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RESUMO 

 

Infecções fúngicas invasivas têm emergido como causa de alta 

morbimortalidade entre pacientes com neoplasia hematológicas, principalmente os 

submetidos a transplante de células-tronco hematopoéticas (TCTH). Fungos estão 

onipresentes na natureza, logo, medidas com o objetivo de reduzir a carga fúngica em 

ambientes hospitalares têm sido preconizadas. No presente estudo, foi realizada coleta 

de fungos no ar em dois centros de referência em TCTH do sul do Brasil, que possuem 

instalações distintas, assim como diferentes formas de controle de ar. Todos os quartos 

do hospital 2 são equipados com filtro de partículas de ar de alta eficiência (HEPA), 

enquanto no hospital 1 não há sistema específico de filtragem do ar; além disso, os 

pacientes internados no hospital 2 são de maior risco para doença fúngica invasiva, em 

função de fatores relacionados ao hospedeiro. Foram realizadas 130 coletas de ar no 

período de dezembro de 2009 a janeiro de 2011, sendo as amostras provenientes de 

quartos, banheiros e corredor. Para fins de análise, os fungos pertencentes ao gênero 

Aspergillus, Rhizopus e Fusarium foram considerados como fungos filamentosos 

potencialmente patogênicos, enquanto os demais fungos foram classificados como 

ambientais. A comparação entre os corredores dos hospitais 1 e 2 não mostrou diferença 

quanto a quantidade de fungos isolados (p=0,114 para fungos ambientais e p=0,622 para 

fungos filamentosos potencialmente patogênicos). Já os quartos de ambos os hospitais 

apresentaram redução significativa na quantidade de fungos filamentosos 

potencialmente patogênicos, quando comparados com os corredores (p<0,0001). 

Comparando-se os quartos dos hospitais 1 e 2, observou-se menor quantidade de fungos 

ambientais no hospital 2 (p<0,0001); contudo, para fungos filamentosos potencialmente 

patogênicos não se encontrou diferença (p=0,7145). Durante o período de estudo, a 
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incidência de doença fúngica invasiva por fungos filamentosos foi de 2,1% no hospital 1 

e 7,6% no hospital 2. A baixa carga fúngica nos quartos do hospital 1 poderia ser 

explicadas pelo uso de medidas protetoras adicionais, incluindo janelas e portas 

fechadas, reforçando-se a importância de tais medidas no cuidados em ambientes 

protegidos. 

 

Palavras chave: aspergilose; estudo ambiental; filtro HEPA; fungos; transplante de 

células tronco-hematopoéticas.
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ABSTRACT 

 Invasive fungal infections have emerged as a cause of high morbidity and 

mortality among patients with hematologic malignancies, especially among those 

undergoing hematopoietic stem cell transplantation. Fungi are ubiquitous in nature, 

therefore measures aimed at reducing fungal burden in hospitals have been emphasized. 

In this study air samples were collected in two HSCT centers in Southern Brazil, which 

have distinct facilities, as well diferent air control systems. All rooms of hospital 2 are 

equipped with HEPA filters. In addition, patients hospitalized in this unit are at a higher 

risk for invasive fungal diseases. A total of 130 samples were obtained during 

December 2009 to January 2011 from rooms, restrooms and corridors. For analysis, all 

fungi belonging to the genus Aspergillus, Rhizopus and Fusarium were considered 

filamentous fungi potentially pathogenic, while others were considered environmental 

fungi. The comparison between corridors of hospital 1 and 2 showed no difference in 

fungal concentration (p=0.114 for environmental fungi and p=0.622 for potentially 

pathogenic). The rooms of both hospitals showed a significant lower concentration in 

PPF, as compared to corridors (p<0.0001). Comparing rooms of hospital 1 e 2 there was 

a lower amount of environmental fungi in hospital 2 (p<0.0001) – however no 

difference was observed for potentially pathogenic (p=0.714). During the period of 

study, the incidence of invasive mold infection was 2.1% in hospital 1 and 7.6% in 

hospital 2. The low fungal burden in rooms in hospital 1 may be explained by the 

implementation of additional protective measures, emphasizing the importance of such 

measures in protected environments. 

