tintas e vernizes)
ou produtos utilizados na rotina diaria, tais como os de limpeza e desinfeccéo,
inseticidas, toner de maquinas copiadoras, etc., além dos gases resultantes de
combustdo, como o monodxido e o dioxido de carbono, ou tellricos, como o
radonio. Estes poluentes tém sido estudados desde a década de 70 em todo o
mundo e desde a década de 90 no Brasil (Brickus & Neto, 1999), tendo sido
relatadas diversas consequiéncias da sua presenca no ar de interiores, como 0s
fenbmenos de irritabilidade direta, hipersensibilidade, carcinogénese (Spengler &
Sexton, 1983; Wolkoff et al., 1998; Brickus & Neto, 1999; Stone, 2000; Fang et al.,
2004) e sobre o comportamento humano, como evasdao do ambiente, alteracdes
faciais e até comportamento criminoso (Rotton & White, 1996). Do mesmo modo,



também ja foram sugeridos valores maximos permissiveis para muitas destas
substancias (Spengler & Sexton, 1983; Samet, 1989; Collet & Sterling, 1990).

Os contaminantes fisicos, por sua vez, podem ser exemplificados pelas
pequenas particulas inalaveis de poeira que, quando presentes em quantidades
consideraveis, podem trazer, por si s6, consequiéncias bem conhecidas aos
individuos expostos (Samet, 1989; Selikoff & Greenberg, 1991; Samet et al.,
1993; Wolkoff et al., 1998), haja visto que parte do material inalado pode ser
irreversivelmente depositada no sistema respiratério (Svartengren et al., 1987;
Brikus & Neto, 1999). Para ilustrar a gravidade do problema, podemos lembrar
que o asbesto, um contaminante fisico dos mais conhecidos e estudados devido a
seus efeitos carcinogénicos sobre o ser humano, podia ser encontrado em
isolamentos acusticos ou térmicos nas instalacdes prediais na década passada e
talvez ainda hoje (Rom et al., 1991; Selikoff & Greenberg, 1991). As
consequéncias indiretas da presenca destas particulas nos ambientes internos
devem também ser ressaltadas, uma vez que podem carrear microrganismos
disseminando-os no ambiente ou leva-los ao contato com o hospedeiro (Brikus &
Neto, 1999).

Os contaminantes bioldgicos incluem bactérias, fungos, virus, artrépodes,
pdlen, ou substancias deles derivadas (Solomon, 1976; Al-Dagal & Fung, 1990;
Dutkiewicz, 1994; Menzies & Bourbeau, 1997). Muitas das conseqléncias
normalmente citadas para a saude humana sao similares aquelas descritas para
os contaminantes de natureza quimica, como as irritacbes da pele e do trato
respiratério, as dermatites, rinites, conjuntivites, asma, além de sintomas ou
sindromes tais como tosse, dores de cabega, tonteira e mal estar generalizado.

Deve-se destacar que estas manifestacbes podem sinalizar respostas de
irritacao/intoxicacao por exposicao a agentes irritantes diretos ou ainda, respostas
imunoldgicas a alérgenos em potencial (Spiegelman & Friedman, 1968; Edwards,
1980; Samson, 1985; Croft et al., 1986; Su et al., 1992; Menzies & Bourbeau,
1997), caracterizando a chamada sindrome dos edificios doentes (Jones, 1999;
Handal et al., 2004). Neste contexto, devemos lembrar da existéncia das
exotoxinas bacterianas, dos componentes de parede celular, como o0s

lipopolissacarideos (LPS) e o peptidioglicano, das toxinas fungicas, do B-1,3



glucano presente em conidias de fungos e, ainda, dos compostos orgéanicos
volateis de origem fangica (Miller, 1992; Heederik et al., 2000; Young et al., 2003;
Nilsson et al., 2004; Douwes, 2005). Estes produtos entram em contato com o
organismo humano, a partir do ar, por inalagcao ou por absorcéo através da pele e
podem produzir efeitos agudos, como as reagdes inflamatérias no trato
respiratério ou em longo prazo, pelas suas propriedades citotéxicas, revelar
efeitos mutagénicos ou carcinogénicos. No entanto, o papel de tais substancias
no ar ainda nao foi extensivamente estudado (EPA, 1992; Rylander, 2002).

Quanto as doencas infecciosas, muitas delas, causadas por bactérias,
fungos ou virus, estdo reconhecidamente relacionadas as edificagées (Doebelling
& Wenzel, 1987; Miller, 1992; Menzies & Bourbeau, 1997). Entre estas infec¢oes
destacam-se, evidentemente, as do trato respiratério. Burge (1990) resumiu as
causas desta situacao de forma clara e simples quando afirmou que o ambiente
interno “confina e protege o aerosol”; contudo, a transmissao de microrganismos
através do ar de forma a produzir uma infeccdo propriamente dita é dependente
de uma série de fatores entre 0os quais sdo essenciais a existéncia de uma fonte,
normalmente humana, e a presenca de um hospedeiro susceptivel (EPA, 1992).

Podemos notar, entdo, que todos esses grupos de contaminantes tém, em
comum, a capacidade de trazer conseqiéncias dos mais variados tipos e graus
as pessoas afetadas, dependendo, para tanto, da quantidade e do tipo do
contaminante ou da associacdo de mais de um poluente/contaminante no local,
do periodo de exposicao, além de fatores inerentes a cada individuo, como, por
exemplo, a sensibilidade e a predisposi¢cdo de cada um (Lacey & Crook, 1988;
Collet & Sterling, 1990).

Os estudos realizados na drea da aeromicrobiologia, de um modo geral,
correlacionam a presenca destes poluentes com as doencas ou sintomatologias
apresentadas pelos usuarios dos ambientes internos sem, contudo, estabelecer
outras relagcdes importantes que permitam elucidar questdes como a origem, a
fonte, ou a quantidade destes no local em estudo, por exemplo (Weiss &
Soleymani, 1971; Wahlistrom et al., 1989; Jacobs, 1989), ou ainda encontrar
indicadores que, em sendo detectados, permitam acionar medidas preventivas de

contencgdo ou erradicacdo de contaminantes do ar.



1.4 O Controle da Qualidade do Ar Interno.

A garantia da qualidade do ar de um ambiente interno surgiu, no Brasil,
como consequéncia das atividades das empresas prestadoras de servicos na
area de limpeza e manutencdo de sistemas de condicionamento de ar. Os
profissionais envolvidos na higienizacdo das maquinas de condicionamento de ar
e dos dutos por onde circula o ar climatizado, ao sentirem a necessidade de
validar seus servigos, buscaram nos laboratérios de analises algum tipo de ensaio
que pudesse garantir a qualidade deste trabalho. Assim, poderiam garantir a seus
clientes que o ar climatizado e distribuido pelos equipamentos controlados por
eles tinha melhor qualidade que aquele anteriormente provido por estas mesmas
maquinas e dutos.

Em resposta a esta demanda, os laboratérios buscaram na literatura as
possiveis metodologias a serem aplicadas e 0s principais equipamentos de
amostragem e analise de ar. Esta nova area de prestacdo de servicos em
analises laboratoriais levou ao estudo dos dados produzidos no exterior, e a
experiéncia de campo fomentou duvidas e questionamentos que sé poderiam ser
dissipados por extensa pesquisa cientifica.

Nao obstante, devemos destacar que a inspecao visual de um sistema de
climatizacdo é um critério importante para a determinacdo da qualidade do ar
confinado e, muitas vezes, torna-se suficiente para que se considere um sistema
de climatizagdo improéprio para o funcionamento, sugerindo a necessidade de
medidas corretivas (Brasil, 1998). Contudo, ndo deve ser utilizada isoladamente
no controle da qualidade do ar, uma vez que as determinagdes fisico-quimicas e
as analises microbiolégicas sdo0 necessarias para que se determine a
possibilidade da existéncia de outras causas ou fontes poluidoras ndo facilmente
detectaveis.

Varios parametros sao necessariamente pesquisados para o controle da
qualidade do ar de interiores.

As determinacbes da temperatura, umidade e velocidade do ar séo
realizadas rotineiramente, em conjunto, como indicadoras de conforto térmico
para os usuarios (Everett & Kipp, 1991; Hayes et al, 1995). A umidade e a
temperatura sdo também fatores predisponentes do crescimento de



microrganismos (Kethley et al., 1957; Hatch & Dimmick, 1966; Everett & Kipp,
1991; Jones, 1999) além de influenciarem nas emissdes quimicas a partir de
materiais dos prédios (Hayes et al., 1995; Fang et al., 1999).

O teor de gas carbdnico € quantificado como indicador de combustao e
atividade metabdlica servindo, portanto, para constatar se a introducao de ar
externo no sistema de climatizagdo é suficiente para diluir e dissipar outros
poluentes (Menzies et al, 1993; Hayes et al., 1995; Jones, 1999; Rudnick & Milton,
2003; Sundell, 2004). Este gas pode ser pesquisado igualmente como poluente, ja
que, em quantidade excessiva, pode produzir dor de cabeca, nausea, dificuldade
de respirar, sonoléncia e sensacao de fadiga, conseqiiéncias de sua acao sobre a
saude e que, em adi¢do, contribuem para a perda da produtividade (Hayes et al.,
1995; Jones, 1999; Wyon, 2004).

As determinacdes da temperatura, umidade relativa, velocidade do ar e
teor de CO, sao feitas por equipamentos de leitura direta: termo-higrometros,
anemdmetros e medidores de CO e CO, (Hayes et al., 1995; Brasil, 2000 e Brasil,
2003). Nas situacées onde ha suspeita de contaminacédo por outros compostos,
podem ser utilizados sensores acoplados a equipamentos de leitura direta que
permitem a detecgcdo de gases, compostos quimicos volateis e semi-volateis,
como, por exemplo, gas sulfidrico, diéxido de enxofre, éxido nitrico, didxido de
nitrogénio, cloreto de aménia e gas cianidrico (Hayes et al., 1995).

A concentracao de material particulado total € outra determinagao de rotina
no controle da qualidade do ar de ambientes climatizados. As particulas sélidas
em suspensado tém efeito direto sobre a saude humana além de carrearem
microrganismos e outros contaminantes (Stone, 2000; Zanobetti et al., 2000). Esta
analise pode ser feita por método gravimétrico, metodologia de escolha no Brasil
(Brasil, 2000; Brasil, 2003), através de bombas de vacuo conectadas a porta-
filtros dotados de filtros de nitrocelulose que retém as particulas em suspensao.
Estes sdo pesados antes e depois da coleta da amostra e o resultado do ensaio é
dado pela diferenca entre as pesagens. Este método, aparentemente simples na
sua execucgao, apresenta alguns problemas quanto a precisdo dos resultados,
altamente dependentes da técnica de manuseio dos filtros, da sensibilidade e da
exatidao das balancas utilizadas.
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A quantificagdo de microrganismos no ar torna-se necessaria pelas
consequéncias diretas para a saude humana e pode ser usada para a deteccao
de fontes contaminantes. Existem diversas metodologias para a andlise
quantitativa de microrganismos no ar, contudo; Lee et al. (2004) afirmaram que
ndao ha um consenso entre os especialistas sobre qual metodologia deveria ser
considerada como padrao.

Os métodos disponiveis para a analise microbioldégica do ar incluem: a
sedimentacao espontanea (ou método gravitacional), a filtracdo, a precipitacéo
eletrostatica, a impactacdo centrifuga, a impactacdo em meio liquido e a
impactacdao em meio sélido (Ren & Frank, 1992b; Hayes et al., 1995; Morris et al.,
1999).

O método de sedimentagdo espontanea consiste em expor placas de Petri,
contendo os meios de cultura de escolha, no ambiente a ser estudado, de forma
que as particulas dispersas no ar sofram sedimentacao pela forca da gravidade.
O tempo de exposicdo das placas, que certamente é um fator relevante para o
sucesso da técnica, ndo é padronizado e varia muito entre os estudos realizados.
Alguns autores utilizaram a exposicao de placas por 30 minutos ou menos (Prahl,
1992; Buttner & Stetzenbach, 1993; Dykstra et al, 1997) enquanto outros, por
uma, duas, quatro horas ou mais (Spiegelman & Friedman, 1968; Sarubbi et al.,
1982 Schmitt et al., 1991; Sherertz et al., 1996; Lima Filho et al., 1998; Mc Donald
et al., 1998; Buemi et al., 2000; Bernardo et al., 2005) obtendo relativo sucesso
em isolar microrganismos em diferentes ambientes. Mas, ha consenso na
afirmacao de que esta técnica € extremamente limitada porque néao permite a
quantificacdo dos microrganismos presentes no ar, ou seja, a determinacao do
nimero de unidades formadoras de coldnias por metro cubico de ar (UFC/m®); é
altamente dependente da movimentacdo do ar e do tempo de exposi¢cdo e nao
possui sensibilidade para esporos pequenos, 0s quais nao sedimentam
prontamente (Kang & Frank, 1989a; Hayes et al., 1995; Dykstra et al, 1997).

No método de filtracdo, o ar € forcado a passar por um filtro deixando
retidas neste as particulas anteriormente dispersas no ar. Os microrganismos
assim coletados podem ser suspensos em uma solucdo aquosa que seria

utilizada para a enumeragédo das particulas viaveis. Normalmente sdo usados
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filtros de policarbonato, nitrocelulose, acetato de celulose, entre outros. Uma
opcao que reduz as chances de perda de células no préprio filtro € a utilizacao de
membranas de gelatina, que dissolvem na solucao aquosa de suspensdo, usada
posteriormente na etapa de contagem dos microrganismos. Filtros de
policarbonato, corados apds a coleta com laranja de acridina, sao usados
alternativamente para permitir a contagem direta das células sob microscopia de
fluorescéncia. As limitacbes dos métodos de filtragcdo dizem respeito as chances
de dessecacado das células e a conseqlente perda da viabilidade destas durante
a coleta (EPA, 1992; Jansen et al., 1992), fen6meno que parece ser reduzido pela
utilizacdo de membranas gelatinosas. Estas membranas, por sua vez, possuem o
inconveniente de apresentarem propriedades higroscépicas, o que dificulta a
coleta quando a umidade relativa do ar € muito elevada (Kang & Frank, 1989a).

O método da precipitacdo eletrostatica tem sido utilizado para retirar
particulas de poeira do ar baseando-se no principio de que as particulas possuem
carga elétrica e podem ser atraidas por um campo elétrico. Diferentes modelos de
amostradores que se utilizam deste principio tém sido descritos. O amostrador de
Litton (Berry, 1941), por exemplo, atrai as particulas para um disco giratério de
aluminio ou vidro com carga oposta. O disco é recoberto com uma fina camada
de liquido que se move por forca centrifuga. A solucdo obtida pode ser usada
posteriormente para a contagem de microrganismos (Morris et al, 1999). Estes
amostradores sao mecanicamente complexos e devem ser manuseados
cuidadosamente e talvez por isso sejam pouco utilizados. Outro inconveniente
refere-se ao fato de que durante a ionizacdo do amostrador sdo produzidos
oxidos de nitrogénio e 0zb6nio, que podem ser tdxicos para 0s microrganismos
(Kang & Frank, 1989a).

Na impactacao centrifuga o amostrador usa o principio da aceleracao
centrifuga para propelir as particulas sobre uma superficie coletora. A superficie
coletora fica situada em torno do equipamento de forma que as particulas séo
lancadas em alta velocidade em sua direcdo. Estes aparelhos ndo geram alto
fluxo de ar durante a coleta, 0 que gera menor estresse e favorece a viabilidade
das células; por outro lado, a forga centrifuga gerada pode nao ser suficiente para
impelir pequenas particulas sobre a superficie de coleta. Este equipamento é
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considerado muito pratico de ser usado, mas tem o inconveniente de utilizar tiras
com meio de cultura fornecidas pelo fabricante, 0 que impossibilita a livre escolha
do meio de cultura a ser empregado na coleta. Matcher & First (1983) estudaram
o desempenho de um amostrador deste tipo, conhecido como “Reuter Centrifugal
Air Sampler” (RCS, Biotest Diagnostics, Fairfield, NJ) e concluiram que este é
eficaz quando as particulas dispersas no ar sdo maiores que 5 um. Deste modo,
este equipamento seria Gtil apenas quando se deseja fazer comparacdo de
resultados obtidos apenas com ele. Varios autores compararam o RCS com
outros amostradores de ar e concluiram que o RCS retém menos particulas e que
a massa das particulas influencia mais na sua retengdo do que o seu tamanho
(Kang & Frank, 1989b; Lee et al., 2004).

No método de colisdo em meio liquido o ar € bombeado para o interior de
um frasco de vidro (“All Glass Impinger”, Ace Glass, Inc., Vineland, NJ), passando
através de um liquido no qual as particulas ficam suspensas. Este liquido pode,
entdo, sofrer diluicbes sucessivas para a contagem de bactérias e fungos (May,
1964). Este método € considerado muito conveniente por permitir a pesquisa de
diversos microrganismos a partir da mesma amostra utilizando-se diferentes
meios seletivos. Entretanto, possui alguns inconvenientes como o fato de ser feito
de vidro, devendo ser esterilizado a cada coleta e podendo também facilmente
quebrar-se durante o uso (Kang & Frank, 1989a). Além disso, devido a violenta
agitacao do liquido, as células podem ser destruidas

No método de impactacdo em meio soélido, que é o mais comumente
utilizado (Morris et al., 1999), os equipamentos funcionam aspirando o ar e
lancando as particulas nele dispersas diretamente sobre a superficie de meios de
cultura em placas de Petri. O cultivo dos microrganismos que entraram em
contato com o meio de cultura escolhido permite, entdo, gerar resultados
quantitativos diretamente pela contagem das UFC resultantes (Morris et al, 1999;
Kang & Frank, 1989a).

Os diferentes modelos de impactadores sdo dotados de multiplos estagios
ou de apenas um estagio. Os impactadores de multiplos estagios sao constituidos
de uma série de chapas de metal perfuradas e sobrepostas (1, 2, 6 ou 8 placas),
com placas de Petri contendo meio de cultura entre cada uma delas. Os orificios
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de cada chapa de metal sdo idénticos e diminuem de didmetro gradativamente a
cada placa. O ar entra no aparelho por uma abertura na sua parte superior,
atravessa os orificios da primeira placa de metal e as particulas maiores sao
lancadas na superficie do meio de cultura situado alguns milimetros abaixo. As
particulas menores, que nao sedimentam no estagio inicial, seguem seu curso ao
redor da placa de Petri e sedimentam-se nos estagios seguintes conforme seu
tamanho, na medida em que alcancam aceleracdo suficiente para impactar
(Andersen, 1958).

Esta técnica de coleta de amostra simula o sistema respiratério humano,
onde a arvore brénquica diminui seu didmetro gradativamente desde o trato
respiratério superior até os alvéolos pulmonares (Quadro 1). Assim, além de
permitir a contagem total de particulas vidveis em suspensao no ar, € possivel
também determinar o niumero de particulas respiraveis em diferentes partes do
sistema respiratério e quantas chegariam aos alvéolos. Tais informacdes sdo de
maxima importancia para o estudo da penetracdo de poluentes no trato
respiratério, determinando seu potencial de infectividade.

Quadro 1 - Correlacao entre os estagios do amostrador de Andersen e as regides do

sistema respiratério humano.

Estagio partizﬁggrlzz ddaass(pm) Sistema respiratorio
1° >7 Fossas Nasais
2° 4,7-7,0 Faringe
3° 3,3—-4,7 Brénquios
4° 2,1-3,3 Bronquiolos
5° 1,1-2,1 Bronquiolos Terminais
6° 0,65 -1,1 Alvéolos

Outra grande vantagem deste tipo de amostrador deve-se ao fato de que
ndo ha perda de células nas paredes do instrumento. Deste modo, torna-se
desnecessaria a limpeza e a esterilizacdo entre cada procedimento de coleta
(Andersen, 1958; May, 1964).
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O primeiro instrumento deste tipo a ser projetado foi o amostrador de
Andersen (Andersen, 1958). Posteriormente, outros modelos foram produzidos,
como o “Ross-Microban” (Ross Industries, Midland, V.A.) e o “Personal
Particulate, Dust, Aerosol Collector” (SKC Inc., Eight Four, P.A.).

Os instrumentos de um estagio seguem o mesmo principio dos
amostradores de multiplos estagios, mas a corrente de ar é direcionada a um
orificio simples, como no "Casella Slit Sampler” (C.F. Casella & Co. Ltd, London),
ou uma unica chapa metalica perfurada cujos orificios sdo de diametro uniforme e
abaixo da qual é colocada uma placa de Petri preenchida com meio de cultura,
como o “Surface Air System” (SAS, PBI International, Mildo, Italia), o Microban
(Ross Industries, Inc, Midland, V.A.) e 0 MAS-100 (Merck, Germany).

Estes equipamentos comecaram a ser comercializados em nosso pais
apenas ao final da década de 80 com o objetivo de atender as necessidades da
industria farmacéutica, onde as analises microbioldégicas do ar nas areas de
producéo fazem parte da rotina de controle da qualidade. A demanda criada pelas
empresas de manutencado de sistemas de condicionamento de ar, fez com que
passassem a ser utilizados também em outros ambientes, dadas as facilidades
que oferecem na coleta da amostra de ar e a possibilidade de oferecerem
resultados quantitativos, o que ndo era possivel nas técnicas de exposicao de
placas anteriormente utilizadas (Edmonds, 1972; Kotula et al., 1978; Kang &
Frank, 1989a).

Os impactadores de multiplos estagios tém se mostrado como o0s mais
eficientes em varios estudos realizados (Lundholm, 1982, Ren & Frank, 1992a;
Buttner & Stetzenbach, 1993; Dykstra et al., 1997), mas possuem diversas
limitac6es: sdo acoplados a bombas de vacuo e ndo possuem bateria interna, o
que reduz as possibilidades de coleta em certos tipos de ambientes; utilizam
placas de Petri de vidro, padronizadas e de alto custo, que podem quebrar-se
durante a coleta. Além disso, na maioria das vezes, a informacdo necessaria é
apenas o numero total de microrganismos, o que se pode obter com o uso de
apenas uma placa, técnica mais simples e de menor custo. Kotula et al. (1978)
compararam um impactador de um estagio com outro de seis estagios e

concluiram que o instrumento de seis estagios tem maior sensibilidade. No
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entanto, como lembraram estes pesquisadores, “isto ndo deve ser visto como
uma vantagem”, pois instrumentos muito sensiveis fornecem resultados muito
instaveis e, deste modo, os dados fornecidos por amostradores de um estagio
foram considerados mais precisos. Kang & Frank (1989b), em um estudo
semelhante, afirmaram ainda que “o amostrador de Andersen oferece resultados

mais confiaveis, mas, na pratica, seu uso é inviavel”.

1.5 Os Parametros Sugeridos e os Aspectos Legais no Brasil.

A grande maioria dos padrées e recomendag¢des para microrganismos no
ar de ambientes internos enfocam apenas os fungos. Além disso, tais padroes e
recomendacgdes estao relacionados a doencgas clinicamente definidas e abordam
a amostragem, medidas corretivas e manutencao preventiva, sem estabelecer
limites para as concentracdes totais de bactérias no ar (Rao et al., 1996; Olesen,
2004).

A criacdo de padrdes e recomendacdes para microrganismos no ar de
interiores é altamente dependente de estudos epidemiolégicos. Miller (1992)
referiu-se aos estudos feitos até entdo como “piadas, de pequeno porte e
capacidade”. Rao et al., em 1996, afirmaram que “os padrdes e recomendacdes
emitidos até aquele momento por agéncias governamentais baseavam-se,
primariamente, em dados obtidos sem correlacdo com os efeitos para a saude”.
Jones (1999) concluiu também: “existe a necessidade de pesquisas de mais alta
qualidade que investiguem a relacdo entre a qualidade do ar de interiores e a
saude”.

Alguns autores tém indicado valores maximos permissiveis para bolores e
leveduras muito distintos entre si. Os limites maximos sugeridos variam entre 100
UFC/m® a 1000 UFC/m®. Miller et al. (1988) admitiram um valor maximo de fungos
no ar de 150 UFC/m® enquanto Morey et al. (1984) sugeriram que niveis de
contaminagdo superiores a 1000 UFC/m® poderiam representar um risco para os
ocupantes de ambientes internos. Ohgke et al. (1987), a partir dos dados
coletados em 11 prédios publicos, usaram o valor médio de 100 UFC/m® como
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limite, acima do qual os valores obtidos seriam sugestivos da existéncia de fontes
de fungos que deveriam ser investigadas. Yang et al. (1993) sugeriram um limite
méaximo de 200 UFC/m® a partir de uma pesquisa onde coletaram 2000 amostras
em edificios das quais 75% apresentaram resultados menores que 178 UFC/m?®.
Rao et al.,, em 1996, comentaram, em uma extensa revisdo sobre os padrdes e
recomendagdes para fungos no ar de ambientes internos, que “muitos autores
basearam suas recomendacées em dados obtidos a partir de analises
microbioldgicas, sem descrever as caracteristicas destes conjuntos de dados e a
metodologia de analise utilizada, enquanto outros fizeram recomendacgdes
baseadas em experiéncias pessoais decorrentes de avaliagdes de contaminacdes
fungicas em ambientes internos”.

Rao et al.,, em 1996, relataram que muitas instituicdes profissionais nos
Estados Unidos tém apresentado sugestdes de parametros para o controle de
ambientes climatizados. Uma delas, a “American Conference of Governmental
Industrial Hygienists (ACGIH)” publicou alguns trabalhos sugerindo os seguintes
limites maximos para fungos em ambientes internos: <100 UFC/m® — baixo - para
areas limpas e hospitais; 100 a 1000 UFC/m® — intermediario - para ambientes
internos e externos em geral; >1000 UFC/m® — elevado — areas de manipulacéo
de animais Outra instituicdo que demonstrou interesse nesta area foi a “American
Industrial Hygiene Association (AIHA)” que recomendou o valor maximo de 1000
UFC/m? e indicou a relagdo entre os resultados de analises em ambiente interno e
externo (Relacédo I/E), quando elevada, como sugestiva da presenca de fonte
amplificadora no ambiente interno.

Instituicbes governamentais internacionais também tém trabalhado no
sentido de prover padrées quantitativos de fungos no ar de ambientes internos.
Entre elas destacaram-se a “United States Occupational Health and Safety
Administration (USOSHA)”, que elaborou um manual técnico em 1992
estabelecendo o limite maximo de 1000 UFC/m*® (Rao et al., 1996) e a
“Commission of the European Communities (CEC)”, que fixou este valor em 10*
UFC/m® (Rao et al., 1996).

Com relagdo a parametros oficiais, apenas a Federacdo Russa (Russian
Federation, 1993) e o Brasil (Brasil, 2000; Brasil, 2003) apresentaram, até agora,
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padrdes quantitativos para fungos no ar. A Federagcdo Russa, em 1993,
estabeleceu uma faixa entre 10° e 10* UFC/m® como limite maximo permitido,
dependendo das espécies encontradas; entretanto, estes limites ndo estdo
baseados na contagem de microrganismos viaveis presentes no ar, mas na
correlacdo entre as concentracbes de proteinas e metabdlitos de fungos
detectados nas amostras de ar com a quantidade de microrganismos que 0s
originou.

No Brasil, a preocupacédo com o ar de ambientes internos, como veiculo de
poluentes e contaminantes em geral, tem assumido tal importancia nesses ultimos
anos, que se refletiu na publicacdo de uma legislagdo especifica, visando
normalizar as acdes de operacdo e manutencéo de sistemas de condicionamento
de ar, a Portaria GM/MS n® 3523, de 28/08/1998 (Brasil, 1998).

Apesar de sofrer criticas importantes e deixar davidas sobre como seria
feita a fiscalizacdo deste setor pela falta de pessoal treinado neste assunto, esta
Portaria trouxe um grande avanco para area de manutencdo e controle dos
servicos de climatizacao do ar.

Torna-se de suma importancia lembrar que muitos prédios na cidade do
Rio de Janeiro permaneceram por varias décadas, desde a instalacao de seus
sistemas de climatizacao, sem passar por qualquer tipo de atividade de limpeza e
manutencdo de seus equipamentos de condicionamento de ar. A partir da
elaboracdo da referida Portaria, os profissionais da area de manutencao, em
geral, mobilizaram-se para a criacdo do plano de operacdo, manutencdo e
controle dos sistemas de condicionamento de ar (PMOC) exigido por este
documento.

Este documento teve relevancia também por determinar a formacao
posterior de um grupo de estudos, com o objetivo de elaborar um regulamento
técnico com determinacées sobre a avaliacdo da qualidade microbiolégica e
fisico-quimica do ar de ambientes climatizados, estabelecendo os métodos e
parametros a serem adotados. Tal acdo culminou com a redacédo da Resolucéo
RE n® 176, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, Ministério da Saude, de
24 de outubro de 2000 (Brasil, 2000). Esta Resolucédo foi revisada em 2003,
originando a Resolucdao RE n® 09, de 16 de janeiro de 2003 (Brasil, 2003).
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Nestas legislacoes, ficou estabelecido que a contagem total maxima de
bolores e leveduras deve ser 750 UFC/m® e que a relagdo entre as contagens de
microrganismos no ar interno e no ar externo do prédio ndo deve ser superior a
1,5 (Relacéo I/E), mesmo que os dois resultados relacionados sejam inferiores ao
limite maximo permitido (750 UFC/m?®). Tal parametro estaria relacionado ao fato
de que valores muito elevados da relagdo I/E indicam a presenca de fontes
poluidoras no interior do prédio, que devem ser pesquisadas.

Os parametros estabelecidos pela legislacéo brasileira (Brasil, 1998; Brasil,
2000; Brasil, 2003) estao resumidos no Quadro 2.

Quadro 2 - Parametros referenciais de qualidade do ar de interiores em ambientes
artificialmente climatizados de uso publico e coletivo (Brasil, 2003).

Parametros Valores maximos permitidos

Fisico-Quimicos

Di6xido de carbono <1000 ppm

Aerodispersoides <80 g/m®

Temperatura: Verdo 23 - 26°C
Inverno 20 — 22°C

Velocidade do ar 0,25 m/s

Umidade relativa: Verao 40 - 65%

Inverno 35 - 65%
Taxa de renovagao 27 m®h/pessoa

Microbioldgicos

Quantitativo para bolores e leveduras < 750 UFC/m®

Relacéao I/E * <1,5

* - Relacao entre a quantidade de fungos no ar interno (I) e no ar externo ao prédio (E).

As referidas Resolucdes, no entanto, fomentaram a discussdo de pontos
como a origem do limite maximo estabelecido (750 UFC/m®) para bolores e
leveduras. Isto se deve ao fato de que tal parametro foi obtido através de céalculos
matematicos que levaram em conta a quantidade de esporos de Penicillium sp
capaz de induzir um surto asmético quando inalada (7 x 1010 m® de ar), o
volume de ar inspirado por um individuo adulto em repouso por 24 horas e o
namero de horas da jornada de trabalho (Kulcsar Neto & Siqueira, 1998). Nao
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restam duvidas de que estas assertivas sao frageis em sua base cientifica.

Entre outros pontos deste documento que geraram discordancia, podemos
citar a utilizacao deste mesmo parametro para técnicas de amostragem diferentes
(com equipamentos de 1, 2 e 6 estagios), a auséncia de parametros para
bactérias e a variedade de meios de cultura aceitos para a analise.

O numero de pontos a serem amostrados em cada prédio, andares de
prédios ou ambientes em geral, foi um topico que inicialmente também deixou
duvidas na execugdo do controle da qualidade do ar de interiores, mas a
Resolucdo RE n? 09, de 16 de janeiro de 2003 (Brasil, 2003), apresentou uma
sugestdao de numeros minimos de pontos a serem amostrados em funcao do
espaco fisico, resolvendo, pelo menos em parte, a questao (Anexo 1).

Os ambientes hospitalares foram o foco mais recente da atencdo da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que promoveu a redagao da
Consulta Publica n? 109, de 11 de dezembro de 2003 (Brasil, 2005), que até o
presente momento nao foi oficializada (Anexo 2). Este documento classificou os
ambientes hospitalares em quatro niveis de risco de ocorréncia de eventos
adversos a saude e estabeleceu limites maximos para as contagens totais de

bactérias e fungos, conforme apresentado no Quadro 3.

Quadro 3 - Parametros referenciais microbiol6gicos de qualidade do ar de interiores, em
servigos de saude, segundo. os niveis de risco (Brasil, 2005).

Variaveis e

Nivel O Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
componentes

Particulas biolégicas 5 5 5 3
. . <750 UFC/m =500 UFC/m® | =200 UFC/m® |=50 UFC/m
totais no ar ambiental

1.6 Os Ambientes Especiais e 0 Ambiente Hospitalar.

Alguns locais possuem caracteristicas muito diferenciadas dos ambientes
comuns de trabalho no que se refere a qualidade do ar, seja pelas préprias
necessidades do servico, que requerem auséncia total de contaminantes do ar, ou
porque as préprias tarefas exercidas geram contaminantes em grande quantidade
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(Croft et al., 1986; Platts-Mills et al., 1987; Hunter et al., 1988; Rom et al., 1991;
Loudon et al., 1996; Stone, 2000).

No primeiro caso podemos citar, como exemplos, as salas limpas,
destinadas a producgéo de artigos estéreis, onde os contaminantes biol6gicos tém
importancia ébvia, e os locais de trabalho com instrumentos eletrdnicos, cuja
presenca de simples particulas fisicas pode gerar problemas no funcionamento
destes. Em tais circunstancias, um controle rigoroso da qualidade do ar visando
niveis excelentes torna-se notoriamente essencial.

No segundo caso, sdao exemplos os laboratérios de andlises e os
consultérios odontoldgicos, cujas atividades de rotina levam a emissao quase
constante de compostos volateis e semi-volateis, além de aerossobis que podem
carrear contaminantes biol6gicos (Bernardo et al., 2005). Tais compostos podem
permanecer no ar por longos periodos de tempo atingindo os usuarios destes
ambientes (Menzies & Bourbeau, 1997). Nestas situacbes torna-se evidente a
necessidade de cuidados especificos e intensificados, como o uso de
equipamentos de protecdo individual, métodos de exaustdo e desinfeccao
apropriados.

Outro tipo de ambiente que merece cuidados e gera preocupagao por parte
dos profissionais da darea da saude € o hospitalar. As infecgbes hospitalares
bacterianas sdo a maior causa de morbidade em pacientes hospitalizados,
particularmente em unidades de terapia intensiva (Turner et al., 1999).

E consenso entre os especialistas desta area, que este fato se deve
basicamente ao amplo uso de antimicrobianos nas ultimas décadas, levando a
emergéncia de microrganismos resistentes a tais drogas (Chakrabarti et al. 1992;
Shimori et al., 2001).

Uma das principais causas apontadas para o grande niamero de pacientes
acometidos por infeccoes hospitalares € a transmissao cruzada de patégenos
(Ledson et al, 1998; Hoffman et al., 1999; Gardam et al, 2002). No entanto, outros
fatores como os equipamentos de terapia respiratéria, de bidpsia, endoscopios e
cateteres inadequadamente esterilizados; o uso de insumos recentemente
contaminados por exposicao indevida; salas de cirurgia, UTls e enfermarias mal
preparadas ou mal higienizadas; a falta de um controle de circulagdo e de
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precaucoes sobre areas que manuseiam procedimentos sujos e expurgo de
materiais; a utilizagdo indiscriminada de antimicrobianos, além do uso de
antissépticos improprios nas maos da equipe médica ou de enfermagem, também
contribuem amplamente para o surgimento e a disseminacdo destas infeccbes
(Siqueira, 2000; Rampling et al., 2001; Berquo et al., 2004; Harakeh et al., 2005 ).

As fontes ambientais de microrganismos implicados em infeccdes
hospitalares também tém sido valorizadas ha algum tempo, o que se faz notar
pelas recomendacbes usuais de limpeza e higienizacdo dos ambientes
hospitalares. A dispersao de microrganismos patogénicos no ar tem sido
demonstrada ao longo dos anos. Ja em 1971, Lowbury et al. sugeriram que
Staphylococcus aureus poderia ser transmitido por ambas as vias, contato e
aspersao no ar, e Hambraeus (1973) demonstrou a dispersdo de S. aureus em
pacientes queimados portadores de extensas lesGes. Porém, este ultimo
pesquisador ndo demonstrou que o S. aureus encontrado no ar era oriundo das
lesbes de outros pacientes.

MacMillan et al. (1973), ao contrdrio, ndo encontraram evidéncias da
transmissao de bastonetes Gram negativos pelo ar ambiental, entre os pacientes
de uma unidade de queimados, mas Wenzel et al. (1976) sugeriram que uma
cepa de Providencia stuartii fora transmitida entre seus pacientes através do ar
em um surto ocorrido também em uma unidade de queimados.

Lentino et al. (1982) relataram dez casos de pacientes contaminados por
Aspergillus sp cuja fonte foi atribuida ao aparelho de ar condicionado. Schaal
(1991), de forma enérgica, afirmou que as medidas preventivas das infec¢des
hospitalares concentravam-se em microrganismos ndo usualmente transmitidos
por via aérea, como as bactérias Gram-negativas e que, deste modo, a
possibilidade de transmissdo de patégenos hospitalares pelo ar tem sido
subestimada.

Recentemente, alguns pesquisadores concentraram seus esforcos em
isolar microrganismos de importdncia médica a partir do ar de ambientes
hospitalares. Anderson et al. (1996) atribuiram grande importancia a pesquisa de
fungos do género Aspergillus associados a surtos de infeccoes hospitalares nos
mais diferentes locais. McDonald et al. (1998) isolaram Acinetobacter sp do ar
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ambiental de um hospital onde ocorriam surtos de infeccdo causados por esta
bactéria, utilizando a antiga técnica de exposicdo de placas. Os dados assim
obtidos permitiram-lhes sugerir que o ar da enfermaria teria sido uma via
importante na disseminacao do microrganismo.

Lima Filho et al. (1998) afirmaram que 20% das contaminag¢des em salas
cirurgicas, utilizadas em cirurgias oftalmolégicas, eram oriundas do ar. Harteman
(1998), por outro lado, pds em discussao este assunto, declarando nao haver um
consenso sobre os riscos de infecgdo por via aérea e citando ainda a necessidade
da elaboracdo de normas e padrées para os métodos de controle de
biocontaminacdo, enquanto Hoffman et al. (1999), ndo obstante, voltaram a
questionar a importancia do controle dos sistemas de ventilagdo nas unidades
hospitalares para a contencéo da disseminagao de patdégenos por via aérea.

Shiomori et al. (2001) enfocaram as rotinas diarias dos hospitais como
capazes de alterar, mesmo que momentaneamente, as caracteristicas do ar
ambiental. Estes pesquisadores isolaram e quantificaram Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina a partir do ar de uma unidade de cirurgia, no
momento da troca das roupas de cama dos pacientes e em periodo de repouso.
Neste estudo, foram encontrados, de forma surpreendente, cerca de 50 vezes
mais estafilococos na primeira situagcdo do que na segunda. Estes autores
mostraram também, através de tipagem fenotipica e genotipica, que os S. aureus
isolados dos pacientes, das superficies inanimadas e da equipe médica eram
idénticos, indicando, assim, a possibilidade destes microrganismos circularem no
ambiente e entre os individuos hospitalizados através do ar.

Contudo, Rampling et al. (2001) declararam que tem sido dificil comprovar
que a contaminacdo ambiental, principalmente no que tange ao ar climatizado,
represente um risco consideravel para os pacientes hospitalizados.

De fato, os sistemas de ar condicionado tém sido implicados em surtos de
infeccdes nosocomiais através da producado de bioaerossois, pela veiculacao de
matéria particulada originada de filtros freqientemente saturados e/ou
colonizados, pelo pequeno (ou inexistente) percentual de renovacédo e exaustao
de ar ou ainda pelas bandejas de condensacao, onde com freqiiéncia se formam
biofilmes capazes de sustentar o crescimento de patégenos em potencial (Lentino
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et al.,1982; Ayliffe, 1991; Eickhort, 1994; Anderson et al., 1996; McDonald et
al.,1998). Por outro lado, seria um equivoco relacionar a possibilidade de
transmissao de patégenos, por via aérea, em um ambiente hospitalar, unicamente
com os sistemas de climatizacao.

Embora os dutos que conduzem o ar climatizado possam disseminar
microrganismos, as fontes desses contaminantes podem, por vezes, estar
presentes na prépria unidade hospitalar associadas a utensilios, a instrumentos
hospitalares ou as atividades de rotina, como as de limpeza, que dispersam os
microrganismos no ar (Anderson et al., 1996), sem envolver, a principio, 0s
sistemas de climatizagdo. Assim, as discussdes sobre a importancia do controle
do ar de interiores ndo se atém apenas ao ar insuflado pelos equipamentos de
condicionamento de ar, mas também ao ar circulante do ambiente interno e as
fontes ambientais de particulas capazes de sustentar microrganismos, como 0s
aerosséis de sujidades do chao e da mobilia, entre outros (Ayliffe, 1991; Eickhort,
1994).

E evidente que ndo ha ainda um consenso sobre o verdadeiro papel do
ambiente na transmissdo de microrganismos patogénicos em areas hospitalares,
assim como nao ha, também, sobre as metodologias de analise mais adequadas
a averiguagdo destas questdes. Outrossim, muitos laboratérios de microbiologia,
diretamente ligados a prevencdo e ao controle das infec¢des hospitalares em
nosso meio, dispéem apenas de métodos microbiolégicos de andlise demorados
e pouco sensiveis para a identificacao, tipagem ou verificacdo de marcadores de
patogenicidade dos microrganismos implicados nos surtos, tornando limitadas as
informacgdes obtidas em grande parte dos trabalhos realizados.

Neste sentido, a utilizacao cada vez mais difundida de métodos moleculares de
analise, rapidos, de alta sensibilidade e especificidade, tem gerado informagdes que
implicam na maior eficacia do controle destas infeccbes (Girlich et al.,2001;
Baraniak et al., 2002; Gardam et al., 2002; Orman et al., 2002; Poirel et al., 2002).
Tais métodos moleculares aplicados a epidemiologia nosocomial podem ser
agrupados em trés categorias, segundo a sua utilidade: a) métodos para
identificar agentes infecciosos - normalmente baseiam-se na andlise de DNA ou
RNA e requerem um curto espaco de tempo para a identificacdo de
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microrganismos, além de permitir a identificagdo de microrganismos dificilmente
cultivaveis; b) métodos para tipar agentes infecciosos - podem se basear na
analise de diferentes moléculas, como acidos graxos, acidos nucleicos, proteinas
e polissacarideos. Nem todos estdo disponiveis na rotina laboratorial e podem
nao ter sido testados para todas as espécies de microrganismos, mas alguns
deles possuem reprodutibilidade e alto poder discriminatério; ¢) métodos de
deteccdo de marcadores epidemiolégicos e de viruléncia - primariamente
basearam-se na analise de acidos nucleicos e, posteriormente, esta tecnologia
evoluiu para a analise dos niveis de expressdao de milhares de genes em um
Unico experimento, considerando o fato de que estes genes foram transcritos para
o mRNA (Poutanen, 2003). Tal tecnologia, contudo, ndo se encontra ainda
disponivel em laboratérios de rotina clinica.

A eletroforese de fragmentos de DNA cromossémico, obtidos pela acao de
enzimas de restricdo, submetidos a corrente em campo pulsado (PFGE), possui
um alto poder discriminatério, boa reprodutibilidade, e permite facilmente a
comparagédo entre os perfis obtidos de diferentes amostras, sendo, por isso,
considerada um método muito apropriado para estudos epidemiolégicos em
infeccdes hospitalares. Esta técnica permite a obtencdo de informagdes validas
para a elucidagcado de rotas de transmissdo, o estabelecimento da variabilidade
genética e da distancia filogenética entre amostras (Ledson et al., 1998; Loureiro
et al., 2002a). Deve-se ressaltar, ainda, que a citada agilidade na obtencéo de
dados tem propiciado também a utilizacdo destes na tomada de decisdes relativas as
acdes de contencao da infec¢ao hospitalar.

Rampling et al. (2001) acompanharam um surto de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA) utilizando a técnica de PGFE e concluiram que a cepa
isolada dos pacientes era a mesma encontrada em superficies de mobilia, piso e
outras superficies, de modo que a alteracdo da rotina de limpeza, que anteriormente
nao envolvia a aspiragéo de pd nem a desinfeccdo ambiental, resultou na contencéo
desta bactéria.

Gardam et al. (2002) pesquisaram a presenca de enterobactérias
multirresistentes a antimicrobianos em pacientes admitidos para transplante de

6rgao, no momento de sua admissao e durante sua estada no hospital. Este grupo
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de pesquisa, apds um vasto estudo epidemiolégico, nao encontrou evidéncias de
transmissdo do agente infeccioso de paciente para paciente, o que tornaria
desnecessério o isolamento do paciente, como é feito normalmente. Além disso,
estes autores afirmaram que as cepas multirresistentes isoladas de cada paciente
eram provenientes de suas préprias microbiotas normais, tornando-se
multirresistentes pela pressao seletiva dos antimicrobianos a eles administrados.

Pseudomonas aeruginosa é outro importante patdégeno envolvido em
infecgcdes nosocomiais, cuja multipla resisténcia aos antimicrobianos constitui um dos
maiores problemas para a sua contencéo. Loureiro et al. (2002 a) isolaram e tiparam
bactérias desta espécie pela técnica de PFGE, associada a marcadores fenotipicos,
com o objetivo de relatar as caracteristicas demogréaficas de neonatos infectados por
esta bactéria. Entretanto, neste trabalho nao se atentou para a correlagéo dos dados
obtidos com as provaveis fontes ambientais deste microrganismo.

De fato, dos aspectos ambientais ja priorizados em publicacdes cientificas, o
ar climatizado talvez seja um dos que mais carecem de estudos. Certamente, ndo
dispomos de dados, principalmente em nosso meio, que oferecam embasamento
cientifico para a elaboracdao de normas ou padrbes para o controle da qualidade do
ar, quer seja no que se refere as questdes ocupacionais, quer em ambientes
especiais, como o hospitalar. Neste ultimo, em particular, torna-se notéria a
necessidade de estudos que enfoquem, simultaneamente, o paciente e 0 ambiente

com o qual ele interage.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral.

Avaliar a qualidade microbiolégica do ar em ambientes internos de
diferentes locais da cidade do Rio de Janeiro, visando contribuir para a definicao
de métodos e parametros relacionadas a qualidade do ar nestes ambientes e,

consequentemente para a saude de seus ocupantes.

2.2 Objetivos Especificos.

- Comparar o desempenho dos amostradores de ar MAS-100 (Merck,
Germany) e de Andersen (Andersen Instruments, Inc., Atlanta, Ga.) na coleta de
amostras de ar para andlises microbioldégicas quantitativas além de avaliar a

influéncia da vazao no desempenho do amostrador de ar MAS-100.

- Estudar o comportamento de ambientes diversos, como escritérios,
shopping centers, industrias e hospitais, verificando as possiveis diferengas entre

estes locais, no que se refere aos niveis de contaminacao bacteriana e fungica.

- Avaliar a situacdo desses ambientes, no que se refere a qualidade
microbiolégica do ar climatizado, frente aos parametros adotados na legislacao
em vigor (Brasil, 2003).

- Avaliar a influéncia de variaveis ambientais — temperatura e umidade
relativa do ar - nos niveis de contaminagdao microbiana do ar confinado, através

da técnica multivariada de analise por componentes principais (APC).

- Avaliar possiveis variagbes sazonais nos niveis de contaminagéao

microbiana em ambientes de escritorio.
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- Estudar os niveis de contaminacdo bacteriana e fungica do ar de
ambientes hospitalares - centros cirurgicos, CTls, bercario e enfermaria
correlacionando as possiveis variacbes observadas com as atividades de rotina

desenvolvidas ou outros fatores predisponentes destes locais.

- Pesquisar a presenca de espécies patogénicas pertencentes ao género
Aspergillus no ar de ambientes hospitalares.

- Pesquisar a presenca de Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa e enterobactérias no ar de ambientes hospitalares avaliando os perfis
de resisténcia a antimicrobianos do genoma total, considerando a possibilidade de

envolvimento destes microrganismos em infeccées nosocomiais.

- Estudar a distribuicdo das cepas de mesmo perfil genético oriundas de
amostras de ar de diferentes ambientes hospitalares e relaciona-las com aquelas
isoladas de pacientes, de modo a avaliar a importadncia do ar como via de

disseminacao de patégenos nosocomiais.
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3 METODOLOGIA

3.1 Avaliagdo da Qualidade do Ar de Ambientes Internos.

3.1.1 Desenho do Estudo.

Foram pesquisadas, entre os anos de 1998 e 2002, a frequéncia de
distribuicao de bactérias e de bolores e leveduras no ar de 3060 pontos de coleta,
escolhidos aleatoriamente, na cidade do Rio de Janeiro, RJ.

Do total de pontos estudados, 622 foram da linha de produgéo de industrias
farmacéuticas e de insumos hospitalares, 2066 de escritérios, 201 de shopping
centers, e 171 de hospitais. Todos os locais avaliados eram dotados de sistemas
de condicionamento central de ar.

A andlise dos resultados quantitativos obtidos nestes ensaios (contagem de
heterétrofos totais, contagem de bolores e leveduras, temperatura ambiental e
umidade relativa do ar) foi feita pela utilizacdo da técnica multivariada de analise
por componentes principais - ACP (Massart et al, 1997; Miller & Miller, 2000;
Montgomery, 2001). As amostras dos diferentes ambientes, isto é, de escritérios,
industrias, shoppings e hospitais, foram avaliadas isoladamente.

Como os dados de escritorios foram muito mais numerosos que os demais
nos anos de 1998 a 2002, a andlise destes locais foi feita em relacdo a cada um
destes anos em separado. Assim, para industrias, hospitais e shoppings, a
analise foi feita com o conjunto de dados dos diferentes anos.

A andlise dos dados obtidos neste estudo foi realizada também em graficos
de colunas para cada tipo de ambiente estudado. Estes dados foram avaliados,
ainda, em funcéo da sazonalidade e em relacao a legislagao pertinente.

Tendo em vista que o amostrador de ar utilizado neste estudo (MAS-100)
era dotado de vazdo diferente daquela preconizada pela legislacdo, publicada
apoés o inicio deste trabalho, foi verificado o desempenho deste amostrador (MAS-
100) com sua vazado comercial (100 L/min), com a vazao recomendada pela
legislagéao (28,3 L/min) e também em relagdo a um equipamento dotado da vazao
oficialmente especificada (amostrador de Andersen).
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Apenas o ambiente hospitalar foi escolhido para a pesquisa qualitativa de
microrganismos a partir de amostras do ar climatizado com o objetivo de isolar
espécies do género Aspergillus, bem como de Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e enterobactérias, comparando as culturas de
bactérias isoladas, através de métodos fenotipicos e genotipicos, com as culturas
destas mesmas espécies isoladas previamente a partir de material clinico de
pacientes.

Além disso, cerca de 6 meses apds o inicio deste trabalho, fomos
contactados por funcionarios da unidade hospitalar em estudo para realizar
analises microbiolégicas do ar do CTIl de adultos deste hospital, onde estava
ocorrendo um surto de Pseudomonas aeruginosa. Foram coletadas e
analisadas, entdo, amostras de ar, da poeira do duto do sistema de
condicionamento de ar e de superficie das pias deste CTI. As culturas bacterianas
obtidas nesta ocasidao foram estudadas em conjunto com aquelas isoladas
anteriormente, a partir das coletas programadas.

3.1.2 Analises Microbiol6gicas Quantitativas.

Foram coletados 100 L de ar de cada ponto de amostragem de escritorios,
industrias e shopping centers e 500 L de ar nos ambientes de hospitais,
utilizando-se o amostrador de ar MAS-100 (MERCK, Germany). O amostrador de
ar foi colocado sobre a superficie de uma mesa, ou item similar da mobilia, a
cerca de 1,5 m de altura do piso.

Os meios de cultura empregados foram o agar padrdo para contagem
(PCA, Difco) e o agar extrato de malte (AEM, Difco) para a enumeracdo de
heterétrofos totais e de bolores e leveduras, respectivamente. As placas de PCA e
AEM foram encaminhadas ao laboratério para a realizacdo da analise
microbiolégica imediatamente apds a coleta. As placas de PCA foram incubadas a
35°C durante 48 horas e as de AEM, a 25°C por 3 a 5 dias. Apds o periodo de
incubacao, foi realizada a enumeragdo das unidades formadoras de colénias
(UFC), segundo a metodologia preconizada pela Resolugdo RE n? 09 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, Ministério da Saude, de 16/01/2003 (Brasil,
2003). O numero de UFC enumeradas foi calculado com relagdo aos dados
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obtidos com cada equipamento, de modo a oferecer resultados em UFC/m®de ar
coletado.

3.1.3 Determinacédo da Temperatura e da Umidade Relativa do Ar.

As medigcbes de temperatura e umidade relativa do ar foram feitas com o
auxilio de um termo-higrémetro digital, marca Instrutherm HT210. O aparelho foi
acionado a cerca de 50 cm de distancia do amostrador de ar e a leitura dos
valores determinados foi feita ao final da coleta de cada amostra de ar.

3.2 Verificacdo do Desempenho dos Amostradores de Ar.

3.2.1 Avaliagao da Influéncia da Vazdo no Desempenho do Amostrador de Ar
MAS-100.

Neste teste, foi utilizado um amostrador de Andersen de um estagio, com
vazao de 28,3 L/min (preconizada pela legislagdo em vigor) e dois equipamentos
de amostragem de ar modelo MAS-100 (Merck, Germany), sendo um dotado da
vazao original, de 100 L/min, e outro com vazao alterada para 28,3 L/min. Estes
trés aparelhos foram colocados a 1 metro de distdncia um do outro e a
aproximadamente 1,5 m do piso, em um ambiente climatizado de escritério
localizado na regido central da cidade do Rio de Janeiro - RJ. Procederam-se,
entdo, 20 coletas (10 para heter6trofos totais e 10 para bolores e leveduras) de
100 L de ar com cada equipamento, sucessivamente.

Os meios de cultura empregados foram o agar padrdo para contagem
(PCA, Difco) e o agar extrato de malte (AEM, Difco) para a enumeracdo de
heterétrofos totais e de bolores e leveduras, respectivamente. As placas foram
incubadas e submetidas a contagem de colbénias segundo a metodologia descrita
em 3.1.2.

3.2.2 Comparagdo do Desempenho dos Amostradores de Ar MAS-100 e de
Andersen.
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Para a avaliagdo do desempenho dos amostradores de ar foram coletadas
50 amostras (25 para heterétrofos totais e 25 para bolores e leveduras),
sucessivamente, ao longo de uma jornada de trabalho de 8 horas, no mesmo
local descrito em 3.2.1.

Os amostradores de ar MAS-100 (Merck, Germany), com vazao de 100
L/min, e o amostrador de Andersen de um estagio (Andersen Instruments, Inc.,
Atlanta, Ga.), com vazao de 28,3 L/min, foram utilizados simultaneamente, sendo
coletados 100 L de ar com o amostrador MAS-100, enquanto que o amostrador
de Andersen, permitiu a coleta de aproximadamente 141,5 L de ar em 5 min. Os
equipamentos foram colocados a 1 metro de distdncia um do outro e a
aproximadamente 1,5 m do piso.

Os meios de cultura empregados, as condicbes de incubacdo e de

determinacao do numero de UFC foram aquelas descritas no item 3.1.2.

3.3 Analise dos Dados Obtidos.

A técnica de ACP (Massart et al., 1997; Miller & Miller, 2000; Montgomery,
2001) foi utilizada neste trabalho devido a existéncia do enorme conjunto de
dados obtidos. Usualmente, estes dados sdo colocados em tabelas com n linhas
e m colunas, onde as linhas representam as amostras e as colunas representam
as variaveis estudadas. Isto gera uma matriz de dados (n x m). Para facilitar a
visualizagdo dos resultados de tabelas, sao utilizados, geralmente, graficos.
Entretanto, quando o numero de variaveis € muito grande, o grafico gerado tem
um numero muito grande de dimensdes. Como ndo € possivel desenhar um
grafico em mais de trés dimensdes, isto €, em um hiperplano, é necessario reduzir
este numero. Para isto, usamos a técnica ACP, que reduz o nimero de variaveis
pela combinacao linear das variaveis originais, projetando-as em novos eixos,
chamados componentes principais (CP).

A direcao do primeiro componente principal (CP1) é aquela que apresenta
maior variancia entre os dados da tabela original e de onde podemaos tirar maiores
informagdes sobre o conjunto de dados estudado. Os residuos sao expressos
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num segundo eixo, ortogonal ao CP1, chamado segundo componente principal
(CP2). Fazendo CP1 x CP2 obtemos um grafico de duas dimensbes de um
conjunto de dados de m variaveis. O nimero maximo de CPs é igual ao rank da
matriz (n x m).