Key words: aspergillosis; environmental sampling; fungi; hematopoietic stem cell 

transplantation; HEPA filters.
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INTRODUÇÃO 

 

Conídios de fungos constituem uma fração significativa das biopartículas do ar e 

são freqüentemente mais numerosos que as outras partículas, como o pólen. Os 

humanos inalam aproximadamente 10 m
3 

de ar por dia, o qual contém grande 

quantidade de conídios de fungos variando em tamanho de 2-30 µm.
1,2

 Conídios 

menores que 10 µm podem ser transportados com facilidade pelas vias aéreas até os 

pulmões, podendo ser removidos, ocasionar exacerbações alérgicas ou até mesmo 

doença invasiva.
1-3 

Entre pacientes submetidos a transplante de células-tronco hematopoéticas 

(TCTH) as infecções fúngicas invasivas apresentam alta morbimortalidade.
4-11

 Sendo 

muitas vezes o diagnóstico e tratamento complicados, com prognóstico reservado, 

medidas preventivas são de suma importância no controle da doença.
12-13 

Muitos estudos vêm tentando avaliar a importância da presença de fungos no ar 

com a aquisição de infecção. A despeito de resultados discordantes, muitos estudos 

demonstraram uma correlação significativa entre a quantidade de fungos no ar e a 

incidência de aspergilose invasiva (AI) em pacientes hematológicos.
2,14-22

 Apesar disso, 

o nível quantitativo de contaminação que leva a aumento no risco de infecção não foi 

claramente determinado.
 

Vários estudos mostram que o uso de filtro de partículas de ar de alta eficiência 

(HEPA) e sistemas de fluxo laminar em unidades de tratamento de pacientes 

imunocomprometidos reduz significativamente a quantidade de fungos no ar,
12-14,18,23,24

 

com menor incidência de infecção, mas o impacto na mortalidade é controverso.
17,25

 A 
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maioria das instituições não costuma monitorar de modo rotineiro a qualidade do ar 

quanto à presença de fungos patogênicos. 
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REVISÃO DA LITERATURA 

 

1 O REINO FUNGI 

O Reino Fungi, criado em 1969 por Whittaker et al., é formado por organismos 

eucarióticos (apresentam membrana nuclear que envolve os cromossomos e o nucléolo), 

heterotróficos (capazes de absorver energia luminosa e utilizá-la para síntese de 

compostos orgânicos), com parede celular de quitina e que armazenam glicogênio.  

Algumas espécies de fungos apresentam melanina na parede celular, observando-se a 

presença de coloração acastanhada, sendo conhecidos como demáceos; na ausência de 

pigmentação, são chamados fungos hialinos. São chamados anemófilos quando são 

dispersos através do ar, sendo os elementos fúngicos encontrados no ar chamados 

esporos (forma sexuada) ou conídios (forma assexuada).
26 

Os fungos têm papel fundamental no equilíbrio do ecossistema, e também fazem 

parte da microbiota dos indivíduos. Fungos estão onipresentes na natureza, se dipersam 

através do ar, solo, água, animais e dos homens, na forma sexuada em esporos ou 

assexuada na forma de conídios, com tamanho (2 a 70 m) e forma variáveis conforme 

a espécie. São conhecidas mais de 100 mil diferentes espécies de fungos, mas apenas 

cerca de 200 foram identificadas como causadoras de processo patológico em humanos 

ou animais. Os conídios de fungos não patogênicos estão presentes no ar em densidade 

muito maior (10 a 20 vezes) do que os conídios de fungos patogênicos.
19,26

  

 Em 1856, Rudolph Virchow observou pela primeira vez a relação entre 

humanos e micose profunda, em paciente com aspergilose pulmonar.
26

 