A projecao das amostras no plano definido por dois CPs, por exemplo, CP1
e CP2, pode ser observada num grafico chamado score plot, muito usado quando
h& necessidade de determinar as diferencas no comportamento das amostras
(objetos), no caso de um grande numero de variaveis.

Sendo assim, a variavel mais importante € aquela com maior loading no
CP1. As informacbes nos loadings também podem ser colocadas em graficos,
chamados loading plots. A interpretacdo é baseada na direcdo em que as
variaveis se apresentam neste grafico.

A juncao do gréafico de escores com o grafico de loadings gera um biplot.
Neste grafico podemos observar as informagdes dos dois outros, além de verificar
a influéncia das variaveis sobre as amostras.

Como é possivel em duas dimensdes visualizar combinagdes lineares de
todas as variaveis, diz-se que esta técnica permite reduzir a dimensionalidade do
conjunto de dados, facilitando a obtencao de informacdes.

A técnica de andlise por componentes principais (ACP) foi executada
através do programa “Unscrambler, version 8.0, 2003”.

A sazonalidade e o perfil de cada ambiente, quanto aos resultados das
analises microbioldgicas, foram estudados pela confeccao de graficos através do
programa Microsoft Office Excell, version 7.0, 1997.

3.4 Andlises Microbiolégicas Qualitativas Realizadas nos Ambientes Hospitalares.

3.4.1 Hospital.

Para este estudo foi escolhido um hospital publico federal, de grande porte,
compreendendo 5 unidades de terapia intensiva (neonatal, pediatrica,
coronariana, centro de terapia intensiva de adultos e unidade intermediaria de
adultos), servico de hemodidlise e unidade de transplante renal e hepatico. Foram
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feitas 4 coletas consecutivas de amostras com o intervalo de uma semana, em 12
pontos distintos, sendo: 2 no centro cirdrgico, 2 no bergario, 2 no centro de terapia
intensiva (CTIl) de adultos, 2 na enfermaria da nefrologia, 1 no CTI cardiaco, 1 na
unidade intensiva (Ul) da emergéncia, 1 no CTI pediatrico € 1 no CTI neonatal.

3.4.2 Coleta das Amostras.
3.4.2.1 De Ar.

Foram analisados 500 L de ar de cada ponto de coleta utilizando-se as
técnicas de coleta por impactacdo, com o auxilio do amostrador de ar MAS-100
(MERCK, Germany), com o mesmo procedimento adotado para as analises
quantitativas (3.1.2), e por sedimentacao espontanea, com a exposi¢ao de placas
de Petri pelo periodo de uma hora.

Durante o estudo do surto ocorrido no CTI deste hospital foram coletadas 8
amostras de ar, a cerca de 1 m de distancia dos leitos dos pacientes, utilizando-se
a mesma metodologia adotada nas coletas programadas que se realizaram
anteriormente.

Os meios de cultura utilizados em todas as coletas foram: agar padrao para
contagem (PCA, Difco), agar extrato de malte (AEM, Difco), agar infusdo de
cérebro e coracado (BHI, Difco) adicionado de 5% de sangue de carneiro, agar
cetrimide (AC, Merck) e agar manitol salgado (AMS, Merck).

3.4.2.2 Das Superficies Durante o Surto no CTI.

Foram coletadas uma amostra da poeira do duto do sistema de ar
condicionado central e 4 amostras das pias existentes na unidade, sendo duas
amostras das torneiras e duas dos ralos destas pias.

A amostra da poeira do duto foi coletada com auxilio de uma espatula,
retirando-se toda a sujidade encontrada junto a grelha de fechamento do duto de
ar climatizado. O material colhido foi depositado em uma placa de Petri estéril que
foi lacrada e, a seguir, levada ao laboratério.

As amostras das 2 pias da unidade foram coletadas com auxilio de suabes,
os quais foram friccionados na superficie das torneiras e dos ralos, sendo



34

introduzidos logo a seguir em frascos contendo 10 mL do caldo de infusdo de
coracéo e cérebro (BHI, Difco).

3.4.3 Coleta e Analise das Amostras de Pacientes.

As amostras de material clinico dos pacientes foram coletadas segundo a
rotina do hospital, de acordo com a norma interna do hospital em estudo sobre
coleta e transporte de material para investigacao bacteriolégica.

Estas amostras foram encaminhadas para o laboratério do hospital em
estudo, onde foram realizadas a identificacdo e o teste de sensibilidade a
antimicrobianos das culturas isoladas. Estas culturas multirresistentes
identificadas foram encaminhadas, posteriormente, ao Laboratério de
Enterobactérias do Departamento de Bacteriologia do Instituto Oswaldo Cruz
(IOC/FIOCRUZ), visando a tipagem molecular pela técnica de PFGE.

3.4.4 Analises Microbiol6gicas Qualitativas.
3.4.4.1 Das Amostras de Ar.

As colbnias isoladas em PCA, agar BHI com sangue de carneiro, agar
cetrimide e agar manitol salgado foram selecionadas com base na sua morfologia,
tamanho e pigmentagéo e, a seguir, transferidas para caldo BHI e incubadas a
35°C por 24 horas. Os crescimentos obtidos foram analisados morfo-
tintorialmente pela coloracao de Gram.

Culturas caracterizadas como bastonetes Gram negativos foram semeadas
em agar Mac Conkey e agar cetrimide a fim de verificar a capacidade de
crescimento de tais microrganismos bem como suas caracteristicas morfolégicas
nestes meios, e em agar BHI. Apds incubacdo a 35°C por 24 horas, os
crescimentos obtidos em agar BHI foram testados pela prova de
oxidacao/fermentacao (O/F) da glicose, mediante inoculagdo no meio de Hugh-
Leifson (Difco) acrescido de 1% do carboidrato e submetidas ao teste de oxidase
(Bactident Oxidase, Merck). As culturas que se apresentaram como
fermentadoras da glicose e oxidase negativas foram entdo submetidas a provas
bioquimicas complementares para a identificacao das espécies, considerando-se

0os métodos convencionais de identificacdo e a nomenclatura descrita por
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Koneman et al. (1997), Mac Faddin (2000) e Murray et al (2003). Foram também
utilizados os sistemas miniaturizados Bac Tray | e Il (Laborclin).

As colbnias crescidas em agar Mac Conkey e agar cetrimide com
morfologia colonial compativel com o género Pseudomonas foram triadas pelas
provas de oxidacao e fermentacao (O/F) da glicose e prova da oxidase, conforme
Koneman et al. (1997), Mac Faddin (2000) e Murray et al (2003). As culturas que
se apresentaram como Gram negativas, nao fermentadoras da glicose e oxidase
positivas foram submetidas ao sistema Bac Tray Il (Laborclin) para identificacéo
das espécies.

As colbnias selecionadas a partir dos meios de cultura primarios, com
morfologia semelhante a S. aureus e que se apresentaram como cocos Gram
positivos foram testadas, preliminarmente, pelas provas de oxidacdo e
fermentacao (O/F) da glicose, da catalase e resisténcia a bacitracina (0,04U). As
culturas fermentadoras da glicose, catalase positivas e resistentes a bacitracina
foram, entdo, submetidas as provas de coagulase e DNAse de acordo com as
técnicas descritas por Koneman et al. (1997), Mac Faddin (2000) e Murray et al.
(2003), além do teste de aglutinagdao em latex (Staphclin, Laborclin).

As colbnias de bolores e de leveduras crescidas nas placas com o meio de
cultura primario, AEM, foram encaminhadas ao Setor de Fungos de Referéncia do
Instituto Nacional de Controle da Qualidade em Saude - INCQS (Fiocruz), onde
foram isoladas em tubos de AEM e agar Czapeck Dox (Difco) acrescido de extrato
de levedura (Difco). As culturas de fungos isoladas foram identificadas com base
nos aspectos da sua morfologia colonial e através dos métodos convencionais de
microscopia o6tica, considerando-se a nomenclatura descrita por Barron (1997),
Klich & Pitt (1998) e Klich (2002).

3.4.4.2 Das Amostras de Superficie Coletadas Durante o Surto no CTI.

A poeira do duto do sistema de ar climatizado foi incorporada a 50 mL de
caldo BHI e incubada a 35°C por 24 horas, juntamente com os tubos de caldo BHI
originarios da coleta de amostras da superficie das pias. Apés o periodo de
incubagéo, o crescimento microbiano obtido foi semeado nos mesmos meios de

cultura utilizados nas coletas de amostras de ar para analise quantitativa (3.4.2.1),
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os quais foram incubados a 35°C por 24 horas. As colbnias obtidas nestes meios
de cultura foram isoladas e identificadas segundo a mesma metodologia descrita
para as amostras de ar em 3.4.4.1.

3.4.5 Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos.

Os testes de suscetibilidade a antimicrobianos foram realizados pelo
método de difusdo em agar, de acordo com as normas estabelecidas pelo
“National Commitee for Clinical Laboratory Standards” (NCCLS, 20083),
atualmente denominado “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI). Para
o controle dos testes foram utilizadas cepas padrao de Escherichia coli (ATCC
25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27953) e Staphylococcus aureus
(ATCC 25923).

Foram utilizadas placas de Petri de 150 mm de didmetro, contendo agar
Mueller-Hinton (Difco) em quantidade suficiente para a obtengdo de uma camada
de 4 mm de espessura. Estas placas foram deixadas entreabertas na camara de
fluxo laminar, por 5 minutos, para a completa eliminagéo da umidade residual.

A partir do cultivo das amostras em agar nutriente por 24 horas a 35°C,
foram colhidas 3 a 5 colbnias para a realizacdo de suspensao em solucao salina
(0,85%). Aliquotas das suspensdes obtidas foram ajustadas por
espectrofotometria de modo a obter a densidade 6tica recomendada de 0,08 a 0,1
no comprimento de 625 nm, correspondente ao tubo de 0,5 da escala de
McFarland. As suspensdes foram entdo espalhadas de modo uniforme, em trés
direcdes, com o auxilio de suabes, sobre a superficie do meio. Até 15 minutos
apds a semeadura, os discos de antimicrobianos foram colocados, com auxilio de
pinca estéril, sobre o0 meio de cultura, incubando-se as placas a seguir, a 35°C
pelo periodo de 18 horas.

Os antimicrobianos utilizados (Cefar Diagnostica Ltda) e as respectivas
concentragdes, para cada espécie bacteriana, foram:

Para Pseudomonas aeruginosa: amicacina (30 ug), cefepima (30 ug),
ceftazidima (30 ug), piperacilina/tazobactam (100/10 pg), ticarcilina/acido

clavulanico (75/10 pug), imipenema (10 pg), piperacilina (100 ug), gentamicina
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(10ug), ciprofloxacina (5 ug), levofloxacina (5 ug), aztreonama (30 ug), cefoxitina (30
ug), cefalotina (30 pug), tobramicina (10 ug).

Para Serratia marcescens: ampicilina (10 ug), ampicilina/sulbactam (10/10
ug), amoxacilina/acido clavulanico (20/10 ug), piperacilina/tazobactam (100/10
ug), ticarcilina/acido clavulanico (75/10 ug), cefuroxina sddica (30 pug), cefepima
(30 ng), cefoxitina (30 ug), ceftriaxona (30 ug), imipenema (10 ug), gentamicina
(10 ung), tobramicina (10 pg), trimetoprima/sulfametoxazol (1.25/23.75 ug),
ciprofloxacina (5 ug), aztreonama (30 ug), piperacilina (100 pg), gatifloxacina (5
ug), amicacina (30 ug), ceftazidima (30 pg), levofloxacina (5 ug), cefotaxima (30
Hg).

Para S. aureus: amoxacilina/acido clavulanico (20/10 ug), ampicilina (10
ug), ceftriaxona (30 pg), gentamicina (10 pug), ciprofloxacina (5 ug),
trimetoprima/sulfametoxazol (1.25/23.75 ug), gatifloxacina (5 ug), cefazolina (30
ug), clindamicina (2 pg), eritromicina (15 pg), oxacilina (1ug), penicilina (10 Ul),
rifampicina (5 ug), levofloxacina (5 ug), vancomicina (30 pg), linezolida (30 ug) e
tetraciclina (30 pug).

Para os estafilococos coagulase negativos: amoxacilina/acido clavulanico
(20/10 pg), ampicilina/sulbactam (10/10 pug), ampicilina (10 ug), ceftriaxona (30
ug), gentamicina (10 ug), ciprofloxacina (5 ug), trimetoprima/sulfametoxazol
(1.25/23.75 ng), gatifloxacina (5 ug), cefazolina (30 pg), clindamicina (2 ug),
eritromicina (15 ug), oxacilina (1ug), penicilina (10 Ul), rifampicina (5 pg),

levofloxacina (5 pug), vancomicina (30 pg), linezolida (30 ug) e tetraciclina (30 pg).

3.4.6 Tipagem Molecular.

As culturas de fontes diferentes, que apresentaram perfil de
multirresisténcia a antimicrobianos, foram caracterizadas através da técnica de
eletroforese de campo pulsado (PFGE). Estas andlises foram realizadas no
Laboratério de Enterobactérias do Departamento de Bacteriologia do Instituto
Oswaldo Cruz - Fiocruz, onde também foram analisadas as culturas originarias de
pacientes (item 3.4.4).
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Todos os ensaios de eletroforese foram feitos duas vezes a fim de se
verificar a reprodutibilidade dos testes.

As amostras foram cultivadas em agar tripticase soja (TSA, Difco) e
incubadas por 18 horas a 35°C. Com o crescimento microbiano assim obtido foi
preparada uma suspensao em 500 pL de solucao tampao (NaCl 1M; Tris-HCI 10
mM, pH 7,6) cuja turbidez foi ajustada ao tubo 3 da escala de McFarland. Esta
suspensao foi adicionada a igual volume de agarose (SeaKem) a 2% e, ap0s
homogeneizacao, distribuida em moldes e deixada solidificar a 4°C por cerca de
15 minutos. Os blocos de agarose foram colocados em 1,0mL de solucéo de lise
(Tris-HCI 6 mM, pH 7,6; NaCl 1M; EDTA 100 mM, pH 7,5; 0,5% de Brij 58; 0,5%
de lauril sulfato de sédio e 1 mg de lisozima por mL) e incubados nessa solugcéo
por 2 horas a 37°C sob agitacdo suave. Apds esse periodo, a solugcédo de lise foi
substituida por 1,0 mL de solugdo ESP (EDTA 0,5 M, pH 9,0 - 9,5; 1% de lauril
sulfato de sodio e 0,1 mg de proteinase K por mL) e foi efetuada nova incubacao
por 18 horas a 50°C. A suspensdo ESP foi entdo substituida por outra e incubada
novamente nas mesmas condicdes.

Para a digestdo do acido nucleico cromossémico foi utilizada a enzima de
restricdo Smal (Gibco) para S. aureus, Spel (Gibco) para P. aeruginosa e
Serratia marcescens. Para isto, os blocos foram lavados por cinco vezes com
3,5 mL de solu¢ao tampéao TE (Tris-HCI 10 mM, pH 7,5 e EDTA 0,1) e incubados
sob agitacao leve a 37°C. As primeiras trés lavagens foram de cerca de 20 a 30
minutos cada uma e as duas ultimas lavagens, de 2 horas. Logo apds, os blocos
foram incubados por 30 minutos a temperatura de aproximadamente 25°C em
uma solucao contendo 200 uL de tampao de enzima (1 x). A seguir, o tampéao de
enzima foi removido e substituido por outro igual acrescido da enzima de restricao
(10 U) por 3 horas a 30°C para Smal e 37°C para Spel. Posteriormente, esta
solugéo foi removida, os blocos foram fundidos a 72°C e, finalmente, aplicados
nos reservatérios de géis preparados com 1% de agarose em tampao TBE 0,5 x
(Tris 0,89 M; EDTA 0,025 M e acido bérico 0,89 M).

Os fragmentos de restricdo foram separados em sistema de eletroforese de
campo pulsado CHEF Ill (Bio Rad, USA). As condicbes de corrida para P.

aeruginosa e Serratia marcescens consistiram de duas rampas em sequéncia
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(rampas A e B). A rampa A utilizou um tempo de pulso crescente de 0,5 a 25
segundos em um tempo de corrida de 20 horas e a rampa B utilizou um tempo de
pulso crescente de 30 a 60 segundos em um tempo de corrida de 4 horas. Para
S. aureus utilizaram-se 1 a 50 segundos por 23 horas. A voltagem foi de 6 V/cm e
a temperatura foi mantida constante a 13°C. Os géis com os fragmentos de
restricdo obtidos foram corados com brometo de etidio durante 30 minutos. A
seguir, foram descorados com agua destilada por 1 a 2 horas.

As imagens obtidas nos géis foram visualizadas com auxilio de um
transiluminador e fotografados sob luz ultravioleta e a interpretacdo destas
imagens foi realizada por inspecédo visual, seguindo os critérios de Tenover et al.
(1995), apresentados no Quadro 4.

Os padroes das imagens obtidas foram analisados utilizando-se o
programa “GelCompar Il, version 1,50, 2000”.

Quadro 4 - Proposta de interpretagao para as variagdes nos perfis dos fragmentos de
DNA obtidos através de PFGE (Tenover et al.,1995).

Interoretacio baseada N¢ de diferencas N¢ de fragmentos
noz resﬁlta dos de genéticas comparadas diferentes comparados
tivagem com o padrao da amostra | com o padrao da amostra
pag predominante predominante
Indistinguiveis 0 0
Estreitamente 1 5.3
relacionadas
Possivelmente o 4-6
relacionadas
Diferentes 3 >7

3.4.7 Pesquisa de Dados Acessorios.

Estes dados foram coletados retrospectivamente através de busca junto a
Comissao de Controle de Infeccdo Hospitalar do hospital em estudo (data da
coleta da amostra, material encaminhado para andlise, setor do hospital onde foi
coletada a amostra; resultado do teste de sensibilidade a antimicrobianos das

culturas isoladas do material clinico, locais onde o paciente esteve internado).
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4 RESULTADOS

A avaliagdo da influéncia da vazado (100 L/min e 28,3 L/min) no
desempenho do amostrador de ar MAS-100 (Fig. 1) demonstrou que o
amostrador MAS-100 teve melhor desempenho quando a vazdo adotada foi a de
100 L/min, tanto para a contagem de heterétrofos totais quanto para a de bolores

e leveduras.

Figura 1 - Resultados obtidos para as amostras coletadas simultaneamente com os
equipamentos MAS-100, MAS-100 com vazao alterada e de Andersen, quanto a
enumeracao de heterétrofos totais (a), e de bolores e leveduras (b).

(a) (b)

600 600

/\ ~—#+—MAS-100- 28 L/min et M A S-100 - 28L/min
=t M AS-100 - 100 L/min 500 | ==e=—MAS-100 - 100L/min
—as— Andersen e A NCErSEN

Os dados obtidos nos testes com os dois equipamentos de amostragem
(MAS-100, com a vazao original, e de Andersen) estao descritos na Fig. 2. Pode-
se notar nesta Figura que, apesar dos resultados ndo serem pontualmente iguais,
de um modo geral, os valores encontrados flutuaram na mesma faixa de variacao
durante todo o periodo de amostragem. Os resultados obtidos para os
heteré6trofos totais (Fig. 2a) com ambos os aparelhos, apresentaram a mesma
tendéncia demonstrada nas contagens de bolores e leveduras (Fig. 2b).

Deste modo, considerando que a diferenca de vazdo entre os
equipamentos nao afetou os resultados dos testes, os dados obtidos puderam ser
avaliados em relacdo ao padrao estabelecido pela legislacao.
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Figura 2 - Resultados obtidos para as amostras coletadas simultaneamente com os
equipamentos de coleta de amostras de ar MAS-100 e de Andersen, quanto a
enumeracao de heterétrofos totais (a) e de bolores e leveduras (b).

(a) (b)
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Ainda com relacdo a este teste, observou-se que os resultados das
contagens de fungos flutuaram na mesma faixa de variagdo durante toda a
jornada de trabalho (Fig. 2b).

Entretanto, notou-se a diminuicdo gradativa do numero de heterétrofos
totais durante o periodo da manha, chegando a valores minimos em torno do
horario de almogo. Este numero voltou a elevar-se gradativamente no periodo da
tarde atingindo o seu maximo ao final do horario de expediente (Fig. 2a).

A distribuicao da quantidade de resultados obtidos em classes de 100 UFC
deu origem aos graficos apresentados nas Figuras 3 a 6. Estes graficos permitem
observar perfis de comportamento diferenciados entre os diversos ambientes
estudados. E possivel detectar também nestas Figuras, diferencas entre os
resultados obtidos para heterdtrofos totais e para bolores e leveduras em um
mesmo tipo de ambiente.

Os ambientes de industrias (Fig. 3a e 3b) foram os que revelaram menores
indices de contaminacdo, o que se percebe pelo fato de que a maioria das
amostras teve resultados entre zero e 100 UFC/m®.
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Figura 3 - FreqUéncia de distribuicao de heterétrofos totais (a) e de bolores e leveduras
(b) em amostras de ambientes de industrias (classes de 100 UFC/m®).
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Nos graficos dos ambientes de escritérios (Fig. 4a e 4b), pode-se notar
uma maior distribuicdo das amostras entre as classes dos graficos, principalmente
com relagdo aos heterétrofos totais, com as médias dos resultados em torno de
300 UFC/m®.

Figura 4 - FreqUéncia de distribuicao de heterétrofos totais (a) e de bolores e leveduras
(b) em amostras de ambientes de escritérios (classes de 100 UFC/m?®).
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Este comportamento se repete nos hospitais (Fig. 5a e 5b), com as médias

dos resultados em torno de 200 UFC/m3.
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Figura 5 - FreqUéncia de distribuicao de heterétrofos totais (a) e de bolores e leveduras
(b) em ambientes de hospitais (classes de 100 UFC/m®).

(a) (b)

100 100
90 1 90
80 1 80 1| | n=171 Ii
70
60 |
50 |

60 -H
50 -H
40 4
30

40 -

30 -

20 - 20

; UHloamae oo SO0 I 8 I s
2 3 4

56 7 8 910 1®RBHU t 2 3 4 5 6 7 8 9
UFC.10%/m? UFC.10%/m?

N2 de amostras
N¢ de amostras

Quanto aos ambientes de shopping centers (Fig. 6) a distribuicdo dos
bolores e leveduras apresentou uma tendéncia de aproximar-se da normal, com
as médias dos resultados novamente em torno de 300 UFC/m?® (Fig. 6b). No que
tange aos heterétrofos totais, entretanto, pode-se verificar que as amostras
estudadas encontram-se muito mais distribuidas pelas classes do grafico do que
nos demais tipos de ambientes anteriormente citados, com a média dos
resultados em torno de 1000 UFC/m?® (Fig. 6a).

Figura 6 - FreqUéncia de distribuicao de heterétrofos totais (a) e de bolores e leveduras
(b) em ambientes de shopping centers (classes de 100 UFC/m®).
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Por outro lado, os graficos obtidos pela técnica de ACP (Fig. 7) permitem
observar a distribuicdo das amostras em espaco bidimensional e puderam
demonstrar que tal distribuicdo, em todos os ambientes estudados, é bastante
homogénea.

Nos graficos obtidos (Fig. 7) foi possivel observar, ainda, que as amostras
se distribuem basicamente segundo 3 padrdes: amostras com alta concentracéao
de heterétrofos totais e baixa concentracdo de fungos; amostras com alta
concentracdo de fungos e baixa concentracao de heterotrofos totais e amostras
com baixas concentragdes de heterétrofos totais e de fungos.

Observaram-se poucas amostras para as quais as concentracoes de
heterétrofos totais e de bolores e leveduras foram elevadas ao mesmo tempo, ndo
chegando a constituir um quarto padrao.

Figura 7 - Gréficos de ACP para cada tipo de ambiente estudado (escritérios, industrias,
hospitais e shopping centers), em fungéo das variaveis bolores e leveduras, heterétrofos

totais, temperatura e umidade relativa.
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Algumas destas amostras estdo citadas no Quadro 5 e podem ser

encontradas nos graficos da Fig. 7 sempre distanciadas dos fatores estudados,

que se apresentam também projetados nos graficos (heterétrofos totais, bolores e

leveduras, temperatura e umidade relativa).

Quadro 5 - Exemplos de amostras segundo os padrdes de distribuicdo nos gréaficos de

APC para os diferentes ambientes estudados (Figura 7: CP1 x CP2).

(I:izttjrriabz?ggz Industrias Escritérios Hospitais Sggﬁ :; ir';g

HT Te BL! | 58,59, 60, 61 105, 1314 2,3,4,113 52, 71,90, 103
HTle BLT 44, 203, 214 195, 378 53,91,102 | 44,144, 148, 149
HTle BL! 119, 169 296, 571 16, 89 10, 47,117,120
HT Te BLT 53 197 — 11,92, 94, 116

HT- Heterétrofos totais, BL — Bolores e leveduras; T - Valor elevado; | - Valor baixo.
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A técnica de APC revelou ainda que, nas amostras estudadas, a
temperatura e a umidade relativa do ar nao demonstraram influéncia sobre as
contagens de microrganismos, exceto para poucas amostras de ambientes
hospitalares, conforme pode ser visto na parte central e superior da Fig. 8
(amostras n®: 110, 111, 112, 114, 115, 117, 118, 119 e 120).

Figura 8 - Influéncia da temperatura e da umidade sobre as amostras n®: 110 a 112 e 114 a
120, de ambientes hospitalares: (CP2 x CP3).
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Com relagdo aos graficos obtidos pela distribuicdo das médias dos
numeros de heterétrofos totais e de bolores e leveduras referentes aos ambientes
de escritério, nos anos de 1998, 1999 e 2000, ao longo dos meses (Fig. 9), foi
possivel notar valores mais elevados no més de dezembro, para os heterétrofos
totais e nos meses de marco, abril, setembro, novembro e dezembro, para os

bolores e leveduras.
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Figura 9 - Médias mensais das contagens de heterétrofos totais e de bolores e de
leveduras entre os anos de 1998-2000.

1400

1200 H

O Bolores e leveduras

1000 O Heterotrof os totais B

800 -

CFU/m

600 M H

400 | o _ 1

. L0000

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

No entanto, considerando-se a legislacdo em vigor, 0s percentuais de
amostras aprovadas ou reprovadas nos ambientes de escritorios, industrias,
hospitais e de shopping centers estdao descritos na Fig. 10. Os resultados
mostraram que 94,3%, 96,5%, 99,4% e 95,2% das amostras analisadas,
respectivamente, apresentaram valores abaixo do limite maximo estabelecido,

pela legislagdo em vigor (750 UFC/m?3).

Figura 10 - Percentual de amostras aprovadas, por tipo de ambiente, segundo a
legislacao vigente no Brasil.
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Caso este parametro fosse véalido também para o numero de heterétrofos

totais, poder-se-ia dizer entdo que 85,6% dos ambientes de escritérios, 90,8% das
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amostras obtidas em ambientes de industria e 93,1% das amostras de hospitais
estariam de acordo com a legislagdo. Entretanto, apenas 34,4% dos locais
avaliados em shoppings estariam de acordo com o padrdo originalmente
estabelecido para bolores e leveduras (Fig. 11).

Figura 11 - Percentual de amostras aprovadas, por tipo de ambiente, caso o parametro
adotado pela legislagcao vigente no Brasil fosse valido também para heterétrofos totais.
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No que se refere ao hospital escolhido para a pesquisa de patégenos no ar
climatizado, a Fig. 12 apresenta as freqiiéncias de bolores e leveduras nas quatro
coletas realizadas, em cada um dos 12 pontos amostrados, utilizando-se o
amostrador de ar MAS-100. Nesta Figura pode-se notar que as freqiéncias de
bolores e de leveduras demonstraram-se muito uniformes, exceto em 5 culturas
(uma da 32 coleta e quatro da 42 coleta) com contagens discrepantes, nas quais
obtivemos valores > 5x10° UFC/m°®, todas as demais culturas apresentaram
resultados muito baixos.

Convém relatar que, em algumas placas de Petri da quarta semana de
coleta, houve crescimento excessivo de fungos filamentosos que tomaram toda a
superficie das placas, impedindo, assim, a contagem das colonias.

Deste modo, a Fig. 12 apresenta a frequéncia de bolores e leveduras por
ponto de amostragem nas 4 semanas consecutivas, com exce¢ao dos pontos da
quarta semana para os quais ndo houve contagem (pontos: 3, 5, 6, 7 € 12).
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Figura 12 - FreqUéncias de bolores e leveduras por ponto de amostragem nas amostras
de ambientes hospitalares coletadas com o amostrador MAS-100.
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Excluindo-se, ainda, o resultado discrepante da terceira semana de coleta
que apresentou 800 UFC/m?® (ponto 4: Ul do bergario), torna-se possivel avaliar

melhor os demais resultados, conforme apresentado na Fig. 13.

Figura 13 - Frequéncias de bolores e leveduras por ponto de amostragem, excluindo-
se o ponto 4 (32 coleta), nas amostras coletadas de ambientes hospitalares com o
amostrador MAS-100.

300
N Pontos de Coleta:
250 —o— 12 coleta
+§§ co:eta 1- Centro cirurgico
2 coleta - irGrai
200 ® —o— 42 coleta g_ ggp@tg:iglrurglco
§150 | 4- Bergario (Ul)
g 5- CTI cardiaco
= 400 . 6- Ul emergéncia
7- Enfermaria nefrologia
50 '\\ /° V/\' 8- Enfermaria nefrologia
\ 9- CTI neonatal
0 10- CTI pediatrico;
T T T oo T 11- CTl adulto
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 12- CTl adulto
Pontos de Coleta




51

Neste grafico foi possivel evidenciar que, de um modo geral, as contagens
de bolores e leveduras apresentaram numeros baixos. Apenas alguns locais
apresentaram valores elevados em relagdo aos demais, como na 22 coleta,
pontos 1, 9 e 11, e na 32 coleta, pontos 5 a 11.

A Fig. 14 permite evidenciar a tendéncia de se encontrar contagens mais
elevadas de heter6trofos totais do que de bolores e leveduras. De fato, os
heterétrofos totais apresentaram numeros superiores aos de bolores e leveduras
em 37 das 48 amostras coletadas, ou seja, em aproximadamente 77% das

amostras.

Figura 14 - Frequéncias de heterétrofos totais por ponto de amostragem, nas amostras
coletadas de ambientes hospitalares com o amostrador MAS-100.
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Pode-se, ainda, verificar alguns picos de contagens de microrganismos,
sendo trés deles no CTI cardiaco (22, 32 e 42 coletas), um na unidade intensiva da
emergéncia (22 coleta) e um no CTI pediatrico (12 coleta).

Retirando-se a amostra discrepante da segunda coleta, que equivale ao
ponto 6 (centro cirurgico), torna-se possivel visualizar melhor a variagdo dos
resultados das contagens de heterétrofos totais além de evidenciar outros picos

expressivos, como nos pontos 8, da 42 coleta, 9 e 10, da 22 coleta (Fig. 15).
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Figura 15 - FreqUéncias de heterétrofos totais por ponto de amostragem, excluindo-se o

ponto 6 (22 coleta), nas amostras coletadas de ambientes hospitalares com o
amostrador MAS-100.
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Com relagdo a coleta de amostras pela técnica de exposicdo de placas,

apesar desta nao ter sido usada com o propédsito de andlise quantitativa, permitiu-

nos verificar que os numeros por ela gerados sdo, de um modo geral, muito

inferiores aos obtidos com o uso do amostrador de ar, tanto para bolores e

leveduras (Fig. 16) como para heterotrofos totais (Fig. 17).

Figura 16 - FreqUéncias de bolores e leveduras por ponto de amostragem, nas amostras

coletadas de ambientes hospitalares por exposi¢ao de placas.
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12- CTl adulto
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Notou-se ainda uma grande variacdo nos resultados de maneira similar ao
observado na técnica de coleta com o uso de amostrador de ar ou ainda nos
resultados dos testes de comparacao do desempenho dos amostradores de ar.

Figura 17 - FreqUéncias de heterétrofos totais por ponto de amostragem, nas amostras
coletadas de ambientes hospitalares por exposi¢ao de placas.
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Das 48 amostras de ar coletadas, 24 foram positivas para espécies do
género Aspergillus, (50% das amostras). No entanto, torna-se necessario
destacar que a 42 coleta teve seus resultados prejudicados pelo crescimento
excessivo de um fungo, o que impediu a avaliagcdo adequada destas amostras.

O Quadro 6 apresenta as espécies do género Aspergillus segundo o local
de isolamento e a semana de coleta correspondente. Como pode ser observado
neste Quadro, ndo foram detectados fungos do género Aspergillus na Ul da
emergéncia.

A analise qualitativa das amostras de ar, visando o isolamento de fungos
do género Aspergillus, permitiu o isolamento de 67 culturas do género
Aspergillus, classificadas em 10 tipos morfolégicos diferentes. Destas culturas, 8
foram classificadas posteriormente nas seguintes espécies: A. flavus, A.
fumigatus, A. niger, A. terreus, A. versicolor, A. tamarii, A. carneus ¢ A.
sidowii. Duas culturas morfologicamente distintas nao foram passiveis de



enquadrar
Aspergillus sp.

em qualquer das espécies conhecidas,
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sendo citadas como

Quadro 6 - Espécies de fungos do género Aspergillus isoladas conforme o ponto de

amostragem na unidade hospitalar em estudo.

Espécies isoladas
Origem
12 coleta 22 coleta 32 coleta 42 coleta
Centro A. niger
cirdrai A. fumigatus A. flavus ND A. niger
urgico 1
A. carneus
Centro .
cirdrgico 2 ND A. flavus A. fumigatus ND
Bercario 1 A. versicolor ND A. niger ND
A. tamarii . A. tamarii
Bercario 2 A. niger .
A. flavus . A. versicolor ND
(Ul A. fumigatus Aspergillus spp. A. sidowii
. A. fumigatus A. fumigatus
CTl cardiaco Aspergillus spp. | A. sidowii ND ND
Ul da
emergéncia ND ND ND ND
Enfermaria da . .
nefrologia 1 A. niger A. niger ND ND
Enfermaria da ND A. niger A. niger ND
nefrologia 2 A. fumigatus A. sidowii
CTl neonatal | Aspergillus spp. | A. niger A. niger ND
N A. carneus
- A. fumigatus
CTI pediatrico A sidowii ND ND ND
. A. niger
CTl adultos 1 | A. niger ND Aspergillus spp. ND
CTl adultos 2 | A. terreus A. niger A. niger A. niger

Ul - unidade intermediaria; CTI - centro de terapia intensiva de adultos; ND - nao

detectado.

Das 67 culturas de Aspergillus, 60 foram isoladas pela técnica de

amostragem por impactacdo, ou seja, pelo uso do amostrador de ar. Assim,

apenas 7 destas culturas foram isoladas pela técnica de exposicao de placas

demonstrando que, ao contrario do que foi reportado para a deteccao de espécies

de bactérias, a técnica de sedimentagdo espontanea ndo tem bom desempenho

para a pesquisa de diferentes espécies de fungos.
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Foram identificadas ainda 3 culturas da espécie Candida parapsylosis, a
partir das amostras do ar do CTI cardiaco, da enfermaria da nefrologia e do centro
cirurgico.

Com relacdo as espécies bacterianas, foram isoladas 5 culturas de
Staphylococcus aureus, 5 culturas de Pseudomonas aeruginosa e 27 culturas
de Serratia marcescens.

Os locais de isolamento, as coletas correspondentes e o perfil de
sensibilidade a antimicrobianos das culturas de S. marcescens, P. aeruginosa e
S. aureus estao descritos nos Quadros 7, 8 e 9, respectivamente.

Com relacao as culturas de S. marcescens isoladas de amostras de ar,
foram escolhidas 12 cepas para serem submetidas a tipagem pela técnica de
PFGE, com base nos perfis de resisténcia aos antimicrobianos, juntamente com 5
cepas de origem humana (n°® 1P a 5P), com o objetivo de determinar o grau de
similaridade genética com as amostras oriundas dos pacientes do hospital em
estudo.

Algumas informacbes sobre as culturas isoladas de pacientes,
selecionadas para serem submetidas a tipagem pela técnica de PFGE em funcéao

dos agentes encontrados nas amostras de ar, estdo apresentadas no Quadro 7.

Quadro 7 - Caracteristicas das culturas provenientes de material clinico.

cura | S| loca | Maten | lenfcacio
1P 07. 02. 2003 uc Sangue S. marcescens
2P 25. 03. 2003 CTI de Adultos Urina S. marcescens
3P NE NE NE S. marcescens
4P 03. 12. 2003 Enferm. CM Secrecado de pele | S. marcescens
5P 24.12. 2003 CTI de Adultos Secrecao traqueal | S. marcescens
6P 23.02. 2003 Enferm. Clin. Médica Urina P. aeruginosa
7P 20. 03. 2003 Ul Emerg. Urina P. aeruginosa
8P 26. 02. 2003 CTI de Adultos Sangue S. aureus
9P 11. 02. 2003 Ambulatério Urina S. aureus
10P NE Hemodialise NE S. aureus
11P 26.05.2003 UTR Secregéo de ferida S. aureus

CTI - centro de terapia intensiva; UC - unidade coronariana; Ul - unidade intermediaria; CM -

clinica médica; UTR - unidade de transplantes renais; NE - ndo especificado.
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No Quadro 8, o teste de sensibilidade a antimicrobianos das culturas de S.
marcescens permitiu observar que culturas de perfis de resisténcia muito
similares foram encontradas em diferentes locais do hospital e também em
periodos diferentes como, por exemplo: na 22 coleta — as culturas de n®® 115, 146,
isoladas do centro cirirgico e da unidade intermediaria da emergéncia sao
idénticas; na 42 coleta — as culturas de n°® 396 (unidade intermediaria do bergario)
e 411 (centro cirargico), sdo idénticas, enquanto o perfil de resisténcia da cultura
de n? 366 (centro cirargico) difere das outras duas na resposta a apenas um
antimicrobiano.

Outro exemplo importante refere-se as amostras de n°® 4s, 7s, 9s, 14s, 1s
isoladas a partir das coletas de amostras de ar realizadas durante o surto ocorrido
no hospital. Neste caso, as culturas de n°® 4s e 7s, isoladas nas proximidades dos
leitos 2 e 3 do CTI, respectivamente, possuem perfis de resisténcia a
antimicrobianos muito semelhantes. Do mesmo modo, as culturas 9s, 14s e 1s,
isoladas das proximidades dos leitos 1, 3 e 2 do CTI, respectivamente,
apresentam perfis de resisténcia similares, diferindo apenas na resposta a dois
antimicrobianos.

Das culturas de P. aeruginosa isoladas (Quadro 9), duas, originarias da
unidade intermediaria da emergéncia e do CTl de adultos (n® 49 e 54)
apresentaram perfis de multirresisténcia aos antimicrobianos testados. Estas duas
culturas, assim como a cultura n® 55, também isolada do CTI de adulto, foram
selecionadas para serem submetidas a técnica de tipagem molecular, juntamente
com as duas isoladas de pacientes apresentadas no Quadro 7 (n°® 6P e 7P).

Quanto as culturas de S. aureus isoladas (Quadro 10), apenas a de n® 10,
do CTI de adultos, apresentou significativa resisténcia aos antimicrobianos
testados e por isso foi submetida a tipagem molecular pela técnica de PFGE,
juntamente com a cultura de n® 221, isolada do CTI pediatrico, e quatro culturas
de origem humana (Quadro 7, n°* 8P a 11P).

Foram isoladas ainda 128 cepas de estafilococos coagulase negativos
entre as quais 7 tiveram suas espécies identificadas durante a pesquisa e
identificacdo das culturas de S. aureus. Estas cepas de estafilococos coagulase

negativas foram identificadas como pertencentes as espécies S. haemolyticus (2
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cepas), S. sciuri (2 cepas), S. cohnii (2 cepas) e S. capitis (1 cepa). Com
excecao apenas da cepa de S. capitis, todas as demais se apresentaram como
multirresistentes (Quadro 11).

No que se refere a tipagem molecular pela técnica de PFGE, foram
encontrados 3 perfis diferentes para as cepas de S. marcescens, conforme
demonstrado na Fig. 18.

Quando comparamos os perfis genéticos obtidos para S. marcescens isoladas
de amostras de ar com aqueles encontrados nas amostras procedentes de pacientes
através de dendogramas, verificamos similaridade total entre as 11 cepas de amostras
de ar e 4 cepas de origem humana, apresentadas nos perfis A1 e Ay, conforme a Fig.
19. Os dois outros perfis apresentados nesta Figura (perfis B e C) estao representados
pelas cepas n° 20s, isolada do ar, e 5P, de origem humana, respectivamente, e foram
classificados como diferentes.

A tipagem molecular das culturas de P. aeruginosa encontra-se apresentada
na Fig. 20. Nesta Figura podemos observar dois perfis distintos: o perfil A, referente a
cepas isoladas de amostras de ar, e o perfil B, que engloba 2 culturas de pacientes.

Assim, no dendograma produzido a partir deste gel (Fig. 21), a comparagéo dos
perfis A e B permitiu confirmar que as 3 cepas isoladas a partir das amostras de ar
(perfis Ay, A2 e As) apresentaram similaridade total entre si (perfil A) enquanto o perfil
das cepas de origem humana (perfil B), com trés fragmentos diferentes, pode ser
classificado como estreitamente relacionado ao perfil A.

As cepas de S. aureus submetidas a tipagem molecular pela técnica de PFGE
revelaram 6 perfis de eletroforese, discriminados de A a F, conforme apresentado na
Fig. 22.

No dendograma correspondente (Fig. 23), podemos evidenciar que os perfis A
(cultura n® 10) e C (cultura 8P) originarios de amostras de ar e de paciente,
respectivamente, apresentaram 3 fragmentos diferentes e portanto foram considerados
como estreitamente relacionados. Os demais perfis (B, D, E e F), referentes a culturas
isoladas de pacientes, foram classificados como diferentes por apresentarem mais de
7 fragmentos distintos .



Quadro 8 - Locais de isolamento, coletas e perfil de sensibilidade a antimicrobianos das amostras de S. marcescens isoladas de pacientes e de amostras de ar.
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intermediaria da emergéncia; C Cir - centro cirurgico; Ber - bergario; Ul Ber - unidade intermediaria do bergario; UC - unidade coronariana; L1 - leito 1; L8 - leito 8; P6 - poeira do
duto de ar climatizado; Sb - suabe da superficie das torneiras; Ac. - acido; (1) - Nao foram encontradas as fichas com os dados da cepa 3P; (2) - As amostras de origem clinica
(1P, 2P, 4P e 5P) foram coletadas no ano de 2003 e as amostras de ar foram obtidas em 4 coletas semanais, em fevereiro de 2003.




Quadro 9 - Locais de isolamento, coletas e perfis de sensibilidade a antimicrobianos das culturas de
P. aeruginosa isoladas das amostras de pacientes e de ar.

Cultura 6P 7P 49 54 55 98 176
. Enfermari | 1 TI 1
Origem e(:Mal ° emer';éncia emer';éncia ol ol ped(i:étrico emerlgjéncia
Coleta 23.02.2003 | 19.03.2003 12 ( 12 12 12 22
Amicacina R R | | S | |
ﬁ Aztreonama - - R | R |
T | Cefepima - - R R | I I
| | Cefotaxima - - R R R R R
M | Ceftazidima R R R R R S S
I Ceftriaxona R R R R R R |
g Ciprofloxacina R R R R R S S
0 | Gentamicina R R R R R R R
B | Piperacilina R R R R S S S
| Micarci
A chia(g(l:wjé{nico ) ) R ) R S )
N | Tobramicina R R R R R R S
(S) Levofloxacina - - R R R - -
Piperacilin
ngisgcta;/ ) ) R R R S S
Imipenema - - R R S - S
R - resistente; S - sensivel; | - intermediario; Ul - unidade intermediaria; CM - clinica médica; CTI -

centro de terapia intensiva de adultos; (1) - as amostras de ar foram obtidas em 4 coletas semanais,
em fevereiro de 2003.




Quadro 10 - Locais de isolamento, coletas e perfis de sensibilidade a antimicrobianos das culturas de
S. aureus isoladas de amostras de pacientes e de ar.

Cultura 8P 9P 10P 11P 10 185 221 249 05

Origem ¢7 | Amb. | Hemod. | UTR | cT cﬁﬁ'r‘;g S CTI E";‘:;’I‘;zrl':
Coleta 26.02" | 11.02 NE 26.05 2: ™ 22 2 22 12
ﬁ? %))(IZ?/IS Ir;]/ico R R R R S S S S S
Ampicilina R* R* R* R* R* R* R* R R*
A Cefazolina R R R R - S S - S
N | Ceftriaxona - - - - - S S - S
T | Ciprofloxacina R R R R R S R S S
I [ Clindamicina R R R R R S S S I
I\III Eritromicina R R R R R R | R S
Cc |Gentamicina R R R R R S S S S
R | Oxacilina R R R R R S S S S
O |Penicilina R* R* R* R* R* R* R* R R*
S [ Ritampicina s s s s R s i s s
A | Tetraciclina R R R R I S - S S
N | Levofloxacina R I R R R S R S S
<S) Vancomicina S S S S S S S S S
gﬂ?f#?ﬁ&@m R R S R R S S S S
Gatifloxacima - - - - - S I - S
Linezolida - - - - - S S - S

R - resistente; R* - resistente, produtora de B-lactamase; S - sensivel; | - intermediario; CTI - centro de terapia intensiva de

adultos; L2 - leito 2; Amb. - ambulatério; Hemod.- hemodidlise; UTR - unidade de transplantes renais; CTl Ped - centro de
terapia intensiva pediatrico; NE - ndo especificado; (1) - As amostras de origem clinica (8P, 9P, 10P e 11P) foram coletadas no
ano de 2003 e as amostras de ar foram obtidas em 4 coletas semanais, em fevereiro de 2003.




Quadro 11 - Locais de isolamento, coletas e perfil de sensibilidade a antimicrobianos das culturas

de estafilococos coagulase negativos isoladas das amostras de ar.

Cultura 12 35 439 331 456 68 390
. Enfermaria da Ul Enfermaria da CTl CT CTI
Origem o nefrologia | bercario nefrologia pediatrico neonatal | neonatal
Espécie S. haemolyticus S. sciuri S. sciuri | S. haemolyticus| S. saprophyticus| S. cohnii | S. capitis
Coleta 12 12 42 32 42 12 42
Amoxacilina /
Ac.Clavulanico R R R R R R S
Ampicilina /
Sullgactam R R R R R R S
A | Ampicilina R* R* R* R* R* R* S
N [Cefazolina R R R R R R S
T Ceftriaxona R R R R R R S
I\III Ciprofloxacina R S S S S S S
I Clindamicina R I I S S | S
c | Eritromicina R S S I S S S
R | Gentamicina R S S S R S S
O | Oxacilina R R R R R R S
B | Penicilina R* R* R* R* R* R* S
I | Rifampicina I S S S S S S
A [Tetraciclina S S S S R S S
N I evofloxacina R S S S S S S
g Vancomicina S S S S S S S
Trimetoprima /
Sulfameﬁoxol S S S S S S S
Gatifloxacima I S S S S S S
Linezolida S S S S S S S
R - resistente; R* - resistente, produtora de B-lactamase; S - sensivel; | - intermediario; Ul - unidade intermediaria; CTI -

centro de terapia intensiva de adultos; (1) - as amostras de ar foram obtidas em 4 coletas semanais, em fevereiro de

2003.
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Figura 18 - Perfis de restricao (PFGE), utilizando DNA digerido por Spel, detectados nas
17 cepas de S. marcescens isoladas de amostras de ar (A; e B) e de pacientes (A, e C).

A1 2 3 4 A

Kb Kb
339,5 339,5
281.,0 281,0
242,5 242,5
194,0 194,0
147,5 147,5

97,0 97,0

48,5 48,5

A - marcador da eletroforese de campo pulsado (de 50 a 1000 Kb); 1- A;: 9 cepas;
2- B: 1 cepa; 3- A;: 4 cepas; 4- C: 1 cepa.

Figura 19 - Dendograma dos perfis de restricao (PFGE) encontrados nas 17 cepas de
S. marcescens isoladas de amostras ar (A;) e de pacientes (A, B e C).

. PFGE Perfis:
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H ‘ A, -9 cepas: 1s, 2s, 4s, 43, 97,115,142, 143, 146, 366, 396
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i
|

Correlagao de Pearson (Ot: 2,00%) [0,0% - 100,0%)]

B-1cepa: 20s

C -1 cepa: 5P




Figura 20 - Dendograma dos perfis de restricao (PFGE) utilizando DNA digerido
por Smal, encontrados nas 5 cepas de P. aeruginosa isoladas de amostras ar
(A4) e de pacientes (Az, B)

A1 2 3 4 A

Kb Kb

339,5 339,5
281,0 281,0
2425 242,5

194,0
147,5

194,0
147,5

97,0 97,0

48,5 48,5

A - marcador da eletroforese de campo pulsado (de 50 a 1000 Kb); 1- A;: 1 cepa;
2- A;: 1 cepa; 3- Az: 1 cepa; 4- B: 2 cepas.

Figura 21 - Dendograma dos perfis de restricao (PFGE) encontrados nas 5 cepas de
P. aeruginosa isoladas de amostras de ar e de pacientes.
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Figura 22 - Perfis de restricdo (PFGE), utilizando DNA digerido por Smal,
detectados nas 6 cepas de S. aureus isoladas de amostras de ar (A) e de
pacientes (B, C, D, E, F).

A1 2 3 45 6 A

Kb Kb

436.5 1365
388.0

3395 388.0
281.0 339,5

281,0
242,5
194,0

147,5

242,5
194,0
147,5

97,0 97,0

48,5 485

A - marcador da eletroforese de campo pulsado (de 50 a 1000 Kb); 1- A: 1 cepa; 2- B: 1
cepa; 3- C: 1 cepa; 4- D: 1 cepa; 5- E: 1 cepa ; 6- F: 1 cepa

Figura 23 - Dendograma dos perfis de eletroforese (PFGE) encontrados nas 6 cepas de
S. aureus isoladas de amostras de ar e de pacientes.

PFGE Perfis:

F-1cepa: 10P
E-1Tcepa:11P
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HH ‘ C-1cepa: 8P

D-1cepa: 9P
HH B-1cepa:7P

Correlacao de Pearson (Ot: 2,00%) [0,0% - 100,0%)
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5 DISCUSSAO

Até o momento, nenhuma metodologia padrédo foi definida para o controle
da qualidade microbiolégica do ar de ambientes internos. A variedade de métodos
disponiveis hoje para a coleta e enumeracao de microrganismos do ar, cada um
com caracteristicas peculiares, dificulta a elaboracdo ou a escolha de uma
metodologia padronizada.

Nardell (1999), de uma forma bastante rigorosa, criticou as técnicas de
amostragem de ar para detec¢do de micobactérias, enfatizando a importancia da
utilizacdo de métodos que contassem particulas viaveis e qualificando os demais
como limitados. Este autor declarou ainda que a Unica determinacao de interesse,
certamente em sua area de atuacdo, seria a de infectividade das particulas
coletadas.

Lee et al. (2004) afirmaram que as comparacdes do desempenho de
instrumentos amostradores de ar sdo necessarias, porque os resultados de
analises resultantes de diferentes métodos de amostragem poderiam entdo ser
comparados, caso pudessem ser estabelecidas relagdes consistentes entre estes
métodos.

Assim, os testes de comparacao dos amostradores de ar MAS-100 e de
Andersen, nos pareceram muito proveitosos porque permitiram tecer alguns
comentarios sobre a importdncia da vazdao no bom desempenho destes
instrumentos.

Quanto a diferenca observada na eficacia do amostrador MAS-100 na sua
vazao comercial (100 L/min), quando comparado com sua versao modificada, cuja
vazao foi mudada para torna-lo similar ao amostrador de Andersen (28,3 L/min),
provavelmente esta associada ao fato do projeto e o desenvolvimento do modelo
do aparelho terem necessitado de ajustes em sua vazao para a obtencédo da sua
eficiéncia maxima. Isto pode indicar que a vazdo recomendada pela legislacdo em
vigor, seguramente, ndo € um parametro crucial a ser observado na determinacao
do instrumento a ser utilizado nas coletas de amostras de ar.

Do mesmo modo, os testes comparativos do desempenho dos dois
equipamentos de amostragem de ar, MAS-100 e amostrador de Andersen,



66

também confirmaram esta possibilidade, uma vez que permitiram a verificacéo de
desempenho similar em relacdo aos dois equipamentos. A grande flutuagdo nos
resultados das analises realizadas com os dois equipamentos, por sua vez,
também parece descartar a possibilidade de diferencas na eficiéncia destes.

Rath & Ansorg (1997), estudando a participacdo do ambiente na aquisicao
de infeccbes nosocomiais, realizaram 200 quantificagbes de esporos de
Aspergillus spp em amostras de ar do ambiente hospitalar e uma de suas
conclusdes foi que “a contaminagdo do ar se altera dramaticamente entre cada
medicao”.

Apesar dos equipamentos de multiplos estagios serem, sem duvida, mais
interessantes do ponto de vista da qualidade dos dados fornecidos, separando
pelo tamanho as particulas depositadas no meio de cultura (May, 1964), cabe
lembrar que tais equipamentos tornam a metodologia de andlise extremamente
mais complicada, demorada e dispendiosa.

Segundo Kotula et al. (1978) o uso de equipamentos de um estagio traria
vantagens técnicas e operacionais caso estes pudessem permitir a enumeragao
de microrganismos de forma tdo acurada quanto os de seis estagios. Estes
autores também compararam a eficacia de aparelhos para coleta de amostras,
dotados de um e de multiplos estagios e concluiram que as magnitudes das
diferencas eram muito pequenas e seriam de importancia questionavel.

Desta forma, quando a legislagdo em vigor estabelece uma vazao para a
escolha do equipamento de coleta de amostras de ar pode estar excluindo a
possibilidade do uso de diferentes impactadores, cujo manuseio é simplificado e
seu custo, mais acessivel. Assim, se considerarmos, ainda, a importancia de se
comparar os resultados das andlises de multiplos locais, realizados em diferentes
laboratérios, a utilizacdo de amostradores de ar portateis, de facil manuseio e com
resultados similares aos do equipamento com vazao proposta pela legislacao
vigente em nosso pais, poderia ser de grande praticidade, permitindo a execugao
e a correta interpretacdo dessas analises por um maior numero de laboratorios.

Outro aspecto que deveria ser mais estudado refere-se aos meios de
cultura adotados nas anadlises microbiologicas de ar. A metodologia descrita na

legislagdo em vigor permite 0 uso do agar extrato de malte, agar sabouraud
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dextrose a 4% e do agar batata dextrose, como se estes meios fossem
absolutamente equivalentes e cita, ainda, a possibilidade do uso de qualquer meio
de cultura, desde que validado. Burge et al. (1977) compararam a performance de
oito meios de cultura e encontraram diferencas importantes do desempenho de
cada um deles.

Nossa experiéncia tem mostrado que a utilizacao do agar extrato de malte,
nas analises quantitativas, tem gerado valores mais elevados do que outros meios
anteriormente utilizados, como por exemplo o agar sabouraud dextrose (dados
nao apresentados). Assim, a validagdo dos meios com culturas padronizadas, a
principio, pode parecer uma solugao para a possibilidade de uso de outros meios
de cultura; no entanto, a enorme variedade de espécies microbianas passiveis de
serem encontradas no ar, provavelmente influenciaria nos resultados alcancados
pelos diferentes laboratérios, permanecendo a dificuldade de comparagao dos
dados gerados por estes. Deste modo, acreditamos que o estudo aprimorado
deste assunto seria necessario para a obtencdo de uma padronizacdo mais
rigorosa das técnicas de coleta e cultivo das amostras de ar.

No que se refere aos resultados apresentados na Fig. 2, a flutuagao
constante dos numeros obtidos nas contagens de fungos em uma mesma faixa de
variacao, poderia ser esperada uma vez que a contaminacao do ar por este grupo
de microrganismos é supostamente advinda do mobilidrio, utensilios e materiais
contidos no préprio ambiente. No entanto, a redugdo do numero de heterétrofos
totais no horario em que ha menos pessoas no ambiente interno sugere que
possa haver uma relagdo entre 0 numero de ocupantes presentes no ambiente e
o numero de heterotrofos totais dispersos no ar confinado. Tomando em conta
que as pessoas sao importantes fontes de bactérias do ar de interiores (Goh et
al., 2000) e que as atividades humanas acarretam a ressuspensao de particulas
(Janssen et al., 2000; Luoma & Batterman, 2001), esta observagdo nos conduz a
consideracao de que o numero de bactérias pode representar um indicador do
excesso de ocupantes por metro quadrado ou da insuficiéncia de renovacgao do ar
interno, por exemplo.