Os fungos necessitam de condições mínimas para seu crescimento: fatores 

nutricionais, incluindo elementos químicos como carbono, fósforo, magnésio, 
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nitrogênio, potássio, zinco, ferro, cobre; e fatores físicos, como pH, atmosfera, 

temperatura, umidade e luminosidade.
26 

Quanto à morfologia, os fungos são classificados em leveduras e filamentosos, 

sendo que a maioria dos fungos na natureza tem forma filamentosa, se desenvolvendo 

como hifas (estruturas tubulares, com ou sem septos). As hifas agrupadas formam o 

micélio. O crecimento da hifa ocorre de forma apical, o que forma ramificações laterais; 

o resultado deste crescimento forma as colônias que são observadas 

macroscopicamente. O grupo dimórfico pode apresentar-se na forma filamentosa ou 

leveduriforme, dependendo da temperatura a que é exposto. O tamanho da colônia, as 

características das bordas, sua textura, relevo e pigmentação normalmente têm 

morfologia típica quando semeados em meios de cultura e incubados em condições 

semelhantes, o que facilita a identificação do fungo.
26,27 

  O grupo das leveduras compreende os fungos com estruturas unicelulares, 

apresentando um único núcleo por célula. Tem forma de divisão celular diferenciada: se 

dividem por brotamento simples, por brotamento-fissão ou divisão binária. 

Morfologicamente tem forma arredondada ou oval em brotamento, também chamado de 

blastoconídios. Nas leveduras, pode-se encontrar a formação de pseudo-hifas, formadas 

durante o brotamento. A diferenciação entre as leveduras é feita baseada na 

micromorfologia e no padrão enzimático. Exemplos de leveduras de interesse clínico: 

espécies de Candida, Trichosporon, Rhodotorula, Cryptococcus e Saccharomyces. 

Geotrichum é classificado por alguns autores como fungo filamentoso, enquanto outros 

o classificam como levedura.
26,27 

No caso de fungos filamentosos, a micromorfologia é fundamental na 

diferenciação, além de em alguns casos ser necessário pesquisa sobre as necessidades 

nutricionais. As estruturas responsáveis pela diferenciação da maioria das espécies de 
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fungos filamentosos são estruturas de frutificação e estruturas de ornamentação. As 

estruturas de frutificação são células das hifas que sofrem modificação para originar 

tipos celulares primários responsáveis pela reprodução assexuada: células 

esporogênicas, que originam os esporos, que ficam dentro de uma bolsa, o esporângio, 

apresentando apenas um tipo de processo de diferenciação; e células conidiogênicas, 

originam os conídios, que não apresentam estrutura de envolvimento externo, ficando 

livre para destacar as hifas e originar novo fungo. A diferenciação entre os fungos pode 

ser realizada baseada na estrutura dos conídios. As estruturas de ornamentação são 

apêndices que apresentam grande variedade e também utilizadas na diferenciação das 

espécies de fungos. Existem inúmeros fungos filamentosos no ambiente, sendo os mais 

comumente encontrados: hialinos (Acremonium spp, Chrysosporium spp, Penicillium 

spp); demáceos (Alternaria spp, Cladosporum spp, Curvularea spp, Chaetomium spp).
26 

Os filos principais dos fungos foram classificados baseados nas características 

das estruturas reprodutoras em Microsporidia, Chytridiomycota, Blastocladiomycota, 

Neocallimastigomycota, Glomeromycota, Ascomycota, e Basidiomycota.
26 

Os fungos filamentosos patogênicos que mais causam infecções profundas em 

imunossupressos pertencem aos gêneros Aspergillus, Zygomycetos, Fusarium e 

Scedosporium. Mais raramente, ocorre infecção por Paecilomyces, Trichoderma, 

Acremonium e Scopulariopsis.
4 
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1.1 Zygomycetes 

Desta classe participam fungos com hifas hialinas largas e contínuas; septações 

podem ser observadas nos esporangióforos ou em hifas vegetativas de culturas maduras. 

Possui duas ordens de importância clínica: Mucorales e Entomophthorales. A maioria 

dos casos de infecção fúngica em humanos é causada por agentes da família 

Mucoraceae, representada pelos  gêneros Absidia, Apophysomyces, Mucor, Rhizomucor 

e Rhizopus. O principal modo de transmissão é através da inalação de esporos do 

ambiente, podendo também ocorrer infecções do trato gastrointestinal através da 

ingestão de alimentos contaminados, e infecções cutâneas secundárias a inoculação dos 

esporos em feridas. São organismos termotolerantes, sendo a maioria das espécies 

angioinvasivas. O exame micológico direto mostra hifas largas de dimensão irregular, 

hialinas, normalmente sem septos e com ramificações dispostas em ângulo reto. 