Do mesmo modo, associando-se os resultados referentes aos ambientes

de shoppings centers (Fig. 6), nota-se que o perfil observado com relacdo aos
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fungos é similar aquele relatado anteriormente para escritérios e hospitais.
Contudo, estes ambientes revelaram grande nimero de amostras com resultados
elevados de heterétrofos totais, 0 que pode ser relacionado ao grande transito de
pessoas nestes locais, fato ndo caracteristico dos demais grupos de ambientes
em estudo. Se considerarmos a presenca destas bactérias no ar como
possivelmente oriundas, em sua maioria, da prépria microbiota normal dos
transeuntes destes prédios, poderiamos dizer, entdo, que o0 numero de
heteré6trofos totais tende a se tornar elevado quando ha grande circulacdo, ou
mesmo um excesso de pessoas, em um determinado ambiente interno. Tais
consideragcdes nos remetem novamente a possibilidade de utilizarmos os
heter6trofos totais, do mesmo modo que os bolores e leveduras, como
indicadores de situacbes adversas para a qualidade do ar climatizado.

Assim sendo, os diferentes comportamentos observados nos ambientes
estudados, quanto aos niveis de contaminagdo detectados nas amostras
analisadas (Fig. 3 a 6), possivelmente refletem as diferentes atividades
desenvolvidas em cada tipo de ambiente. Deste modo, pode-se inferir que a
quantidade de microrganismos presentes no ar destes lugares varia em funcéo de
fatores inerentes a cada local e ndo apenas a quantidade de sujidade acumulada
em dutos de sistemas de condicionamento de ar, como decorréncia do passar do
tempo, ou advindos do meio externo pela abertura de portas ou através de pontos
de captacéao indevidamente sem filtros.

No caso dos ambientes de industrias, por exemplo, os resultados com
baixos numeros de microrganismos foram predominantes e houve maior
similaridade quando se compararam as distribuicées dos resultados das amostras
para heterétrofos totais e para bolores e leveduras. Esta observacao certamente
esta relacionada com as medidas sistematicas de limpeza e higienizagcao dos
locais de produgcdo, bem como da manutencdo rigorosa dos sistemas de
climatizacao do ar, as quais sao notadas muito mais nestas empresas do que nos
demais tipos de ambientes avaliados, o que certamente se deve a necessidade
de se prevenir a contaminacdo dos produtos, sejam por sujidades ou por

microrganismos.
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Por outro lado, nos ambientes de hospitais, embora o nimero de amostras
coletadas seja bem menor que o dos demais tipos de ambientes estudados, pode-
se perceber uma distribuicdo das amostras similar a observada em relacao aos
escritérios. No entanto, devido ao tipo de atividade desenvolvida nestes locais,
poder-se-ia esperar valores muito menores para as médias dos resultados das
amostras analisadas. Este comportamento provavelmente deriva de regras muito
flexiveis quanto ao transito de visitantes, pacientes, ou mesmo funcionarios, além
da pratica de habitos caracteristicos de outros tipos de locais de trabalho ou
mesmo de ambientes domiciliares, como a presenca de visitantes, ndo raro
consumindo alimentos.

Poucos autores tém relatado resultados de andlises quantitativas de
microrganismos em ambientes internos e os estudos realizados geralmente o
fazem em condigdes diferentes daquelas utilizadas neste trabalho (Spiegelman &
Friedman, 1968; Buttner et al., 1993 e Stewart et al. 1995), o que dificulta a
comparacdo com os dados aqui obtidos. Macher et al. (1991) estudaram um
ambiente residencial, recém construido, ocupado apenas por uma pessoa,
durante o periodo de dois anos que se seguiram a sua ocupacao, e encontraram
valores relativamente baixos quando comparados aos nossos (98 UFC/m® para
bactérias e 198 UFC/m® para fungos); contudo, isto poderia ser esperado para
aquele tipo de ambiente, onde a taxa de ocupacao e as consequentes atividades
realizadas eram muito baixas. Leite et al. (2004) analisaram amostras de 312
pontos em ambientes distintos e, apesar de terem adotado uma metodologia de
coleta diferente da empregada neste trabalho, encontraram valores similares aos
nossos, ou seja, 88,78% das amostras analisadas foram consideradas aceitaveis
em relacdo & contagem de bolores e leveduras (< 750 UFC/m?®).

A avaliacado dos resultados das contagens de microrganismos pela técnica
de APC, por outro lado demonstrou que as amostras de ar analisadas sao
semelhantes, formando um s6 grupo. As poucas amostras que se distanciaram
deste grupo correspondem a casos isolados, com niveis de contaminacéo
microbiana mais elevados do que as demais amostras. Porém, estas ndo chegam

a formar um subgrupo em relagéo ao grupo maior (Fig. 7).
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No entanto, a falta de influéncia das variaveis ambientais (temperatura e
umidade relativa do ar) sobre as amostras estudadas, demonstrada pela técnica
de ACP, contrasta com os dados de autores (Kethley et al., 1957; Pasanen et al.,
1991) que mencionaram a temperatura e a umidade relativa do ar como fatores
extremamente importantes para o desenvolvimento de bactérias e fungos.
Contudo, talvez as variacdes na temperatura e na umidade relativa nos pontos
amostrados dos escritérios, industrias, hospitais e shopping centers, em nosso
estudo, ndo tenham sido suficientemente intensas para provocar tais variacoes.
Pode haver, ainda, a possibilidade de que tais variaveis estejam associadas a
outras, ndo enfocadas aqui, e que poderiam estar influenciando na dispersédo ou
mesmo na eliminagdo de microrganismos, em alguns casos, o0 que resultaria na
obtencdo de dados ndo associaveis. Neste sentido, Zoberi (1961) afirmou que a
reducao da umidade relativa, ao contrario do que normalmente se espera, “pode
levar ao aumento dos valores das contagens de bolores e leveduras no ar apenas
por acelerar a liberacdo dos esporos dos fungos”.

Pelo fato dos ambientes internos serem considerados confinados,
poderiamos esperar que as variacdes climaticas, ocasionadas pelas mudancas
das estagbes do ano, nao se fizessem notar no interior dos prédios nem
afetassem o numero de microrganismos presentes no ar. Além disso, € comum no
Brasil, e especialmente no Rio de Janeiro, a existéncia de periodos de calor
durante todo 0 ano, com pouca distincao entre as esta¢des do ano.

No entanto, os graficos da distribuicao dos niveis de bactérias e de fungos
ao longo dos anos de 1998 a 2000 estdo em consonancia com a influéncia da
temperatura e da umidade relativa nos indices de microrganismos encontrados, ja
gue os meses onde foram observados numeros mais elevados de microrganismos
foram também aqueles do periodo de primavera-verao no Brasil, nos quais a
temperatura e a umidade relativa do ar normalmente se elevam no ambiente
externo.

Este fato talvez possa estar relacionado a formacdo de um ambiente ideal
para o crescimento de heterétrofos totais e de bolores e leveduras no ambiente
externo. Os microrganismos poderiam, entdo, ser carreados para o interior das

edificacbes através dos pontos de entrada de ar externo dos prédios, situacao
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esta plausivel, se considerarmos que a auséncia de filtros nos prédios é pratica
comum em nosso meio. Leenders et al. (1999) estudaram a variacdo do numero
de conidias no ar em relacao ao ambiente externo e encontraram nimeros mais
elevados também no verdo, da mesma forma que Li & Kendrick (1995).
Certamente, os dados apresentados por estes autores foram obtidos em
condicOes dispares, ndao apenas por se tratar de ar externo, mas também porque
0s paises de origem desses estudos apresentam condi¢des climaticas muito
diferentes das encontradas aqui. No entanto, acreditamos que vale mencionar tal
coincidéncia.

Cabe ponderar, ainda, que o relativo aumento dos numeros de bolores e
leveduras nos meses de margo e abril, na estacao do outono, foi influenciada por
valores elevados apenas no ano de 2000. Estes dados talvez estejam
relacionados a variacdes de outros fatores ambientais ocorridas apenas neste
ano, como a umidade relativa, a velocidade dos ventos, a luminosidade, entre
outros, de modo que seriam necessarios estudos mais aprofundados para
correlaciona-los.

Apesar de tais variacbes nas quantidades de microrganismos presentes no
ar de escritérios em alguns meses, o percentual de amostras aprovadas por tipo
de ambiente, conforme a legislacdo vigente no Brasil (Fig. 10), sugere que os
prédios, em geral, no que tange a qualidade microbioldgica, encontravam-se em
condicOes propicias a habitacdo. No entanto, é apenas sugestivo afirmar que um
ambiente interno com mais de 750 UFC/m?®, ou qualquer outro valor determinado,
possa acometer a salude de seus ocupantes, uma vez que nao existem estudos
epidemiologicos que fornecam dados capazes de referendar tais parametros (Rao
et al., 1996).

Tal questao nos remete ao problema da baixa credibilidade, por parte dos
ocupantes dos prédios em geral, na aparente boa qualidade do ar dos ambientes
internos climatizados. Um aspecto que contribui amplamente para a perda da
confianga na qualidade do ar climatizado de ambientes internos refere-se aos
poucos estudos relativos a deteccdo e a quantificagdo de poluentes quimicos
destes ambientes no Brasil. Assim, um local cuja qualidade do ar é considerada
apropriada, do ponto de vista microbiolégico, poderia ter altos indices de
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contaminacao quimica. Neste sentido, seria viavel, até mesmo, conceber que os
contaminantes quimicos, quando em niveis elevados, talvez fossem capazes de
inibir o estabelecimento e o crescimento de certas espécies microbianas nos
ambientes internos, contribuindo para que estes locais fossem considerados
adequados do ponto de vista microbiolégico. Seguindo este raciocinio,
poderiamos concluir que o controle da qualidade do ar de ambientes internos nao
deve estar embasado em apenas um ou outro tipo de parametro isoladamente,
mas sempre em um conjunto de dados capazes de refletir a situacdo de cada
ambiente avaliado.

A observacao feita em relacdo aos heterotrofos totais em ambientes de
shopping centers serve para enfatizar esta afirmacdo. Apesar de néo haver
informagdes sobre qualquer conseqiéncia negativa do aumento do numero de
heteré6trofos totais sobre a saude dos transeuntes de shoppings, estes dados
poderiam ser Uteis na deteccdo da sobrecarga dos sistemas de climatizacao ou,
ainda, quanto a insuficiéncia do numero de trocas de ar com o meio externo.

Outrossim, considerando que, como foi dito anteriormente, os resultados de
analises microbiolégicas de ar sao flutuantes, provavelmente em fungcao de
inUmeros fatores ambientais de grande variabilidade, os altos percentuais de
amostras aprovadas, segundo a legislagdo em vigor, ndo descartam a
necessidade de uma vigilancia continua, mantida através de analises periddicas,
de modo a permitir a criacdo de um banco de dados que viabilize a deteccéo e o
controle das fontes poluentes de cada local.

Em relacdo aos ambientes hospitalares, no entanto, torna-se relevante
lembrar que devido a prépria natureza das atividades realizadas nestes locais,
onde encontramos individuos com a saude alterada, debilitados ou
imunodeprimidos, a identificacdo das espécies de microrganismos mostrou-se tao
importante quanto a determinagdo da quantidade destes no ar, em concordancia
com McDonald et al. (1998) e Schaal (1991).

Do mesmo modo, os dados obtidos neste estudo novamente demonstram a
importancia da analise quantitativa de heterétrofos totais, além da quantificacao
de bolores e de leveduras. Tal afirmativa pode ser demonstrada pela observacéao

de que em alguns locais, onde os numeros de fungos apresentaram-se
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relativamente baixos, foi possivel o isolamento de culturas pertencentes a
espécies reconhecidamente patogénicas e com perfil de multirresisténcia a
antimicrobianos. No entanto, os valores obtidos nas quantificacdes de
heterétrofos totais, nestes mesmos locais, de um modo geral foram elevados. Por
exemplo: as culturas de S. marcescens de n° 43, 97 e 145 (Quadro 8),
provenientes de locais que apresentaram contagens de 18, 10 e 40 UFC/m® de
bolores e leveduras (Fig. 13) e de 312, 1172 e > 5x10° UFC/m® de heterétrofos
totais (Fig. 15), respectivamente; do mesmo modo, as culturas de P. aeruginosa
n° 49 e 54 (Quadro 9) foram isoladas em locais, coincidentemente, com 18
UFC/m?® de bolores e leveduras (Fig. 13) enquanto as contagens de heterétrofos
totais nestes ambientes foram de 146 e 312 UFC/m® (Fig. 15), respectivamente.

Notou-se, ainda, uma grande variacao nos resultados de maneira similar ao
observado na técnica de coleta com o uso de amostrador de ar ou ainda nos
resultados dos testes de comparacao do desempenho dos amostradores de ar.

Assim, outro aspecto a se destacar, consoante com as observagdes
relatadas, refere-se a detecgdo de variacbes mais intensas nas quantidades de
heterétrofos totais do que de bolores e levedura. Este fato pode estar relacionado
a higienizacao constante das superficies, que parece controlar mais os fungos,
cujas fontes estariam normalmente afixadas a superficies inanimadas, do que os
heter6trofos. Estes ultimos, conforme discutido anteriormente em relacdo aos
ambientes de shoppings centers, sdo normalmente originarios da microbiota
humana e seriam levados ao ar pelas atividades dos ocupantes destes locais e,
mesmo nao permanecendo no ar por longos periodos de tempo, poderiam ser
detectados pelas analises microbioldgicas.

Do mesmo modo, os picos de contagens microbianas detectados nos
diferentes setores do hospital em estudo (Fig. 13 a 17), foram, na sua maioria,
coincidentes com atividades de limpeza do piso das respectivas unidades,
manuseio de pacientes ou grande numero de pessoas no local da unidade
hospitalar no momento da tomada da amostra de ar, que poderiam portanto ser a
causa da elevacao do numero de microrganismos no ar. Contudo, ndo podemos

descartar a possibilidade da ocorréncia de eventos de importancia previamente ao
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momento da coleta, sem o conhecimento da equipe responsavel pela
amostragem.

Esta observacdo denota a importancia do controle destas atividades neste
tipo de ambiente. Nao apenas porque resultem no aumento do numero de
microrganismos no ar, mas porgue o movimento excessivo do ar poderia
dispersar particulas de um ponto a outro do setor hospitalar permitindo a
disseminagao de microrganismos patogénicos. Shiomori et al. (2001), como citado
anteriormente, demonstraram que estas atividades de rotina podem contribuir
amplamente para o aumento do nimero de microrganismos patogénicos no ar.

Neste ponto, devemos lembrar, contudo, a ocorréncia de alguns picos de
crescimento microbiano sem que tenha sido detectada alguma variagcdo ou
atividade diferenciada na rotina. No entanto, o fato de ndo se notar algum fato
correlacionado no instante da coleta, como citado anteriormente, ndo descarta a
possibilidade desta ocorréncia sem que a equipe responsavel pela amostragem
tenha tomado conhecimento.

Outro problema que deve ser considerado, no que diz respeito ao controle
da qualidade do ar de ambientes nosocomiais, decorre da existéncia de
microrganismos viaveis mas nao cultivaveis no ar, como apontado por Colwell et
al. (1996) e Heidelberg et al. (1997). Estes autores alertaram para o fato de que
0s numeros de microrganismos detectados no ar nem sempre refletem a
realidade dos ambientes, devido a ocorréncia de células incapazes de gerar
colénias nos meios de cultura, mas que permanecem viaveis, mantendo sua
patogenicidade.

A inexisténcia de estudos referentes a determinacdo quantitativa da
contaminacao microbiana em ambientes climatizados de hospitais, que nos
permitam comparar 0s numeros obtidos nas andlises quantitativas, dificulta a
avaliagdo dos dados obtidos. Contudo, os numeros relativamente elevados
encontrados nas analises quantitativas, em funcdo dos valores referenciais
tomados com parametros de comparacdo, podem estar relacionados as
conclusbes encontradas nos estudos de Overberger et al. (1995) e Morawska et
al. (1998). Estes ultimos afirmaram "que o desempenho dos sistemas de
filtracao/ventilacdo € o parametro mais critico para a reducdo da concentracao
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geral de materiais particulados naqueles setores hospitalares onde os
procedimentos médicos podem resultar na producao de aerossois potencialmente
perigosos”. Assim, estes numeros elevados podem ser devidos a um sistema de
condicionamento de ar ineficiente, incapaz de suprir os locais estudados com ar
satisfatoriamente livre de particulas.

Como nao existem parametros oficiais para os resultados de contagens de
microrganismos em ambientes hospitalares torna-se impossivel classifica-los do
ponto de vista quantitativo. Contudo, se aplicassemos a legislagdo proposta pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para ambientes hospitalares
(Brasil, 2005), considerando os locais escolhidos para a tomada de amostras
como pertencentes aos niveis de risco 2 (“area onde existem fortes evidéncias de
risco de ocorréncia de eventos adversos relacionados a qualidade do ar de seus
ocupantes e de seus pacientes que utilizardo produtos manipulados nestas areas,
baseadas em estudos experimentais, clinicos ou epidemiolégicos bem
delineados”) e risco 3 (“area onde existem fortes evidéncias de alto risco de
ocorréncia de eventos adversos relacionados a qualidade do ar de seus
ocupantes e de seus pacientes que utilizarao produtos manipulados nestas areas,
baseadas em estudos experimentais, clinicos ou epidemiolégicos bem
delineados”), conforme especificado no referido documento da ANVISA (Anexo 2),
apenas o centro cirargico (ponto de coleta n® 2) poderia ser classificado como
dentro dos padrodes.

Do mesmo modo, a legislacao brasileira ndo propde limites maximos para
bactérias, como ja exposto, em nenhum tipo de ambiente climatizado. Entretanto,
o Manual de Vigilancia Microbiol6gica Ambiental em Estabelecimentos de Saude,
publicado em 2002 pelo governo francés (Surveillance, 2002), propde parametros
bastante rigorosos para a quantidade de bactérias nas unidades hospitalares: 5
UFC/m® nos locais onde o ar é tratado sob fluxo laminar, 20 UFC/m® nos locais
onde o ar é tratado em fluxo normal de turbuléncia, e 100 UFC/m®, para os
demais locais. Caso fosse adotada tal referéncia, todos os 12 locais avaliados no
hospital em estudo seriam classificados como fora dos padrdes.

Nao obstante, Leenders et al. (1999) detectaram a contagem média de
fungos no ar do hospital universitario de Roterdam de apenas 32 UFC/m?®, de 7
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UFC/m?® no setor de hematologia deste mesmo hospital, e de apenas 2 UFC/m?®
em setores onde o0 ar passava por um sistema de filtracao de alta eficiéncia. Estes
pesquisadores destacaram que o0s baixos valores encontrados no setor de
hematologia ou nos setores providos de sistemas de filtracdo do ar climatizado
estariam relacionados ao isolamento desta unidade e a presenga de filtros HEPA
(high-efficiency particulate air) nos pontos de insuflamento de ar.

Uma outra observagao de interesse, em nosso estudo, decorre do método
de amostragem adotado no ambiente hospitalar para as analises qualitativas, no
qual foi utilizada a técnica de exposicdo de placas associada a coleta por
impactacdo. Este método permitiu confirmar a impossibilidade do uso da técnica
de exposicao de placas para o controle quantitativo da qualidade do ar de
ambientes internos. Entretanto, deve-se destacar que nos dois conjuntos de
placas, originados de cada uma das técnicas de coleta, foram detectadas colénias
bacterianas de mesma morfologia e, por conseguinte, foram isolados patégenos
de diferentes espécies a partir de ambas as técnicas aplicadas. Tal fato sugere,
por exemplo, o uso da técnica de sedimentacdo espontdnea em pesquisas de
cunho epidemioldgico onde que nado estejam disponiveis instrumentos de coleta
de amostras. Deve-se lembrar que, neste caso, no entanto, haveria a
necessidade da escolha de uma rigorosa metodologia de amostragem.

Neste sentido, ainda hoje a técnica de exposi¢ao de placas € utilizada para
o isolamento de patdégenos. Bernardo et al., em 2005, utilizaram a técnica de
sedimentacao espontanea em consultérios odontolégicos, em horario de atividade
periddica intensa. Estes autores fizeram 24 coletas por exposicdo de placas
durante duas horas, utilizando meios seletivos, e conseguiram isolar 44 culturas
de S. aureus resistentes a ampicilina.

Todavia, em contraste com os resultados obtidos para o patdgenos
bacterianos, o baixo indice de isolamento de culturas de fungos do género
Aspergillus pela técnica de exposicdao de placas, confirma mais uma vez a
impossibilidade do seu uso nas analises quantitativas e qualitativas de bolores e
de leveduras. Este fato deve-se, primordialmente, ao pequeno didmetro das
conidias de certas espécies de fungos, como Aspergillus, que possuem uma
velocidade de sedimentacdo média de 1 metro por hora, podendo ser prolongada
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por correntes de ar capazes de manté-las em suspensao por um intervalo de
tempo indeterminado (VandenBergh et al., 1999).

De maneira geral, os resultados das analises microbiol6gicas qualitativas
do ar dos ambientes hospitalares foram bastante expressivos e inquietantes. A
deteccao de diferentes espécies de fungos e bactérias sabidamente patogénicas
em varios setores da unidade hospitalar estudada reflete uma situacdo que,
provavelmente, pode estar ocorrendo em outras unidades hospitalares, mas sobre
as quais nao temos informacdes consistentes, até porque, ndo existem também
procedimentos de diagnéstico implantados como rotina.

O encontro de espécies de Aspergillus em 50% das amostras analisadas
pode ser fruto da influéncia do ar externo sobre os ambientes internos deste
hospital, ou, ainda, da ocorréncia de obras ou reformas em areas proximas as
amostradas, de forma pouco controlada, o que, sabidamente, promove 0 aumento
da carga fungica em ambientes internos (Lentino et al., 1982; Overberger et al.,
1995; Cornet et al., 1999; Oren et al., 2001). Cornet et al.(1999) estudaram a
contaminacao por Aspergillus no ar e em superficies de um hospital pelo periodo
de 2 anos, com um total de 1047 amostras coletadas. Neste trabalho, 27% das
amostras de ar analisadas foram positivas para espécies de Aspergillus e
apenas 6% das superficies apresentaram conidias deste fungo.

Entre as espécies de fungos isoladas nos setores hospitalares estudados
figuram algumas reconhecidamente envolvidas em processos infecciosos, como
A. fumigatus, A. flavus e A. terreus (Klich & Pitt, 1998 e Klich 2002). Tais
espécies sado de tal relevancia que se tornaram foco da maioria dos estudos
referentes a infecgbes nosocomiais produzidas por fungos (VandenBergh et al.,
1999).

Aspergillus fumigatus tem sido apontado como o patégeno mais
encontrado em pacientes imunocomprometidos (Cornet et al., 1999; Hoffman et
al., 1999; Perfect et al., 2001; Cooper et al, 2003) e Oren et al. (2001) citaram a
aspergilose pulmonar invasiva produzida por A. fumigatus como a manifestacao
mais comum entre pacientes imunodeprimidos. Estes autores mencionaram o
diagndéstico insatisfatorio e o tratamento tardio, como fatores agravantes desta

circunstancia, que resultariam em uma taxa de mortalidade de 50%. Para os
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pacientes submetidos a transplante de medula 6ssea, no entanto, tal estudo citou
a surpreendente taxa de mortalidade de 95%.

Aspergillus flavus foi apontado por Yavo et al. (2004) como a causa mais
freqUente de otomicose em Abdijan (lvory Coast) e de casos raros de aspergilose,
como a aspergilose cutdnea disseminada relatada por La Nasa et al. (2004).
Heinemann et al. (2004) descreveram também um surto de aspergilose em
ferimentos cirurgicos causado por Aspergillus flavus onde foram estudadas
amostras de ar e de superficies ambientais e conseguiram demonstrar, por meio
de técnicas de tipagem de DNA que todas as culturas isoladas de ar, superficies e
de materiais clinicos tinham uma fonte comum.

Por sua vez, Aspergillus terreus € a segunda espécie mais freqlente
deste género como agente de aspergilose invasiva (Hachem et al., 2004). E
considerado também como causa mais comum de aspergilose em pacientes com
leucemia, além de apresentar a maior taxa de mortalidade em casos de
aspergilose pulmonar invasiva (Perfect et al., 2001; Steinbach et al., 2004b).

Hachem et al. (2004) estudaram 300 pacientes de um hospital do Texas,
entre os quais 90 apresentaram aspergilose invasiva por A. fumigatus e 70 por
A. terreus e relataram a emergéncia de resisténcia a anfotericina B nestas duas
espécies, principalmente em A. terreus. Steinbach et al. (2004a) também
estudaram 83 casos de aspergilose invasiva produzidas por A. terreus
resistentes a anfotericina B entre 1997 e 2002 e registraram uma taxa de
mortalidade de 66% dos casos.

Sarubbi et al. (1982) afirmaram que, desde a década de 70, a aspergilose
invasiva “estava associada a pacientes hospitalizados, com uma alta taxa de
mortalidade (50 a 100%) e devendo-se, principalmente, a sistemas de ventilacao
mantidos de forma impropria ou inadequada”. A importancia dada ao ar e aos
sistemas de ventilacdo, com relacdo a estas espécies de fungos é motivada pelo
fato de que suas conidias, de diametro inferior a 5 um, tém a inalagdo como
principal via de infecgdo podendo facilmente atingir o trato respiratorio inferior
(Klich & Pitt, 1998 e Klich, 2002).

O encontro destas espécies no ar de varios setores do hospital em estudo

pode estar relacionado ndo somente a facilidade com que estes microrganismos
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penetram nos prédios, mas também a sistemas de ventilacdo pouco eficazes, no
que diz respeito a sua capacidade de filtracdo de particulas. Conseglientemente,
considerando os resultados de Leenders et al. (1999) no hospital universitario de
Roterdam, citados anteriormente, a utilizacdo de sistemas eficientes no
suprimento de ar, com uma quantidade minima de bioaerosséis, além do
isolamento do meio interno em relacéo ao exterior do prédio, poderiam contribuir
enormemente para a reducdo do risco de infecgdes fungicas nos ambientes
nosocomiais.

Com relacao aos resultados das analises qualitativas de bactérias, o
namero de culturas de S. marcescens isoladas, permitiu demonstrar que cepas
multirresistentes destas bactérias estavam distribuidas entre os diferentes
ambientes do hospital estudado.

Serratia marcescens é um patdégeno oportunista que tem sido citado com
freqiéncia cada vez maior como agente determinante de surtos e infeccoes
hospitalares (Krisnan et al., 1991; Chokephaibulkit et al., 2002; Rastogi et al.,
2002; Alfizah, et al., 2004; Sarvikivi et al., 2004). A importancia da presenca desta
espécie no ar destes locais recai, principalmente, sobre o fato de que estes
microrganismos apresentaram altos niveis de resisténcia a antimicrobianos, além
de ser um género microbiano classicamente descrito como resistente a diferentes
condicbes ambientais adversas, podendo se manter em ambientes Umidos por
longos periodos de tempo (Alfizah et al., 2004; Sarvikivi et al., 2004). Uduman et
al. (2002) estudaram um surto que envolveu 36 criangas em uma unidade de
terapia intensiva para bebés, com uma taxa de mortalidade de 14%. Estes
pesquisadores encontraram cepas de S. marcescens no interior dos dutos do
sistema de condicionamento de ar e caracterizaram este local como reservatorio
primario. Entretanto, estes autores nao utilizaram técnicas de tipagem molecular,
0 que inviabilizou a determinacdo dos clones envolvidos e da participacao das
cepas de origem ambiental em tal surto.

No Brasil, Brito et al. (1999) estudaram um surto de S. marcescens
produtora de B-lactamase de espectro extendido, que envolveu 53 criancas em
uma unidade neonatal, na cidade de Uberlandia, mas nao conseguiram identificar

possiveis reservatorios ambientais deste microrganismo. Do mesmo modo,
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Loureiro et al. (2002 b), em uma pesquisa realizada em um hospital da cidade do
Rio de Janeiro, concluiram que S. marcescens multirresistente era o terceiro
agente mais comum nos casos de septicemia de recém-natos estudados.

Em nosso estudo, a deteccdo de cepas do género Serratia,
multirresistentes, idénticas em relacdo aos perfis de restricdo, em semanas
subseqientes e também com um intervalo de 6 meses, no ar de diferentes
setores da unidade hospitalar, pode significar que estas cepas circulam por dias,
semanas ou meses, ou entao, que estdo sendo lancadas ao ar ininterruptamente.
Deve-se ressaltar que esta dispersdo poderia permitir sua deposicdo em
superficies muito proximas de outros pacientes. Entretanto, ndo foi possivel
determinar qual o exato papel do ar neste evento, j& que a transmissao pelas
maos da equipe médica ndo pode ser descartada.

No entanto, o perfil das diversas culturas de S. marcescens isoladas no ar,
multirresistentes e idénticas em relacao ao perfil de restricdo (11 cepas), confirma
a possibilidade deste microrganismo ter estado envolvido em casos de infeccéo
hospitalar e ser carreado de um a outro ponto dos ambientes.

Outro fato importante esta relacionado as cepas oriundas de pacientes.
Dos 4 pacientes que deram origem as 4 cepas cujo perfil de restricdo mostrou-se
idéntico ao das culturas isoladas do ar, apenas um nao esteve internado em um
dos setores do hospital de onde foram isoladas as cepas de S. marcescens a
partir de amostras de ar. Mesmo assim, existe a possibilidade deste
microrganismo ter sido levado pelas maos da equipe médica ao setor onde esteve
este paciente (clinica médica). Deve-se ressaltar, entretanto, que o material
clinico deste mesmo paciente foi coletado 6 meses apdés a ocorréncia de
isolamento de culturas de S. marcescens genotipicamente idénticas oriundas de
amostras de ar.

Por outro lado, os perfis de sensibilidade a antimicrobianos encontrados
nas culturas isoladas de poeira dos dutos do sistema de climatizacdo (Quadro 8,
n? 23s) ou da superficie das torneiras das pias (Quadro 8, n°® 25s e 28s), muito
diferenciados das culturas isoladas das amostras de ar, sugere que estas culturas
podem ter uma origem diferente, predominantemente ambiental, e, portanto, sem

a pressao seletiva dos antimicrobianos, normalmente exercida sobre as cepas de
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origem hospitalar que provém de pacientes infectados e/ou dos profissionais da
saude. No entanto, o encontro de uma cultura de S. marcescens (Quadro 8, n®
27s) na pia do CTI, com perfil de resisténcia a 5 antimicrobianos, sugere que esta
cultura possa ter tido alguma relacdo com aquelas isoladas a partir de pacientes
dos setores concernentes.

Como nao foi detectada a presenca de microrganismos patogénicos com
perfil molecular ou de multirresisténcia a antimicrobianos a partir da poeira do
duto do sistema de condicionamento de ar, ndo foi possivel, neste momento,
determinar a participacao deste como veiculador de patégenos.

Deste modo, esta espécie mostrou-se como um bom modelo para os
estudos epidemioldgicos de infecgdes nosocomiais. Isto talvez se deva a sua
maior resisténcia as condicbes ambientais, o que permitiria sua recuperacao nas
técnicas de amostragem de ar ou entdo, como ndo podemos deixar de supor,
apenas pelo fato de que esta bactéria estivesse ocorrendo em grande quantidade
no hospital em estudo.

O cumprimento da proposta de detecgdo das bactérias patogénicas (P.
aeruginosa e S. aureus) no ar dos ambientes hospitalares, conforme os objetivos
deste trabalho, apesar do éxito obtido, gera também razoavel apreensao, pois,
como foi dito anteriormente, ndao existem normas oficiais, nem mesmo praticas
nao padronizadas, sendo adotadas como rotina no controle da qualidade do ar de
ambientes hospitalares.

Resultados do programa SENTRY de vigildancia a antimicrobianos,
realizado entre os anos de 1997 e 2000 em paises da América Latina, incluindo 4
cidades brasileiras (Gales et al., 2002), revelaram que P. aeruginosa e S.
aureus, nesta ordem, figuraram como as duas espécies mais freqlientes entre os
isolados bacterianos coletados de pacientes hospitalizados com suspeita de
pneumonia. A pneumonia, como infecgdo hospitalar, tem sido associada a altas
taxas de mortalidade e, a despeito desta evolugdo para o Obito, esta infecgao
“pode prolongar a hospitalizagéo por 4 a 9 dias, aumentando os custos de estada
no hospital”, como asseguraram Leu et al., em 1989.

O mesmo tipo de estudo realizado na América do Norte em 1998 (Mathai et
al., 2001) apresentou dados similares, entre os quais S. aureus e P. aeruginosa
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novamente surgem como as espécies mais freqlientes entre os isolados
bacterianos coletados de pacientes hospitalizados, sendo que, neste caso, S.
aureus aparece como a espécie prevalente.

A multirresisténcia demonstrada pelas estirpes de P. aeruginosa aos
antimicrobianos testados, da mesma forma como observado para S.
marcescens, sugere que estas cepas possam ter estado envolvidas em
processos infecciosos recentes. Neste sentido, outro achado importante diz
respeito ao fato de que 2 das cepas isoladas no ar da unidade intensiva da
emergéncia (cepa n® 49) e do CTI (cepa n® 54) do hospital em estudo,
apresentaram resisténcia a carbepenemas, fato que é citado em outro estudo do
programa SENTRY (Sader et al., 2005) como um problema terapéutico critico em
nivel mundial.

O fato destas cepas terem sido consideradas como estreitamente
relacionadas com aquelas isoladas de material clinico de dois pacientes (6P e
7P), por sua vez, sugere que a disseminagcdo pelo ar pode ter exercido algum
papel em surtos ocorridos anteriormente, em conformidade com os trabalhos de
Mc Donald et al. (1998) e Shimori et al. (2001). Cabe ressaltar que um destes
pacientes esteve internado na unidade intensiva da emergéncia (Quadro 7 - cepa
7P) cerca de 20 dias apés a coleta da amostra de ar de onde foi isolada uma das
culturas cujo perfil de restricdo foi considerado estreitamente relacionado as
culturas isoladas de pacientes. O outro paciente, internado na enfermaria da
clinica médica, nao teve contato com o ambiente do CTI, mas, do mesmo modo
que aventado para S. marcescens, poderia haver outros mecanismos de
transmissdo do microrganismo para aquele paciente, como por exemplo, a
manipulagéo por parte da equipe de saude.

As infeccdes hospitalares por S. aureus, da mesma forma, tém sido bem
relatadas, ocorrendo em UTI's de adultos e neonatais, bercarios, unidades de
gueimados, enfermarias, entre outros (Sherertz et al., 1996). Entre as causas que
compbem este quadro é apontada a presenca de portadores nasais entre os
profissionais da area da saude (Von Eiff, et al., 2001; Weidenmaier et al., 2004).
Boyce et al. (1993) discorreram sobre a capacidade de disseminacdao de S.

aureus para o ar pelos individuos portadores desta bactéria na cavidade nasal,
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enquanto Bassetti et al. (2005) estudaram a dispersao de S. aureus para o ar a
partir de individuos adultos portadores desta bactéria na cavidade nasal, apds
serem experimentalmente infectados com rinovirus. Estes autores verificaram que
a quantidade de S. aureus no ar dobrou, com picos maiores que 34 vezes em
algumas amostras.

Deste modo, o encontro de uma cultura de S. aureus multirresistente no ar
do CTI do hospital em estudo (cultura de n® 10), com perfil molecular classificado
como estreitamente relacionado ao de uma cultura isolada de um paciente do CTI
de adultos (8P), nos permite inferir que esta cepa pode ter estado envolvida em
processos infecciosos, assim como foi mencionado para S marcescens,
podendo, da mesma forma, ter sido disseminada através do ar.

Neste sentido, Rampling et al. (2001), utilizando as técnicas de tipagem
molecular, demonstraram que as cepas de S. aureus sao capazes de resistir a
dessecacao e sobreviver no meio ambiente por meses. Segundo estes autores,
além das vias comumente citadas de disseminacdo, como as maos da equipe
médica e o compartilhamento de equipamentos médico-hospitalares, as correntes
de ar também exerceriam algum papel na contaminacao dos pacientes.

Hoffman et al. (1999), inclusive, descreveram trés rotas de transmissao de
bioparticulados do ar: por inalagdo, depositando-se diretamente em um ferimento
ou sitio susceptivel, ou depositando-se em uma superficie e alcangando um sitio
suscetivel posteriormente.

Assim, cuidados minuciosos parecem ser medidas necessarias para
impedir que fibras ou particulas se espalhem pelo ar, principalmente no momento
da higienizagdo do paciente e seu leito, além de outras agées normalmente
adotadas, como o isolamento do paciente, que, em conjunto, seguramente serao
mais eficazes que qualquer uma delas em separado.

Dada a importancia de S. aureus no meio hospitalar, poderiamos esperar o
isolamento de muitas cepas desta espécie a partir das amostras de ar coletadas.
Entretanto, segundo informagcdes da comissdo de infeccdo hospitalar, este
microrganismo encontrava-se bastante controlado por ocasido das coletas de
amostras de ar realizadas neste estudo, com a ocorréncia de casos esporadicos.
Tal constatacao, além de explicar o baixo niumero de cepas de S. aureus isoladas
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das amostras de ar, € de enorme importancia neste tipo de estudo porque indica
que a técnica adotada possui sensibilidade suficiente para detectar
microrganismos mesmo com baixa ocorréncia.

Paralelamente, o isolamento de um grande numero de culturas de
estafilococos coagulase negativos esteve em conformidade com a declaragéo
daquela comissao de que havia uma incidéncia significativa de casos de infeccao
hospitalar causadas por este grupo de microrganismos. Por conseguinte, o estudo
destes estafilococos, visando correlacionar as espécies presentes no ar, bem
como seus perfis genbmicos, com as culturas que vém sendo isoladas de
pacientes, podera ratificar mais uma vez a eficiéncia das analises microbiol6gicas
de ar ao refletirem a situagdo do ambiente em questéo.

As constatacées acima corroboram a aplicabilidade do controle da
qualidade microbiolégica do ar de interiores aos estudos de cunho epidemioldgico
em diferentes tipos de ambientes. No meio hospitalar, no entanto, apesar de
demonstrada a possibilidade de disseminacao de patégenos por via aérea, néo foi
possivel afirmar categoricamente sobre o grau de participagdo da transmissao por
via aérea nas taxas de infeccao hospitalar, o que podera ser investigado em
estudos posteriores.
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6 CONCLUSOES

Os amostradores MAS-100 e de Andersen apresentaram eficiéncia similar.

A grande maioria dos locais estudados esteve de acordo com a legislacéao
vigente em nosso pais para ambientes internos climatizados, com relagéao

ao limite maximo estabelecido para fungos.

O estudo da sazonalidade permite sugerir que a temperatura e a umidade
relativa do ambiente externo podem influenciar na quantidade de bactérias

e de fungos encontrados no ambiente interno climatizado.

A técnica de ACP demonstrou que as amostras de ar estudadas sao

semelhantes e formam um grupo homogéneo.

Os ambientes estudados comportaram-se de maneira diferenciada quanto
aos niveis de contaminacado microbiana, refletindo suas caracteristicas de

ocupacao.

A técnica de coleta por exposi¢do de placas mostrou-se util para analises
qualitativas de bactérias, mas pouco eficaz na recuperacdo dos
bioparticulados totais, confirmando a necessidade do uso de um
instrumento de coleta projetado especificamente para anélises
quantitativas.

Os picos de crescimento microbiano observados coincidentemente com as
atividades de limpeza confirmam a importancia das boas praticas de

higienizag&o visando reduzir ao maximo a asperséo de particulados.

Foi evidenciada uma inter-relacdo entre patégenos (S. marcescens P.
aeruginosa e S. aureus) oriundos de amostras de ar e de pacientes.
Donde se deduz que a disseminagédo de cepas patogénicas de bactérias
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pelo ar representa um risco potencial na propagacdo das infeccoes

nosocomiais.

- As analises quantitativas e qualitativas do ar de interiores constituem um
instrumento essencial para o controle microbiol6gico de ambientes internos
diversos, assim como para os estudos de cunho epidemiolégico de

infecgbes nosocomiais.
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8. ANEXOS

8.1 Anexo 1

RESOLUGCAO - RE N° 9, DE 16 DE JANEIRO DE 2003

O Diretor da Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, no uso da
atribuicdao que Ihe confere a Portaria n°® 570, do Diretor Presidente, de 3 de outubro de
2002;

considerando o § 39, do art. 111 do Regimento Interno aprovado pela Portaria n.° 593,
de 25 de agosto de 2000, republicada no DOU de 22 de dezembro de 2000,

considerando a necessidade de revisar e atualizar a RE/ANVISA n© 176, de 24 de outubro
de 2000, sobre Padroes Referenciais de Qualidade do Ar Interior em Ambientes
Climatizados Artificialmente de Uso Publico e Coletivo, frente ao conhecimento e a
experiéncia adquiridos no pais nos dois primeiros anos de sua vigéncia;

considerando o interesse sanitario na divulgacdo do assunto;

considerando a preocupacao com a saude, a seguranca, o bem-estar e o conforto dos
ocupantes dos ambientes climatizados;

considerando o atual estagio de conhecimento da comunidade cientifica internacional, na
area de qualidade do ar ambiental interior, que estabelece padrdes referenciais e/ou
orientagOes para esse controle;

considerando o disposto no art. 2° da Portaria GM/MS n.° 3.523, de 28 de agosto de
1998;

considerando que a matéria foi submetida a apreciacdo da Diretoria Colegiada que a
aprovou em reuniao realizada em 15 de janeiro de 2003, resolve:

Art. 10 Determinar a publicacao de Orientacdo Técnica elaborada por Grupo Técnico
Assessor, sobre PadrOoes Referenciais de Qualidade do Ar Interior, em ambientes
climatizados artificialmente de uso publico e coletivo, em anexo.

Art. 20 Esta Resolucao entra em vigor na data de sua publicagao.

CLAUDIO MAIEROVITCH PESSANHA HENRIQUES
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ANEXO

ORIENTACAO TECNICA ELABORADA POR GRUPO TECNICO ASSESSOR SOBRE PADROES
REFERENCIAIS DE QUALIDADE DO AR INTERIO R EM AMBIENTES CLIMATIZADOS
ARTIFICIALMENTE DE USO PUBLICO E COLETIVO

I - HISTORICO

O Grupo Técnico Assessor de estudos sobre Padroes Referenciais de Qualidade do Ar
Interior em ambientes climatizados artificialmente de uso publico e coletivo, foi
constituido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, no ambito da Geréncia
Geral de Servicos da Diretoria de Servicos e Correlatos e instituido por membros das
seguintes instituicoes:

Sociedade Brasileira de Meio Ambiente e de Qualidade do Ar de Interiores/BRASINDOOR,
Laboratorio Noel Nutels

Instituto de Quimica da UFRJ, Ministério do Meio Ambiente, Faculdade de Medicina da
USP, Organizagao Panamericana de Salde/OPAS, Fundacdo Oswaldo Cruz/FIOCRUZ,
Fundacao Jorge Duprat Figueiredo de Seguranca e Medicina do Trabalho -
FUNDACENTRO/MTb, Instituto Nacional de Metrologia Normalizagao e Qualidade
Industrial/ INMETRO, Associacao Paulista de Estudos e Controle de Infecgao
Hospitalar/APECIH e, Servico de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude/R], Instituto
de Ciéncias Biomédicas - ICB/USP e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

Reuniu-se na cidade de Brasilia/DF, durante o ano de 1999 e primeiro semestre de 2000,
tendo como metas:

1. estabelecer critérios que informem a populacdo sobre a qualidade do ar interior em
ambientes climatizados artificialmente de uso publico e coletivo, cujo desequilibrio podera
causar agravos a saude dos seus ocupantes;

2. instrumentalizar as equipes profissionais envolvidas no controle de qualidade do ar
interior, no planejamento, elaboracdo, andlise e execucao de projetos fisicos e nas acdes
de inspecdo de ambientes climatizados artificialmente de uso publico e coletivo.

Reuniu-se na cidade de Brasilia/DF, durante o ano de 2002, tendo como metas:
1. Promover processo de revisao na Resolugao ANVISA-RE 176/00
2. Atualiza -la frente a realidade do conhecimento no pais.

3. Disponibilizar informagOes sobre o conhecimento e a experiéncia adquirida nos dois
primeiros anos de vigéncia da RE 176.

IT - ABRANGENCIA

O Grupo Técnico Assessor elaborou a seguinte Orientacdo Técnica sobre Padrles
Referenciais de Qualidade do Ar Interior em ambientes climatizados artificialmente de uso
publico e coletivo, no que diz respeito a definicdo de valores maximos recomendaveis
para contaminacgdo bioldgica, quimica e parametros fisicos do ar interior, a identificacao
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das fontes poluentes de natureza bioldgica, quimica e fisica, métodos analiticos ( Normas
Técnicas 001, 002, 003 e 004 ) e as recomendagdes para controle (Quadros I e II ).

Recomendou que os padroes referenciais adotadas por esta Orientacdo Técnica sejam
aplicados aos ambientes climatizados de uso publico e coletivo ja existentes e aqueles a
serem instalados. Para os ambientes climatizados de uso restrito, com exigéncias de
filtros absolutos ou instalagbes especiais, tais como os que atendem a processos
produtivos, instalacdes hospitalares e outros, sejam aplicadas as normas e regulamentos
especificos.

I1I - DEFINIGCOES

Para fins desta Orientacao Técnica sao adotadas as seguintes definicdes, complementares
as adotadas na Portaria GM/MS n.© 3.523/98:

a) Aerodispersdides: sistema disperso, em um meio gasoso, composto de particulas
sdlidas e/ou liquidas. O mesmo que aerosol ou aerossol.

b) ambiente aceitdvel: ambientes livres de contaminantes em concentragdes
potencialmente perigosas a salde dos ocupantes ou que apresentem um minimo de 80%
dos ocupantes destes ambientes sem queixas ou sintomatologia de desconforto, 2

c) ambientes climatizados : sao os espacos fisicamente determinados e caracterizados por
dimensdes e instalacdes proprias, submetidos ao processo de climatizagdo, através de
equipamentos.

d) ambiente de uso publico e coletivo: espaco fisicamente determinado e aberto a
utilizagao de muitas pessoas.

e) ar condicionado: é o processo de tratamento do ar, destinado a manter os
requerimentos de Qualidade do Ar Interior do espaco condicionado, controlando variaveis
como a temperatura, umidade, velocidade, material particulado, particulas bioldgicas e
teor de didxido de carbono (CO2).

f) Padrao Referencial de Qualidade do Ar Interior : marcador qualitativo e quantitativo de
qualidade do ar ambiental interior, utilizado como sentinela para determinar a
necessidade da busca das fontes poluentes ou das intervencoes ambientais

g) Qualidade do Ar Ambiental Interior: Condicao do ar ambiental de interior, resultante do
processo de ocupacao de um ambiente fechado com ou sem climatizagao artificial.

h) Valor Maximo Recomendavel: Valor limite recomendavel que separa as condicdes de
auséncia e de presenca do risco de agressao a saude humana.

IV - PADROES REFERENCIAIS

Recomenda os seguintes Padroes Referenciais de Qualidade do Ar Interior em ambientes
climatizados de uso publico e coletivo.

1 - O Valor Maximo Recomendavel - VMR, para contaminagao microbioldgica deve ser
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2750 ufc/m® de fungos, para a relacdo I/E 1,5, onde I é a quantidade de fungos no
ambiente interior e E é a quantidade de fungos no ambiente exterior.

NOTA: A relacdo I/E é exigida como forma de avaliagdo frente ao conceito de
normalidade, representado pelo meio ambiente exterior e a tendéncia epidemioldgica de
amplificacao dos poluentes nos ambientes fechados.

1.1 - Quando o VMR for ultrapassado ou a relagdo I/E for > 1,5, é necessario fazer um
diagnodstico de fontes poluentes para uma intervengao corretiva.

1.2 - E inaceitavel a presenca de fungos patogénicos e toxigénicos.
2 - Os Valores Maximos Recomendaveis para contaminacdo quimica sao:

2.1 - 1000 ppm de didxido de carbono - ( CO2 ) , como indicador de renovagao de ar
externo, recomendado para conforto e bem-estar2.

2.2 - 80 pg/m 3 de aerodispersoides totais no ar, como indicador do grau de pureza do ar
e limpeza do ambiente climatizado4.

NOTA: Pela falta de dados epidemioldgicos brasileiros € mantida a recomendacao como
indicador de renovacao do ar o valor = 1000 ppm de Didxido de carbono - CO2

3 - Os valores recomendaveis para os parametros fisicos de temperatura, umidade,
velocidade e taxa de renovacao do ar e de grau de pureza do ar, deverao estar de acordo
com a NBR 6401 - Instalagdes Centrais de Ar Condicionado para Conforto - Parametros
Basicos de Projeto da ABNT - Associacao Brasileira de Normas Técnicasb.

3.1 - a faixa recomendavel de operacdo das Temperaturas de Bulbo Seco, nas condicdes
internas para verdo, devera variar de 230C a 260C, com excecao de ambientes de arte
que deverdo operar entre 210C e 230C. A faixa maxima de operacao devera variar de
26,50C a 270C, com excecao das areas de acesso que poderao operar até 280C. A
selecdo da faixa depende da finalidade e do local da instalagao. Para condigdes internas
para inverno, a faixa recomendavel de operacao devera variar de 200C a 220C.

3.2 - a faixa recomendavel de operacdo da Umidade Relativa, nas condigbes internas para
verdo, devera variar de 40% a 65%, com excecao de ambientes de arte que deverdo
operar entre 40% e 55% durante todo o ano. O valor maximo de operacdo devera ser de
65%), com excecdo das areas de acesso que poderao operar até 70%. A selecdo da faixa
depende da finalidade e do local da instalagdao. Para condigOes internas para inverno, a
faixa recomendavel de operacdo devera variar de 35% a 65%.

3.3 - 0 Valor Maximo Recomendavel - VMR de operacao da Velocidade do Ar, no nivel de
1,5m do piso, na regiao de influéncia da distribuicao do ar é de menos 0,25 m/s.

3.4 - a Taxa de Renovagao do Ar adequada de ambientes climatizados sera, no minimo,
de 27 m*/hora/pessoa, exceto no caso especifico de ambientes com alta rotatividade de
pessoas. Nestes casos a Taxa de Renovacdo do Ar minima serd de 17 m*/hora/pessoa,
nao sendo admitido em qualquer situacao que os ambientes possuam uma concentragao
de CO2, maior ou igual a estabelecida em IV-2.1, desta Orientacdo Técnica.



115

3.5 - a utilizacdo de filtros de classe G1 é obrigatdria na captacdo de ar exterior. O Grau
de Pureza do Ar nos ambientes climatizados sera obtido utilizando-se, no minimo, filtros
de classe G-3 nos condicionadores de sistemas centrais, minimizando o acumulo de
sujidades nos dutos, assim como reduzindo os niveis de material particulado no ar
insuflado2.

Os padroes referenciais adotados complementam as medidas basicas definidas na Portaria
GM/MS n.© 3.523/98, de 28 de agosto de 1998, para efeito de reconhecimento, avaliagao
e controle da Qualidade do Ar Interior nos ambientes climatizados. Deste modo poderao
subsidiar as decisdes do responsavel técnico pelo gerenciamento do sistema de
climatizacdo, quanto a definicdo de periodicidade dos procedimentos de limpeza e
manutencao dos componentes do sistema, desde que asseguradas as freqliéncias
minimas para o0s seguintes componentes, considerados como reservatorios,
amplificadores e disseminadores de poluentes.

Componente Periodicidade

Tomada de ar externc Limpeza mensal ou gquando descartavel até sua obli-
teracio (miximo 3 meses)

Lnidades filtrantes Limpeza mensal ou gquando descartivel até sua obli-
teracio (miximo 3 meses)

Bandeja de condensado Mensal*

Serpenting de aguecimento Desencrustacio semestral e limpeza trimestral

Serpenting de resfriamento Desencrustacio semestral e limpeza trimestral

Limidificador Desencrustacio semestral e hmpeza trimestral

Wentilador Semestral

Plenum de mistura’casa de mdquinas Mensal

* - Excetuando na vigéncia de tratamento quimico continuo gue passa a respeitar a periodicidade

indicada pelo fabricante do produto utilizado.

V - FONTES POLUENTES

Recomenda que sejam adotadas para fins de pesquisa e com o proposito de levantar
dados sobre a realidade brasileira, assim como para avaliacao e correcao das situacoes
encontradas, as possiveis fontes de poluentes informadas nos Quadros I e II.
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Possiveis fontes de poluentes bioldgicos
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Agentes biologicos

Principais fontes em ambientes inte-
riores

Principais Medidas de corre¢io em
ambientes interiores

Bactérias Reservatdrios com dgua estagnada, Realizar 2 limpeza e a conservacio das
torres de resfriamento, bandejas de con- [torres de resfriamento; higienizar os re-
densado, desumificadores, servatorios e bandejas de condensado
ou manter tratamento continuo para eli-
minar as fontes; eliminar as infiltrages;
higienizar as superficies.

umidificadores, serpentinas de condicio-

nadores de ar e superficies umidas e

quentes.

Fungos Ambientes tmidos e demais fontes de| Corngir a umidade ambiental; manter
multiplicagio fingica, como materias|sob controle rigide vazamentos, mfiltra-
porosos orginicos Gmidos, forros, ;oes e condensacdo de dgua;
paredes e 1solamentos amidos; ar exter-| higienizar os ambientes ¢ componentes
no, interior de condicionadores ¢ dutos|do sistema de chmatizagio ou manter
sem manutencio, vasos de terra com ftratamento
plantas.

continuo para eliminar as fontes; eli-
|minar materiais porosos contaminados;
eliminar ou restringir

vasos de plantas com cultive em terra,
ou substituir pelo cultivo em agua

(hdropomia); utihzar filiros G-1 na re-
novacio do ar externo.

Protozodrios Reservatirios de dgua contaminada, [Higienizar o reservatorio ou manter fra-
bandejas e umidificadores de condicio- [tamento continug para eliminar as fon-
nadores sem manutencdo. tes.

Wirus Hospedeiro humano. Adequar o nimero de ocupantes por m’
de drea com aumento da renovacio de
ar, evitar a presenga de pessoas infec-
tadas nos ambientes climatizados

Algas Torres de resfriamento e bandejas de|Higienizar os reservatirios e bandejas
condensado. de condensado ou manter tratamento

continuo para ehminar_as fontes.

Palen Ar externo, Munter filtragem de acordo com NBR-
6401 da ABNT

Artripodes Poeira caseira. Higienizar as superficies fixas e mob-
lidrio, especialmente os revestidos com
Jtecidos e tapetes; restringir ou eliminar
0 uso desses revestimentos.

Animais Roedores, morcegos e aves. Restringir o acesso, controlar os roedo-

res, 0§ morcegos, ninhos de aves e res-
eCtivos excrementos.




QUADRO 11

Possiveis fontes de poluentes guimicos ’

Agentes quimicos

Principais fontes em ambientes inte-
riores

Principais medidas de correcio em
ambientes interiores

0

Combustdo (cigarros, quemmadores de
fogbes ¢ veiculos automotores).

Manter a captagdo de ar extenior com
baixa concentragio de poluentes; res-
tringir as fontes de combustio;

manter a exaustio em dreas em que
ocorre combustio; eliminar a infiltragio
de CO proveniente de fontes

externas; restringr o tabagismo em
|ﬂreas fechadas.

Produtos de metabolismo humano e

combustiio,

Aumentar a renovagio de ar externo;
restringir as fontes de combustio e o
tabagismo em dreas fechadas; eliminar a
infiltragio de fontes externas.

(8%

Combustio.

Restringir as fontes de combustdo; man-
fter a exaustio em dreas em que ocorre
combustic; impedir a infiltragdo

de NO, provemente de fontes externas;
frestringir o tabagismo em dreas fecha-
das.

ID].

Maguinas copradoras e impressoras a la-
Ser

Adotar medidas especificas para reduzir
4 contaminacio dos ambientes interio-
res, com exaustio do ambiente

ou enclausuramento em locais exclusi-
VOS pard 0s equipamentos que apresen-
|tern grande capacidade de produgio de
(0.

Formaldeido

Materiais de acabamento, mobilidrio,
cola, produtos de limpeza domissanitd-
ros

Selecionar os materiais de construgio,
facabamento e mobilidrio que possuam
ou emitam menos formaldeido; usar

|pmdutm domissanitarios que ndo con-
tenham formaldeido.

Material particulado

Poeira e fibras.

Manter filtragem de acordo com NBR-
6402 da ABNT; evitar 1solamento ter-
mao-acistico gue possa emitir fibras
Mminerdis, organicas ou sintéticas para o
ambiente climatizado; reduzir as fontes
internas e externas; higlenizar as
superficies fixas e mobilidrios sem o uso
de vassouras, escovas ou espanadores;
selecionar os matenais de

construgio ¢ acabamento com  menor
porosidade; adotar medidas especificas
para reduzir a contaminagio dos
ambientes mteriores (vide bioldgicos);
restringir o tabagismo em dreas fecha-
dis.

Fumo de tabaco

Queima de cigarro, charuto, cachimbo,
efe.

Aumentar 2 quantidade de ar externo
admitido para renovacio e'ou exaustio
dos poluentes; restringir o tabagismo em
dreas fechadas.
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lcov Cera, mobilidrio, produtos usados em [Selecionar os materiais de construgio,
limpeza ¢ domissanitirios, solventes, Jacabamento, mobilidrio; usar produtos
materiais de revestimento, tintas, colas, [de limpeza e domissanitirios que nio
ete.
contenham COV ou que ndo apresentem
alta taxa de volatilizacio e toxicidade.
|COS-Y Cueima de combustiveis e utilizagio de [Eliminar a contaminacio por fontes pes-
pesticidas. ticidas, inseticidas e a queima de com-
bustiveis; manter a captagio de ar ex-
terior afastada de poluentes.

COV - Compostos Orginicos Volateis.
COS-V - Compostos Orginicos Semi- Voldteis.

Observacdes - Os poluentes indicados sao aqueles de maior ocorréncia nos ambientes de
interior, de efeitos conhecidos na salde humana e de mais facil deteccao pela estrutura
laboratorial existente no pais.

Outros poluentes que venham a ser considerados importantes serao incorporados aos
indicados, desde que atendam ao disposto no paragrafo anterior.

VI - AVALIACAO E CONTROLE

Recomenda que sejam adotadas para fins de avaliacao e controle do ar ambiental interior
dos ambientes climatizados de uso coletivo, as seguintes Normas Técnicas 001, 002, 003
e 004.

Na elaboracdo de relatdrios técnicos sobre qualidade do ar interior, é recomendada a
NBR-10.719 da ABNT - Associacao Brasileira de Normas Técnicas.

1 World Health Organization. Indoor air quality: biological contaminants; Copenhagen,
Denmark, 1983 ( European Series n° 31).

2 American Society of Hearting, Refreigerating and Air Conditioning Engineers, Inc.
ASHARAE Standard 62 - Ventilation for Acceptable Indoor Air Quality, 2001

3 Kulcsar Neto, F & Siqueira, LFG. Padroes Referenciais para Andlise de Resultados de
Qualidade Microbioldgica do Ar em Interiores Visando a Salude Publica no Brasil - Revista
da Brasindoor . 2 (10): 4-21,1999.

4 Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA, Resolucao n.° 03 de 28/06 /1990.

5 ABNT - Associagao Brasileira de Normas Técnicas, NBR 6401 - Instalagbes Centrais de
Ar Condicionado para Conforto - Parametros Basicos de Projeto, 1980.

6 Siqueira, LFG & Dantas, EHM. Organizacdo e Métodos no Processo de Avaliacao da
Qualidade do Ar de Interiores - Revista da Brasindoor, 3 (1): 19-26, 1999.

7 Aquino Neto, F.R; Brickus, L.S.R. Padrdes Referenciais para Analise de Resultados da
Qualidade Fisico-quimica do Ar de Interior Visando a Saude Publica. Revista da
Brasindoor, 3(2):4 -15,1999
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NORMA TECNICA 001

Qualidade do Ar Ambiental Interior. Método de Amostragem e Andlise de Bioaerosol em
Ambientes Interiores.

METODO ANALITICO

OBJETIVO: Pesquisa, monitoramento e controle ambiental da possivel colonizacdo,
multiplicacdao e disseminagao de fungos em ar ambiental interior.

DEFINIGOES:
Bioaerosol: Suspensao de microorganismos (organismos viaveis) dispersos no ar.

Marcador epidemioldgico: Elemento aplicavel a pesquisa, que determina a qualidade do ar
ambiental.

APLICABILIDADE: Ambientes de interior climatizados, de uso coletivo, destinados a
ocupagoes comuns (n3o especiais).

MARCADOR EPIDEMIOLOGICO: Fungos viaveis.
METODO DE AMOSTRAGEM: Amostrador de ar por impactacdo com acelerador linear.
PERIODICIDADE: Semestral.

FICHA TECNICA DO AMOSTRADOR:

Amaostrador: Impactador de 1, 2 oo & estigios.
Meio de Cultive: Agar Extrato de Malte, Agar Sabouraud Dextrose a 4%, Agar Batata Dextrose ou
outro, desde que cientificamente validado.

Taxa de Vazdo: fixa entre 25 a 35 Vmin. sendo recomendada 283 min.

Tempo de Amostragem: de 5 a 15 minutos, dependendo das especificagdes do amostrador. Volume
Minimao: 140 1

Volume Méximo: 500 ]

Embalagem: Rotina de embalagem para protegio da amostra com nivel de biosseguranga 2 (recipiente
lacrado, devidamente identificado com simbolo de risco bioldgico)

Transporte: Rotina de embalagem para protegio da amostra com nivel de biosseguranga 2 (recipiente
lacrado, devidamente identificado com simbolo de risco bioldgico)

MNota: Em dreas altamente contaminadas, pode ser recomendivel uma amostragem com tempo ¢ volume
Imenmes.

Calibracio: Semestral Exatidio: £ 0,02 I'min.
Precisiio: + 9992 %,

ESTRATEGIA DE AMOSTRAGEM:

- selecionar 01 amostra de ar exterior localizada fora da estrutura predial na altura de
1,50 m do nivel da rua.

- Definir o numero de amostras de ar interior, tomando por base a area construida
climatizada dentro de uma mesma edificagao e razao social, seguindo a tabela abaixo:



120

Area construida (m%) Nimero minimo de amostras

At 1000 |
L.O00 a 2.000 3
2000 a 3.000 5
3.000 a 5.000 i
5000 a 10.000 |2
10000 a 15.000 15
15,000 a 20000 |8
20,000 a 30.000 21
Acima de 30.000 15

- as unidades funcionais dos estabelecimentos com caracteristicas epidemioldgicas
diferenciadas, tais como servico médico, restaurantes, creches e outros, deverdao ser
amostrados isoladamente.

- 0s pontos amostrais deverao ser distribuidos uniformemente e coletados com o
amostrador localizado na altura de 1,5 m do piso, no centro do ambiente ou em zona
ocupada.

PROCEDIMENTO LABORATORIAL: Método de cultivo e quantificacdo segundo
normatizagdes universalizadas. Tempo minimo de incubacdo de 7 dias a 250C.,
permitindo o total crescimento dos fungos.

BIBLIOGRAFIA: "Standard Methods for Examination of Water and Wastewater".

17 th ed. APHA, AWWA, WPC.F; "The United States Pharmacopeia". USP, XXIII ed., NF
XVIII, 1985.

NIOSH- National Institute for Occupational Safety and Health, NIOSH Manual of Analytical
Methods (NMAM), BIOAEROSOL SAMPLING (Indoor Air) 0800, Fourth Edition.

IRSST - Institute de Recherche en Santé et en Securité du Travail du Quebec, Canada,
1994.

Members of the Technicael Advisory Committee on Indoor Air Quality, Commission of
Public Health Ministry of the Environment - Guidelines for Good Indoor Air Quality in
Office Premises, Singapore.

NORMA TECNICA 002

Qualidade do Ar Ambiental Interior. Método de Amostragem e Analise da Concentracao de
Diéxido de Carbono em Ambientes Interiores.

METODO ANALITICO

OBJETIVO: Pesquisa, monitoramento e controle do processo de renovagao de ar em
ambientes climatizados.

APLICABILIDADE: Ambientes interiores climatizados, de uso coletivo.
MARCADOR EPIDEMIOLOGICO: Diéxido de carbono (C02).
METODO DE AMOSTRAGEM: Equipamento de leitura direta.
PERIODICIDADE: Semestral.
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FICHA TECNICA DOS AMOSTRADORES:

Amostrador: Leitura Direta por meio de sensor infravermelho nio dispersivo ou célula eletrogui
mica,

Calibragio: Anual ou de acordo com es-|Faixa: de 0 a 5.000 ppm.

pecificacio do fabricante. Exatidio: + 50 ppm + 2% do valor medido

ESTRATEGIA DE AMOSTRAGEM:

- Definir o numero de amostras de ar interior, tomando por base a area construida
climatizada dentro de uma mesma edificagao e razao social, seguindo a tabela abaixo:

Area construida (m?) Numers minimo_de amostras

Ate 1000 1
L.O00 a 2.000 3
2.000 a 3.000 5
3.000 a 5.000 2
5000 a 10000 12
10000 a 15.000 15
15000 a 20,000 18
20,000 g 30.000 21
Acima de 30,000 25

- as unidades funcionais dos estabelecimentos com caracteristicas epidemioldgicas
diferenciadas, tais como servico médico, restaurantes, creches e outros, deverdao ser
amostrados isoladamente.

- 0s pontos amostrais deverao ser distribuidos uniformemente e coletados com o
amostrador localizado na altura de 1,5 m do piso, no centro do ambiente ou em zona
ocupada.

PROCEDIMENTO DE AMOSTRAGEM: As medidas deverdo ser realizadas em horarios de
pico de utilizagdo do ambiente.

NORMA TECNICA 003

Qualidade do Ar Ambiental Interior. Método de Amostragem. Determinacao da
Temperatura, Umidade e Velocidade do Ar em Ambientes Interiores.

METODO ANALITICO

OBJETIVO: Pesquisa, monitoramento e controle do processo de climatizacao de ar em
ambientes climatizados.

APLICABILIDADE: Ambientes interiores climatizados, de uso coletivo.
MARCADORES: Temperatura do ar (°C ) Umidade do ar ( % ) Velocidade do ar ( m/s).

METODO DE AMOSTRAGEM: Equipamentos de leitura direta. Termo-higrometro e
AnemOmetro.

PERIODICIDADE: Semestral.
FICHA TECNICA DOS AMOSTRADORES:
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Amostrador: Leitura Direta - Termo-higrometro.

Principio de operacio: Sensor de temperatura do tipo termo-resisténcia. Sensor de umidade do tipo
capacitivo ou por condutividade elétrica.

Calibracio: Anual Faixa: 07 C a 70° C de temperatura

5% a 95 % de umidade

Exatidio: £ 08 * C de temperatura

+ 5% do valor medido de umidade

Amostrador: Leitura Direta - Anemdmetro.

Principio de operagio: Preferencialmente de sensor de velocidade do ar do tipo fio aguecido ou fio
termico.

Calhbracio: Anual Faixa: de 0 a 10 m/s

Exatidio: £ 0.1 m/s &+ 4% do valor medido

ESTRATEGIA DE AMOSTRAGEM:

- Definir o numero de amostras de ar interior, tomando por base a area construida
climatizada dentro de uma mesma edificagao e razao social, seguindo a tabela abaixo:

Area construida (m?) MNimero minimo_de_amostras
Ateé 1.000 I
L0003 2000 3
2000 a 3.000 5
3000 a 5000 B

5000 a 10.000 12
10000 a 15.000 15
15,000 a 20.000 |8
20000 a 30,000 21
Acima de 30.000 215

- as unidades funcionais dos estabelecimentos com caracteristicas epidemioldgicas
diferen-ciadas, tais como servico médico, restaurantes, creches e outros, deverdo ser
amostrados isolada-mente.

- 0s pontos amostrais deverao ser distribuidos uniformemente e coletados com o
amostrador localizado na altura de 1,5 m do piso, no centro do ambiente ou em zona
ocupada, para o Termo-higrometro e no espectro de acdo do difusor para o
AnemoOmetro.

Norma Técnica 004

Qualidade do Ar Ambiental Interior. Método de Amostragem e Analise de Concentracao de
Aerodispersoides em Ambientes Interiores.

METODO ANALITICO

OBJETIVO: Pesquisa, monitoramento e controle de aerodispersoides totais em ambientes
interiores climatizados.

APLICABILIDADE: Ambientes de interior climatizados, de uso coletivo, destinados a
ocupagoes comuns (nao especiais).

MARCADOR EPIDEMIOLOGICO: Poeira Total (ug/m?).

METODO DE AMOSTRAGEM: Coleta de aerodispersoides por filtracdo (MB-3422 da
ABNT).

PERIODICIDADE: Semestral.
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FICHA TECNICA DO AMOSTRADOR:

Amostrador: Unidade de captagio constituida por filtros de PVC, didmetro de 37 mm e porosidade de
5 wm de didmetro de poro especifico para poeira total a ser coletada; Suporte de filiro em disco de
celulose; Porta-filtro em plistico transparente com difimetro de 37 mm.

Aparelhagem: Bomba de amostragem, que mantenha ao longo do periodo de coleta, a vazio imicial de
cahbracio com variacdo de 5%.

Taxa de Vazio: 1,0 a 3.0 Vmin, recomendado 2,0 'min.

Yolume Minimo: 50 1

Wolume Maximo: 40001

Tempo de Amostragem: relagio entre o volume captado e a taxa de vazio utilizada

Embalagem: Rotina
Calibracio: Em cada procedimento de coleta se operado com |Exatidio: £ 5% do valor medido
bombas diafragmaticas

ESTRATEGIA DE AMOSTRAGEM:

- Definir o numero de amostras de ar interior, tomando por base a area construida
climatizada dentro de uma mesma edificagao e razao social, seguindo a tabela abaixo:

Area construida (m?) Numere minimo de amostras

Até 1000 |
L0000 a 2 000 3
2.000 a 3.000 5
3.000 a 5.000 g
5000 a 10,000 12
L0L000 a 15000 15
15,000 a 20000 18
200000 a 30.000 21
Acima de 30000 25

- as unidades funcionais dos estabelecimentos com caracteristicas epidemioldgicas
diferenciadas, tais como servico médico, restaurantes, creches e outros, deverdao ser

amostrados isoladamente.

- 0s pontos amostrais deverao ser distribuidos uniformemente e coletados com o
amostrador localizado na altura de 1,5 m do piso, no centro do ambiente ou em zona

ocupada.

PROCEDIMENTO DE COLETA: MB-3422 da ABNT.

PROCEDIMENTO DE CALIBRACAO DAS BOMBAS: NBR- 10.562 da ABNT
PROCEDIMENTO LABORATORIAL: NHO 17 da FUNDACENTRO

VII - INSPECAO

Recomenda que os orgaos competentes de Vigilancia Sanitaria com o apoio de outros
orgaos governamentais, organismos representativos da comunidade e dos ocupantes dos
ambientes climatizados, utilizem esta Orientacdo Técnica como instrumento técnico
referencial, na realizacdao de inspecdes e de outras agdes pertinentes nos ambientes

climatizados de uso publico e coletivo.
VIII - RESPONSABILIDADE TECNICA

Recomenda que os proprietarios, locatarios e prepostos de estabelecimentos com
ambientes ou conjunto de ambientes dotados de sistemas de climatizagdo com



124

capacidade igual ou superior a 5 TR (15.000 kcal/h = 60.000 BTU/h), devam manter um
responsavel técnico atendendo ao determinado na Portaria GM/MS n° 3.523/98, além de
desenvolver as seguintes atribuigoes:

a) providenciar a avaliagdo bioldgica, quimica e fisica das condicdes do ar interior dos
ambientes climatizados;

b) promover a correcdo das condigdes encontradas, quando necessaria, para que estas
atendam ao estabelecido no Art. 4° desta Resolucao;

c) manter disponivel o registro das avaliacdes e correcdes realizadas; e

d) divulgar aos ocupantes dos ambientes climatizados os procedimentos e resultados das
atividades de avaliacdo, correcao e manutencao realizadas.

Em relacdo aos procedimentos de amostragem, medicdes e analises laboratoriais,
considera-se como responsavel técnico, o profissional que tem competéncia legal para
exercer as atividades descritas, sendo profissional de nivel superior com habilitacao na
area de quimica (Engenheiro quimico, Quimico e Farmacéutico) e na area de biologia
(Bidlogo, Farmacéutico e Biomédico) em conformidade com a regulamentacao profissional
vigente no pais e comprovacio de Responsabilidade Técnica - RT, expedida pelo Orgdo
de Classe.

As andlises laboratoriais e sua responsabilidade técnica devem obrigatoriamente estar
desvinculadas das atividades de limpeza, manutencdao e comercializacao de produtos
destinados ao sistema de climatizagao.
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8.2 Anexo 2
CONSULTA PUBLICA N¢ 109, DE 11 DE DEZEMBRO DE 2003.

A Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, no
uso da atribuicao que lhe confere o art. 11, inciso IV, do Regulamento da ANVISA
aprovado pelo Decreto n® 3.029, de 16 de abril de 1999, c/c com o art. 111, inciso
I, alinea “e” do Regimento Interno aprovado pela Portaria n® 593, de 25 de agosto
de 2000, republicada no DOU de 22 de dezembro de 2000, em reunido realizada
em 10 de dezembro de 2003.

adota a seguinte Consulta Publica e eu, Diretor-Presidente, determino a
sua publicagéo:

Art. 12 Fica aberto, a contar da data de publicacao desta Consulta Publica,
o prazo de 90 (noventa) dias para que sejam apresentadas criticas e sugestoes
relativas a proposta de Resolu¢do que Dispde sobre Indicadores de Qualidade
do Ar Ambiental Interior em Servicos de Saude, em anexo.

Art. 22 Informar que o texto da proposta de Resolucdo de que trata o art. 1°
estara disponivel na integra, durante o periodo de consulta, no endereco
eletrdbnico www.anvisa.gov.br e que as sugestdes deverdao ser encaminhadas por
escrito para o seguinte endereco: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria /
Geréncia Geral de Tecnologia em Servicos, SEPN 515, Bloco "B", Edificio
Omega, 42 andar, Asa Norte, Brasilia-DF, CEP 70.770.502, por Fax: (61) 448-
1302 ou E-mail: arquitetura.engenharia@anvisa.gov.br.

Art. 32 Findo o prazo estipulado no Art. 12 a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria articular-se-4 com os 6rgaos e entidades envolvidos e aqueles que
tenham manifestado interesse na matéria, para que indiguem representantes nas
discussdes posteriores, visando a consolidagéao do texto final.

CLAUDIO MAIEROVITCH PESSANHA HENRIQUES
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Resolucao-REn? ,de de 2003.

O Diretor da Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, no uso da atribuicdo que |lhe confere a Portaria n® 1096, do Diretor
Presidente, de 4 de dezembro de 2003;

considerando o § 3% do art. 111 do Regimento Interno aprovado pela
Portaria n® 593, de 25 de agosto de 2000, republicada no DOU de 22 de
dezembro de 2000,

considerando a preocupagdo com a saude, a seguranca, o bem-estar e 0
conforto dos pacientes e trabalhadores ocupantes de ambientes criticos e
semicriticos dos servigos de saude;

considerando a possibilidade de controvérsia de dados cientificos sobre a
participacdo do meio ambiente na transmissdo de processos infecciosos em
servicos de saude, objeto de normatizagdes por alguns paises desenvolvidos'??
e de estudos ainda ndo consolidados por outros®, sendo entretanto aceito por
todos, do aumento do risco de transmissdo de doencas infecciosas por via
ambiental, em fungdo do aumento de processos e procedimentos
imunossupressores e populacao usuaria mais susceptivel em servicos de saude;

considerando a nao uniformidade de instalacdes de sistemas de
climatizacdo em servicos de saude no Brasil, por sua extensdo territorial e
diferencas econdémicas e tecnoldgicas e a possibilidade da participacdao do meio
ambiente na cadeia epidemiol6gica das infeccoes em servigos de saude;

considerando a necessidade de instrumentalizar as equipes profissionais
envolvidas na prevencdo e controle de infeccdo em servicos de saude; no
planejamento, analise e execugdao de projetos fisicos e de equipamentos; na
inspecdo de servicos de saude; na manutencdo e operagdo de sistemas de
climatizacao instalados em servigos de saude;

considerando a necessidade de se manter em niveis controlados a
participacao ambiental nos
processos infecciosos em servigos de saude;

considerando os direitos dos usuarios, como consumidores, e dos
profissionais da area da saude,

como trabalhadores nos servicos de saude, de possuirem um ambiente de
trabalho saudavel;

considerando que as medidas recomendadas para ambientes de
estabelecimentos assistenciais de saude classificados como n&o criticos seguem
os padrbes estabelecidos para areas comuns de uso publico e coletivo, conforme
definido na Orientacado Técnica da ANVISA, Resolucao RE n® 9, de 16 de janeiro
de 2003;
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considerando o atual estagio de conhecimento da comunidade cientifica,
na area de qualidade do ar interior, que estabelece indicadores e padrdes para o
controle do ar ambiental,

considerando que a matéria foi submetida a apreciacdo da Diretoria
Colegiada que a aprovou em reunido realizada em 10 de dezembro de 2003,
resolve:

Art. 12. Determinar a publicacdo de Orientacdo Técnica referente a Indicadores
de Qualidade do Ar Interior em Ambientes de Servicos de Saude, no que diz
respeito a definicdo de parametros bioldgicos, quimicos e fisicos do ar interior, a
identificacdo das possiveis fontes poluentes de natureza biol6gica, quimica e
fisica e métodos analiticos (Normas Técnicas), em anexo.

Art. 2% Os 6rgaos competentes de Vigilancia Sanitaria utilizardo esta Orientacao
Técnica como instrumento

técnico orientativo de suas avaliagdes na realizacdo de inspecdes e de outras
acoes pertinentes nos

servicos de saude.

Art. 3°. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude
prestara cooperacao técnica as

Secretarias Estaduais e Municipais de Saude, a fim de orienta-las sobre o exato
cumprimento e

interpretacao desta Orientacdo Técnica.

Art. 4°, Esta Resolucao entrara em vigor na data da sua publicacao.

FRANKLIN RUBINSTEIN
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ANEXO

ORIENTACAO TECNICA REFERENTE A INDICADORES DE QUALIDADE DO
AR INTERIOR EMAMBIENTES DE SERVICOS DE SAUDE

As medidas recomendadas por esta Orientagdo Técnica aplicam-se aos
ambientes classificados como criticos e semicriticos dos estabelecimentos
assistenciais de saude, na area publica e privada compreendendo:

a) as construcbes novas de estabelecimentos assistenciais de saude de todo o
pais;

b) as areas a serem ampliadas de estabelecimentos assistenciais de saude ja
existentes;

c) as reformas de estabelecimentos assistenciais de saude ja existentes e os
anteriormente ndo destinados a estabelecimentos de saude.

1. DEFINICOES
Para fins desta Orientacdo Técnica sao adotadas as seguintes definicoes:

1.1. Ambientes criticos: ambientes com ou sem pacientes onde existe
risco aumentado de contaminacao de individuos, alimentos ou de produtos. Sao
locais onde se realizam procedimentos invasivos, encontram-se pacientes
imunodeprimidos ou com doencas infecto-contagiosas, manipulam-se produtos
estéreis, com alto risco de contaminagéo.

1.2. Ambientes semicriticos: ambientes ocupados por pacientes,
excluindo-se os de areas criticas, e todos os ambientes onde de realizam
procedimentos de baixo risco de infeccao ou de contaminagéo.

1.3. Ambientes nao-criticos: ambientes do EAS ndo ocupados por
pacientes, onde ndo se realizam procedimentos de risco de infeccdo ou de
contaminacgao.

1.4. Classificacao de risco de ocorréncia de eventos adversos a saude
por exposicao ao ar ambiental:

1.4.1. Nivel 0. Area onde o risco ndo excede aquele encontrado em
ambientes de uso publico e coletivo.

1.4.2.Nivel 1. Area onde nao foi constatado o risco de eventos adversos
relacionados a qualidade do ar, porém algumas autoridades, organizacbes ou
investigadores sugerem que o risco deva ser considerado.

1.4.3. Nivel 2. Area onde existem fortes evidéncias de risco de ocorréncia
de eventos adversos relacionados a qualidade do ar de seus ocupantes ou de
pacientes que utilizardo produtos manipulados nestas areas, baseadas em
estudos experimentais, clinicos ou epidemioldgicos bem delineados.
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1.4.4. Nivel 3. Area onde existem fortes evidéncias de alto risco de eventos
adversos de seus ocupantes ou de pacientes que utilizam produtos manipulados
nestas areas, baseados em estudos experimentais, clinicos ou epidemioldgicos
bem delineados.

1.5. Controle do ar ambiental: avaliacdo e manutencdo em niveis
recomendados dos parametros quimicos, fisicos e bioldégicos do ar ambiental
interior.

1.6. Eventos adversos: eventos que produzem, ou potencialmente podem
produzir, resultados inesperados ou indesejados que afetem a saude de
pacientes, trabalhadores ou usuarios de servicos de saude.

1.7. Indicadores de qualidade do ar ambiental interior: parametros
qualitativos e/ou quantitativos de Qualidade do Ar Ambiental Interior, utilizados
como sentinela para determinar a necessidade de medidas corretivas e se estas
medidas resultaram em alteracdo destes parametros.

1.8. Medidas de controle do ar ambiental interior: acdes preventivas e
corretivas relacionadas a qualidade do ar ambiental interior destinadas as
reducdes dos riscos a saude.

1.9. Servicos de saude: denominacdo genérica de estabelecimentos
destinados ao desenvolvimento de acodes relacionadas a promocao, protegao,
manutencgao e recuperacao da saude e/ou pesquisas na area
de saude, qualquer que seja o seu nivel de complexidade.

2. INDICADORES DE QUALIDADE DO AR INTERIOR EM AMBIENTES
DE SERVICOS DE SAUDE

2.1. A presente Orientacao Técnica define medidas de carater preventivo a
serem contempladas para o controle e validagdo de acdes recomendadas para o
Programa de Controle de Qualidade Ambiental® e suas varidveis em servicos de
saude.

2.2. Devem ser adotadas as seguintes diretrizes nas acdes para obtencao
de condicdes satisfatérias do ar ambiental dentro do Programa de Controle de
Qualidade Ambiental:

a) Politicas de ocupacdo de areas especificas: utilizacdo de barreiras
fisicas e os fluxos de trabalho e barreiras primarias, como cabines de seguranca
biologica (CSB) ou equipamentos de protecdo individual (EPI), considerando as
caracteristicas da populacao usuaria, materiais, equipamentos e o nivel de risco
envolvido nos procedimentos.

b) Politicas de acesso humano, de materiais e equipamentos em areas
especificas: utilizacdo de procedimentos e praticas de entrada e saida,
manutencdo e manuseio, segundo seu nivel de risco.
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c) Préaticas de controle de superficies e artigos: utilizacdo de procedimentos
e praticas de higienizacao, segundo seu nivel de risco.

d) Programa de manutencéo, operacao e controle dos sistemas prediais:
acompanhamento das condicbes das instalagdes hidrossanitarias, elétricas,
eletrénicas, fluido-mecanico e de climatizagdo existentes, segundo as
caracteristicas exigidas pelo nivel de risco ambiental.

2.3. Sao consideradas situagdes criticas para a qualidade do ar ambiental:

a) Construcdes e reformas de quaisquer dimensdes em qualquer ambiente
do servico de saude.

b) Construcoes e reformas que envolvam demolicdes em areas do préprio
lote do servigo de saude ou de lotes vizinhos, adjacentes, ao servigco de saude.

2.4. As situacoes acima consideradas devem ser previstas, acompanhadas
e concluidas por acdes descritas no Programa de Controle de Qualidade
Ambiental*®.

2.5. Na classificagéo de risco para ocorréncia de eventos adversos, devem
ser consideradas as seguintes variaveis e componentes capazes de comprometer
os resultados e processos esperados na realizagdo dos procedimentos de
promogcao, protecdo, manutencao e recuperacao da saude.

2.5.1. Componentes Quimicos

Os contaminantes de origem quimica deverdao ser pesquisados de forma
particular, contemplando-se a existéncia de fontes, susceptibilidade do paciente e
atendendo as especificacdes dos “Programa de Prevencao de Riscos Ambientais”
— PPRA e “Programa de Controle Médico de Saude Ocupacional” - PCMSO. Os
valores maximos aceitaveis para contaminantes de origem quimica sao descritos
na tabela 1.

Tabela 1 — Componentes Quimicos

Componentes Valores maximos
Particulas respiraveis menores que 10 um a0 pwg/m*®
Fenol 15 mgim”
Formaldeido 2,3 mg/m°
Etanol 1480 mg/m*®
Cloro 2,3 mg/m*®

2.5.2. Variaveis fisicas

Os parametros de origem fisica deverao ser considerados como descrito na
tabela 2 (situacdes de conforto) para areas que nao exijam especificacoes
diferenciadas.

a) Em situagdes especiais onde haja necessidade da manutencdo de
condigdes especificas de
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temperatura, umidade relativa do ar e pressao, utilizar os parametros definidos no
Apéndice |.

b) Essas informacdes devem ser complementadas com os dados da
Tabela 1 - Parametros de projeto, definidos na norma ABNT NBR 7256 -
Tratamento de ar em estabelecimentos assistenciais de saude.

c) Para a avaliacdo dos parametros fisicos em ambientes climatizados,
utilizando indicadores de Qualidade do Ar Ambiental Interior, recomenda-se a
Norma Técnica 001, relacionada no Apéndice I

Tabela 2 — Variaveis fisicas

Variaveis Valores recomendaveis
Temperatura 21°CaM°*C
Umidade relativa 40% a 60%
Yelocidade do ar = 0,25 mis
{movimentagao ao nivel de 1,5 m do piso)

2.5.3. Variaveis Biolégicas

O indicador de qualidade de ar ambiental interior é a contagem total de
bactérias e fungos, nao devendo ultrapassar os niveis relacionados abaixo.

Variaveis e Componentes Nivel 0 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
Particulas bioldgicas totais no ar| < 750 ufc/m® | = 500 ufc/m® | = 200 ufc/m? = &0 ufcim?
ambiental

Para a avaliagdo das variaveis bioldgicas em ambientes climatizados,
utilizando indicadores de Qualidade do Ar Ambiental Interior, recomendam-se as
Normas Técnicas 002, 003 e 004, relacionadas no Apéndice Ill, IV e V
respectivamente.

2.6. Na vigéncia de evidéncias epidemiolégicas de eventos adversos
especificos em pacientes ou profissionais da area da saude, causadas pelo
contato com anestésicos e outros Compostos Organicos Volateis (COVs), estes
compostos devem ser avaliados e determinado o grau de comprometimento
ambiental, com objetivo de orientar e controlar as acdes de prevengao e/ou
corregao.

2.7. Devem ser observadas as orientagdes em relagdo aos procedimentos
de descarte dos residuos gerados no servico de saude, visando garantir a
qualidade do ar interior, conforme definidas no Regulamento Técnico da ANVISA,
Resolugao RDC n® 33, de 25 de fevereiro de 2003, referente ao gerenciamento de
residuos de servigcos de saude (RSS).

2.8. Nao devem ser aceitos nos ambientes microrganismos potencialmente
agressores com transmissdo comprovada por via ambiental®, excetuando-se as
areas de isolamento destinadas a internagdo de pacientes com infeccédo
transmitida pelo ar.
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2.9. Para os efeitos desta Orientacdo Técnica sdo adotados os niveis de
risco de ocorréncia de eventos adversos a saude relacionados ao ar ambiente em
servicos de saude, conforme o item 1.4, de acordo com as situagdes selecionadas
como potencialmente responsaveis pela aquisicao e/ou transmissao de eventos
adversos e pelos métodos ou processos realizados nos procedimentos de
promogao, protecao e recuperacao da saude.

2.10. As situacbes devem ser avaliadas em relagdo ao risco
comprovadamente presente, segundo descrito no Apéndice |, considerando:
procedimentos invasivos, manejo de pacientes susceptiveis, presenca de
substancias contaminantes e materiais contaminantes de varias origens ou
preparo de nutrientes, artigos e farmacos susceptiveis a contaminacao, que
gerem substancias quimicas no ambiente.

3. FONTES POLUENTES

3.1.Para fins de identificacdo e definicdo de acbes sdo apresentadas as
principais fontes de infeccdo no Quadro 1 e o modelo de disseminacdo de
infeccdo em sala cirurgica na Figura 16.

Quadro 1 - Possiveis fontes de infeccao, veiculadas pelo ar em areas
hospitalares.

Fontes internas Fontes externas
Facientes infectados, ou portadores | Solo & agua, incluindo torres de resfriamento.
assintomaticos, profissionals e visitantes.
Areas contaminadas (expurgo ou ndo) e fontes | Matérias organicas.
de aerossais.
Ventilagdo, sistema de ar condicionado, | Construgdes e reformas.
oxigenoterapia.
Adaptado de Fernandes, A.T. editor - Infeccdo Hospitalar & suas Interfaces na Area de Saude, 2000.

Figura 1 - Modelo de disseminacdo de infeccio em sala crdrgica.

Enddgenos Exdgencs
{infecgao propria) {Infecgdo cruzada)
Fonte: Paciente ——] Equipe cinirgica & Staff Equipamenios
da sala de cirurgia ‘Materais
Armnbients
Local da fonie Pele & nariz Trato Gastrointestinal Pel=
MNariz
Fatdgenas mais 5. aureus Enterobactérias 5. aureus S.aureus
frequentes 5. epidemnidis Bacieroides sp 5. epidermidis Pseudomonas sp
Clostridium sp Enterobaciéras
5. faecalis Aspergillus sp
Farmna de Contato a partir de locais Ar (escama de pele) Ar ambiental
disseminagso Caolonizados ou infectados Contato (luvas rompidas)

Adaptado de Femandes, A.T. editor - Infecgdo Hospitalar e suas Interfaces na Area de Salide, 2000
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4. RESPONSABILIDADES

4.1. E de responsabilidade do dirigente (administrador, proprietario, gerente
ou gestor) do servico de saude a designacdo de comissdao formada por
profissionais de representacdo das areas relacionadas ao risco gerado para
implantar e executar o Programa de Controle de Qualidade Ambiental e reducao
dos riscos de Infeccdo vinculadas ao ambiente em servigcos de saude.

4.2. Esta Comissao podera ter suas funcées desempenhadas por outra
comissao técnica ja constituida no servico de saude, garantida a presenca dos
profissionais relacionados aos riscos envolvidos. Podendo ser representada por:

a) Comissao de Controle de Infeccao Hospitalar (CCIH);

b) Comissao Interna de Biosseguranca em Saude (CIBS) ou equivalente.

4.3. A Comissao executiva do Controle de Qualidade Ambiental e reducao
dos riscos de infeccao ou agravo a saude vinculada ao ambiente, obriga-se a:

a) Estabelecer o plano de ag¢des de prevencao de fontes de contaminacao
vinculadas ao ambiente e ao sistema de climatizacdo ambiental;

b) Estabelecer o plano de acbes de correcdo de fontes de contaminacao
vinculadas ao ambiente e ao sistema de climatizacdo ambiental;

c) Estabelecer o plano de validacao das acdes de prevencgao e corregao de
fontes de contaminagédo vinculadas ao ambiente e ao sistema de climatizacédo
ambiental;

d) Estabelecer a periodicidade de controle dos ambientes em funcédo da
condicao estatistica de incidéncia de infeccdo hospitalar e agravo a saude de
usuarios, quer sejam pacientes ou profissionais de saude no estabelecimento de
sua responsabilidade.

4.4. A Comissao executiva do Controle de Qualidade Ambiental e reducao
dos riscos de infeccdo ou eventos adversos vinculados ao ambiente, devera
utilizar como instrumentos de validagao e controle de agdes:

a) Avaliac6es biolégicas, quimicas e fisicas das condigbes do ar interior
dos ambientes de servicos de saude. Os relatérios técnicos sobre qualidade do ar
interior devem ser elaborados conforme especificado pela norma ABNT NBR
10.719 — Apresentagéao de relatorios técnico-cientificos;

b) Utilizar como Padrao Referencial de Qualidade de ar ambiental em
estabelecimentos de saude,
segundo caracteristica da area e seus riscos, o0 estabelecido nos itens 2.5 e 2.9
desta Resolucao;

c) Manter disponivel o registro das validagcdes de acdes realizadas, pelo
prazo minimo de 5 (cinco) anos;

d) Manter disponivel o registro das avaliagdes e corregcdes realizadas, pelo
prazo minimo de 5 (cinco) anos;

e) Divulgar aos ocupantes dos ambientes os procedimentos e resultados
das atividades de avaliacao e correcao realizadas;

f) Desenvolver o controle ambiental envolvendo: ar interior, aguas,
superficies e residuos sélidos;
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g) Conhecer, acompanhar e colaborar com os estudos epidemiolégicos das
infecgdes relacionadas ao servico de salde, com vistas a execucao oportuna de
aclOes de prevencao e controle relacionados a qualidade do ar interior.
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Apéndice | - Variaveis Fisicas, Quimicas e Niveis de Risco.

Ambientes'™ Mivel de | Situacio a Condigao™
Risco™ | Controlar™

Atendimento Ambulatorial

Enfermagem

Sala de inalagdo 2 AgB, 490 |Exaustdo. Para procedimentos de
inalag3o de pentamidina adotar
100% de renovagdo de ar exterior
ou recirculagdo do ar somente
para a propria sala apds filtragem

F7 + A3,
Atendimento Imediato
Atendimento de urgéncias e emergéncias
Sala de procedimentos especiais (invasivos) 2 AgB Pressdo positiva.
Sala de emergéncia (politraumatismo, 2 AgB -
parada cardiaca)
Sala sob precaugtes de isolamento™® 2 AgB 100% de renovagdo de ar exterior

ou recirculagdo do ar somente
para a propria sala apds filtragem

F7 + A3,
Internagéo
Internacdo geral
Cuarto para internacdo de imunodeprimidos 3 AgB Pressio positiva.
Ciuzrto para paciente sob precaugio de 3 AgB Pressdo negativa. 100% de
isolamento para infec¢do transmitida pelo renovacio de ar exterior ou
ar'™ recirculagdo do ar somente para a
propria sala apos filtragem F7 =
Al
Internacdo de recém nascido
Bercario de cuidados intensivos (UTI 2 AgB, TE |Pressio positiva. Temperatura de
neonatal) hulbo seco entre 22°C e 26°C,
controlavel a critério da equipe
médica.
Internacdo intensiva (UTICTI)
Ciuarto ou area coletiva 2 AB Pressdo positiva.
Cuarto para internacdo de imunodeprimidos 3 AgB Pressdo positiva.
Ciuarto para paciente sob precaugdo de 3 AgB Pressdo negativa. 100% de
isclamento para infecgdo transmitida pelo renovacio de ar exterior ou
™ recirculagdo do ar somente para a
propria sala apos filtragem F7 =
Al
Internacdo para tratamento intensivo de queimados — UTQ
Ciuarto ou enfermaria (para pacientes ndo 2 AgB, TE |Pressio positiva. Temperatura de
expostos) hulbo seco entre 26°C e 30°C,

controlavel a critério da equipe
médica. Umidade relativa entre

60% e T0%.
Ciuarto ou enfermaria (para pacientas 3 AgB, TE |Pressio positiva. Temperatura de
Eexpostos) hulbo seco entre 26°C e 30°C,

controlavel a critério da equipe
médica. Umidade relativa entre
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Ambientes'" Nivel de | Situacio a Condigdo™
Risco™ | Controlar™

60% e T0%.
Apoio ao Diagnostico e Terapia

Patologia clinica

Sala do Laboratorio - Nivel de 1 AgB, Agd -

Biosseguranca 2 - NB 2"

Sala do Laboratorio - Nivlel de 3 AgB, AgQ Pressfo negativa. Exaustao.

Biossseguranga 3 - NB 3"

Imagenclogia

Salas de comando & componentes conicos 1 EQ Verificar o manual do fabricante

quanto as condigbes de
temperatura e umidade.

Hemodinamica - Sala de exame 2 AgB, EQ YWerificar o manual do fabricanie

guanto as condigdes de
temperatura & umidade.

Salas de exame (outros) 1 EQ YWerificar o manual do fabricante

quanto as condicdes de
temperatura & umidade.

Sala de exame de endoscopia f 1 AgB, Agd -

colonoscopia

Sala de exame de broncoscopia 2 AgB, Agd Pressdo negativa. 100% de

renovacdo de ar exterior ou
recirculag3o do ar somente para a
prépria sala apos filtragem F7 +
Al

Sala de preparo de equipamentos | 1 AgB, Agd Pressdo negafiva. Exaustio.

materiais endoscopicos

Anatomia patoldgica e citopatologia

Sala de macroscopia (descrigdo e lavagem, 1 AgB, Agd Presséo negativa. Exaustao.

area de armazenamento de pegas)

Sala de necropsia 1 AgB, Agd Presséo negativa. Exaustao.

Medicina nuclear

Laboratario de manipulagdo e estoque de 1 AgR Atender especificacfes da CMEN.

fonies em uso

Laboratério radicimunoensaio 1 AgR Atender especificacdes da CMEN.

Sala de exame (gama-camara e cintildgrafo) 1 AgR, EQ YWerificar o manual do fabricante

guanto as condigdes de
temperatura e umidade.

Centro cirdrgico

Sala de inducdo anesteésica i AgB, AgQ -

Sala de cirurgia 2 AgB, AgQ |Pressdo positiva. Temperatura de
hulbo seco entre 18°C e 22°C,
controlavel a critério da equipe
médica. Umidade relativa entre

45% e 55%.

Sala de cirurgia especializada (ortopedia, 3 AgB, AgQ |Pressdo positiva. Temperatura de

neurologia, cardiologia, transplante) hulbo seco entre 18°C e 22°C,
controlavel a critério da equipe
médica. Umidade relativa entre

45% e 55%.
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Sala de apoio &s cirurgias especializadas 2 AgB Pressdo positiva.

Area de recupera¢do pos-anestésica i AgB -

Centro obstétrico

Sala de inducio anestésica 1 AgB, AgqQ -

Sala de parto normal 1 AgB -

Sala de parto cirargico 2 AgB, 400 |[Press3o positiva. Temperatura de
bulbo seco entre 18°C e 22°C,
controlavel a critério da equipe
méedica. Umidade relativa entre

45% e 55%.

Area de recuperacdo pos-anestésica 1 AgB -

Hemoterapia ¢ hematologia

Sala para processamento de sangue 1 E Temperatura de bulbo seco entre

20°C a 24°C.

Radioterapia

Sala de simulacdo 1 EQ Verificar o manual do fabricante

guanto as condigdes de
temperatura e umidade.

Salas de terapia (braguiterapia invasiva) 2 AgB Pressdo positiva.

Salas de terapia (braquiterapia nao 1 AgB -

invasiva)

Salas de terapia (homhbha de cobalto, 1 EQ Werificar o manual do fabricante

acelarador linear e ortovoliagem) quanto as condicdes de

temperatura & umidade.

Dialise

Sala de reprocessamento de dializadores 1 AgB, AgQ Pressdo negativa. 100% de

{Hepatite C, HhsAg+ & ndo contaminados) renovagao de ar exterior.

Apoio Técnico
Nutrigdo enteral
Sala de manipulac3o e envase"™ 1 AgB -
Lactario

Area para preparo & envase de férmulas 1 AgB -

lacteas e ndo lacteas

Farmicia

Sala para preparo e distribuicio de 1 Agl Exaust3o. 100% de renovacio de

germicidas ar exterior.

Sala de limpeza e higienizacdo de insumos 1 AgB Exaust3o. 100% de renovacio de

para manipulagdo enteral ar exterior.

Sala de preparo de quimioterapicos™ 1 Agl Exaustio local.

Sala de manipulacdo de nufricdo 3 AgB Pressio positiva.

parenteral™

Central de material esterilizado

Area para recepcdo, descontaminacio e 1 AgB, AgqQ Pressdo negativa. Exaustio

separacio de materiais forcada de todo o ar do ambienta,
com descarga para o exterior.

Area para lavagem de materiais 1 AgB Pressdo negativa. Exaustio

forcada de todo o ar do ambiente,
com descarga para o exterior.

Area para preparo de materiais e roupa 1 AgB -

limpa
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Area para esterilizag3o fisica 1 AgB Pressio positiva. Exaustio
forcada de todo o ar do ambiente,
com descarga para 0 exterior.

Area para esterilizag3o guimica liquida 1 AgB, AgQ Pressdo negativa. Exaustio
forcada de todo o ar do ambiente,
com descarga para o exterior.

Sala de asracdo para ETOY 1 AgB, AgQ Press3o negativa. Exaustio.
Sala de armazenagem e distribuicdo de 1 AgB Pressio positiva. Temperatura de
materiais e roupa esterilizados bulbo seco entre 21°C e 25°C.
Umidade relativa entre 30% e
60%.

Apoio Logistico

Processamento de roupa
Sala para recebimento, pesagem, 3 AgB Press3o negativa. Exaustio
classificacdo e lavagem (area suja) forcada de todo o ar do ambiente,
com descarga para o exterior.

Sala de processamento (centrifugacio, 0 - Pressdo positiva.

secagem, costura, passagem, separagio,

dobragem, armazenagem e distribuigdo

i(area limpa).

Sala do gerador de ozdnio 1 Agl Pressdo negativa. Exaustio

forcada de todo o ar do ambients,
com descarga para o exterior.

Revelagdo de filmes e chapas

Sala de revelagdo (camara escura) 1 Agl Pressdo negativa. Exaustio

forcada de todo o ar do ambients,
com descarga para o exterior.

Notas:

a) A coluna Ambiente contém a listagem e nomenclatura dos ambientes conforme
Resolucdo ANVISA RDC n® 50, de 21 de fevereiro de 2002.

b) A coluna Nivel de Risco contem a classificacdo dos possiveis riscos de
ocorréncia de eventos adversos por exposi¢cao ao ar ambiental, conforme item1.4.

c) A coluna Situacao a Controlar indica os tipos de agentes e situagdes a serem
controlados:

AgB - Agente Bioldgico

AgQ - Agente Quimico

AgR - Agente Radioldgico

EQ - Condigdes especiais para funcionamento do equipamento — consultar o
fabricante

TE - Terapias ou processos especiais

d) As informagdes contidas na coluna Condicao estabelecem as principais
medidas de controle a serem seguidas, em funcao do nivel de risco e da situagdo de
controle do ambiente. Essas informagdes se complementam com a norma ABNT NBR
7256 — Tratamento de ar em estabelecimentos de saude.Vide item 2.5.2, b.

e) Vide Nota Técnica sobre Sindrome Respiratéria Aguda Grave — SRAG do
DENSP/FUNASA/MS, de 30 de junho de 2003.

f) Estes ambientes requerem complementarmente a instalagdo de Cabines de
Seguranca Biolégicas como equipamentos de protecao coletiva.

g) Vide Resolugao da ANVISA/MS RDC n® 63, de 6 de julho de 2000.

h) Vide Portaria do Ministério da Saude n® 272, de 8 de abril de 1998.

i) Vide Portaria Interministerial n® 482, de 16 de abril de 1999.
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Apéndice Il - Norma Técnica 001

Qualidade do Ar Ambiental Interior. Método de Amostragem. Determinagéo da
Temperatura, Umidade e Velocidade do Ar em Ambientes Interiores.

METODO ANALITICO

OBJETIVO: Pesquisa, monitoramento e controle do processo de climatizagdo de
ar em ambientes climatizados.

APLICABILIDADE: Ambientes interiores, em servigos de saude.

MARCADORES: Temperatura do ar (°C)
Umidade do ar (%)
Velocidade do ar (m/s)

METODO DE AMOSTRAGEM: Equipamentos de leitura direta. Termo-higrometro
e Termo-anemémetro.

PERIODICIDADE: Definida pelo responsavel do Programa de Controle de
Qualidade Ambiental.

FICHA TECNICA DOS AMOSTRADORES:

Amostrador: Leitura Direta - Termo-higrometro.
Principio de operagdo: Sensor de temperatura do tipo termo-resisténcia. Sensor de umidade do
tipo capacitive ou por condutividade elétrica.
Calibracao: Anual Faixa: 0° C a 70° C de temperatura
5% a 95 % de umidade
Exatiddo: £ 0,8 ° C de temperatura
= 5% do valor medido de umidade

Amostrador: Leitura Direta —Anemdmetro.

Principio de operagdo: Preferencialmente sensor de velocidade do ar do tipo fio aguecido ou fio
termico.

Calibragdo: Anual Faixa: de 0a 10 m/s

Exatiddao: £ 0,03 m/s (£ 4% do valor medida)

ESTRATEGIA DE AMOSTRAGEM:

- Selecionar 01 amostra de ar interior por unidade, obedecendo aos critérios de
classificagcao de nivel de risco, descrito na tabela do Apéndice I.

- Os pontos amostrais deverao ser distribuidos uniformemente e coletados com o
amostrador localizado na altura de 1,5 m do piso, no centro do ambiente ou em
zona ocupada, para o Termo-higrémetro e no espectro de acao do difusor para o
Anemobmetro.

RESPONSABILIDADE TECNICA: Considera como responsavel técnico, o
profissional que tem competéncia legal para exercer as atividades descritas nas
andlises preconizadas, em conformidade com a regulamentagédo profissional
vigente no pais.
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Apéndice Ill - Norma Técnica 002

Qualidade do Ar Ambiental Interior. Método de Amostragem e Analise de
Bioaerossol (particulas biologicas viaveis) em Ambientes Interiores.

METODO ANALITICO

OBJETIVO: Pesquisa, monitoramento e controle ambiental da possivel
colonizagao, multiplicacao e disseminagéao de bactérias e fungos em ar ambiental
interior.

DEFINICOES:

Bioaerossol: Suspensao de microrganismos viaveis dispersos no ar.

Marcador epidemioldgico: Elemento aplicadvel a pesquisa, que determina a
qualidade do ar ambiental.

APLICABILIDADE: Ambientes interiores, em servigos de saude.
MARCADOR EPIDEMIOLOGICO: Bactérias e fungos viaveis.

METODO DE AMOSTRAGEM: Amostrador de ar por impactacdo com acelerador
linear.

PERIODICIDADE: Definida pelo responsavel do Programa de Controle de
Qualidade Ambiental.

FICHA TECNICA DOS AMOSTRADORES:

Amostrador: Impactador 1, 2 ou & estagios.

Meio de Cultivo: Bactérias — Agar Sangue de cameiro ou outro, desde que cientificamente
validado.

Fungos - Agar Extrato de Malte, Agar Sabouraud Destrose a 4%, Agar Batata Dexirose ou outro,
desde que cientificamante validado.

Taxa de Vazdo: 25 a 35 I/'min, recomendada 28,3 I/min.

Tempo de Amostragem: 10 a 15 min. Em areas consideradas comuns utilizar a norma técnica
descrita na Resolugdo ANVISA RE n® 9.

Volume Minimo: 250 |

Volume Maximo: 525 |

Embalagem: Rotina de embalagem para prote¢doc da amosira com nivel de biosseguranca 2
{recipiente lacrado, devidamente identificado com simbolo de risco hioldgico).

Transporte: Rotina de embalagem para protecdo da amostra com nivel de biosseguranga 2
{recipiente lacrado, devidamente identificado com simbolo de risco hioldgico).

Calibragdao: Semestral Exatiddo: + 0,02 I/min

Precisdo: £ 99,92 %

ESTRATEGIA DE AMOSTRAGEM:

- Selecionar 01 amostra de ar interior por unidade, obedecendo aos critérios de
classificacao de nivel de risco, descrito na tabela do Apéndice I.

- O amostrador deve estar localizado na altura de 1,5 m do piso, no centro do
ambiente.
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PROCEDIMENTO LABORATORIAL: Método de cultivo e quantificacdo segundo
normatizacoes

universalizadas. Tempo minimo de incubagéo de 48 horas a 37° C para bactérias
e 7 dias a 25° C para fungos, permitindo o total crescimento dos fungos. Na
vigéncia de procedimentos de identificacdo, estas deverdo se iniciar apenas apés
o periodo minimo de incubacao.

RESPONSABILIDADE TECNICA: Considera como responsavel técnico, o
profissional que tem competéncia legal para exercer as atividades descritas nas
andlises preconizadas, em conformidade com a regulamentagédo profissional
vigente no pais.

BIBLIOGRAFIA:

"Standard Methods for Examination of Water and Wastewater". 17th ed. APHA,
AWWA, WPC.F;

"The United States Pharmacopeia". USP, XXIII ed., NF XVIII, 1985.

NIOSH - National Institute for Occupational Safety and Health, NIOSH Manual of
Analytical Methods

(NMAM), BIOAEROSSOL SAMPLING (Indoor Air) 0800, Fourth Edition.

IRSST - Institute de Recherche en Santé et en Securité du Travail du Quebec,
Canada, 1994.

Members of the Thecnicae Advisory Committee on Indoor Air Quality, Commission
of Public Health Ministry

of the Environment — Guidelines for Good Indoor Air Quality in Office Premises,
Singapore.
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Apéndice IV - Norma Técnica 003

Qualidade do Ar Ambiental Interior. Método de Amostragem e Analise de
Concentracao de Aerodispersoides em Ambientes Interiores.

METODO ANALITICO

OBJETIVO: Pesquisa, monitoramento e controle de aerossobis totais em
ambientes interiores climatizados.

APLICABILIDADE: Ambientes interiores, em servigos de saude.
MARCADOR EPIDEMIOLOGICO: Poeira Total (mg/m?®).

METODO DE AMOSTRAGEM: Coleta de aerosséis por filtracdo (MB-3422 da
ABNT).

PERIODICIDADE: Definida pelo responsavel do Programa de Controle de
Qualidade Ambiental.

FICHA TECNICA DOS AMOSTRADORES:

Amostrador: Unidade de captagao consfituida por filiros de PVC, diamefro de 37 mm e
porosidade de 5 um de didmetro de poro especifico para poeira total a ser coletada; Suporte de
filtro em disco de celulose; Porta-filiro em plastico transparente com didgmetro de 37 mm.
Aparelhagem: Bomba de amostragem, que mantenha ao longo do periodo de coleta, a vazdo
inicial de calibragdo com variagdo de maxima de 5%.

Taxa de Vazdo: 1,0 2 3,0 /min, recomendado 2,0 lmin.

Volume Minimo: 501

Volume Maximo: 4001

Tempo de Amostragem: 50 | TT 17 min; 400 1 TT 132 min

Embalagem: Rotina

Transporte:

Calibragdo: Semestral Exatiddo: = 5% do valor medido

Ajuste: em todo procedimento, guando o
aparelho permitir.

PROCEDIMENTO DE COLETA: MB-3422 da ABNT.

PROCEDIMENTO DE CALIBRAGAO DAS BOMBAS: NBR-10.562 da ABNT
PROCEDIMENTO LABORATORIAL: NHO 03 da FUNDACENTRO

ESTRATEGIA DE AMOSTRAGEM:

- Selecionar 01 amostra de ar interior por unidade, obedecendo aos critérios de
classificacao de nivel de

risco, descrito na tabela do Apéndice |I.

- O amostrador deve estar localizado na altura de 1,50 m do piso, no centro do
ambiente.

RESPONSABILIDADE TECNICA: Considera como responsavel técnico, o
profissional que tem competéncia

legal para exercer as atividades descritas nas analises preconizadas, em
conformidade com a

regulamentacgao profissional vigente no pais.
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Apéndice V - Norma Técnica 004

Qualidade do Ar Ambiental Interior. Método de Amostragem e Analise de
Concentracao de Aerodispersoides em Ambientes Interiores.

METODO ANALITICO

OBJETIVO: Pesquisa, monitoramento e controle de aerossobis respiraveis em
ambientes interiores climatizados.

APLICABILIDADE: Ambientes interiores, em servigos de saude.
MARCADOR EPIDEMIOLOGICO: Particulas respiraveis (mg/m?).
METODO DE AVALIACAQ: Contador a laser (Dust Count).

PERIODICIDADE: Definida pelo responsavel do Programa de Controle de
Qualidade Ambiental.

FICHA TECNICA DOS AMOSTRADORES:

Amostrador: Leitura Direta.

Principio de operagio; Sensor de captagio do desvio de um feixe de raio laser.
Calibragdo: Anual Faixa: particulas entre 0,3u a 5,0u
particulas entre 0,5u a 7,00

ESTRATEGIA DE AVALIACAO:

- Selecionar 01 ponto de amostragem, obedecendo aos critérios de classificacao
de nivel de risco, descrito na tabela do Apéndice | e proceder a duas avaliagcoes
subsequentes. O resultado devera ser expresso na média das duas avaliacoes
em mg/m®, por leitura direta se o equipamento permitir ou através do célculo
matematico.

- O amostrador deve estar localizado na altura de 1,50 m do piso, no centro do
ambiente.

RESPONSABILIDADE TECNICA: Considera como responsavel técnico, o
profissional que tem competéncia legal para exercer as atividades descritas nas
andlises preconizadas, em conformidade com a regulamentagédo profissional
vigente no pais.