Algumas espécies de Mucor são dimórficas, com fase leveduriforme a 37
o
C. Após 

inoculação em meio de cultura, têm crescimento rápido e as colônias de Mucorales 

apresentam textura algodonosa e de coloração branca, marrom, cinza ou preta (figura 1). 

Na histopatologia, observam-se hifas com a coloração da prata-metenamina (Grocott-

Gomori), ácido periódico de Schiff (PAS) e hematoxilina-eosina (HE).
26,27 

  

 

Figura 1. Colônia de Rhizopus spp em Ágar Sabouraud com cloranfenicol. 
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1.2 Aspergillus spp 

Mais de 200 espécies do gênero Aspergillus já foram identificadas, mas 

aproximadamente 20 podem causar doenças em humanos. Fungo abundante na 

natureza, sendo encontrado no ar, no solo, na água e em restos orgânicos. A principal 

via de penetração em humanos é através de inalação pelo trato respiratório. Em países 

com clima temperado observa-se predomínio da espécie Aspergillus seção Fumigati, 

enquanto que nos locais de clima tropical são espécies freqüentes Aspergillus seção 

Flavi e Aspergillus seção Nigri. Microscopicamente apresenta hifas regulares, hialinas 

com aproximadamente 4 m de diâmetro, septadas e com bifurcações em ângulo agudo. 

A diferenciação entre as espécies considera as características da colônia e os achados 

micromorfológicos. O Aspergillus seção Fumigati forma colônias de estrutura 

algodonosa e coloração branca que após se transforma em cinza-esverdeada e com 

textura veludosa, com reverso branco ou castanho (figura 2). À microscopia apresenta 

conidióforo liso, incolor, com vesícula (dilatação apical do conidióforo) hemiesférica e 

conídios globulosos, alguns rugosos ou equinulados.
26,27 

   

 Figura 2. Colônias de Aspergillus seção Fumigati em Ágar Sabouraud com cloranfenicol. 

 

As colônias de Aspergillus seção Nigri inicialmente têm textura algodonosa, 

branca ou amarela que após tomam a tonalidade preta com textura arenosa; à 

microscopia, evidencia-se conidióforo de coloração que varia do hialino ao castanho, 
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com paredes lisas e espessas, com vesícula globosa e conídios globosos, castanho-

escuros, lisos ou equinulados.
26 

 

        

 

    

 

  Figura 3. Colônia de Aspergillus seção Nigri (seta) em Ágar Sabouraud com cloranfenicol. 

 

O Aspergillus seção Flavi tem colônia com textura arenosa e coloração amarelo-

esverdeada, com reverso branco ou cinza, podendo apresentar-se castanho-escuro 

(figura 4). Microscopicamente, o conidióforo é incolor, rugoso, com vesícula 

hemisférica, com conídios globulosos, lisos ou rugosos.
26 

 

 

 Figura 4. Colônias de Aspergillus seção Flavi (seta) em Ágar Sabouraud com cloranfenicol. 

 

1.3 Fusarium spp 

Microorganismos que vivem normalmente no solo, água e plantas. Primeiros 

relatos de infecção em humanos foram descritos em 1959, por Perterson e Baker. Três 
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espécies mais freqüentemente causam infecção em humanos: F. solani, F. oxysporum e 

F. moniliforme. Na pesquisa direta, são observadas estruturas filamentosas hialinas, 

septadas, por vezes irregulares e com ramificações formando ângulo de 45
o
, quando 

corado observa-se estruturas coradas. As colônias apresentam textura algodonosa e 

branca, rosa ou violeta, reverso com pigmentação variável, geralmente mais clara 

(figura 5). À microscopia apresentam fiálides (porção especializada do conidióforo) 

perpendiculares aos filamentos fúngicos, solitárias ou ramificadas, com ou sem 

macrofialoconídios (hialinos, bi ou multisseptados, fusiformes) e/ou microfiloconídios 

(ovóides ou cilíndricos, sem septos, isolados ou em pequenas cadeias).
26 

 

    

  

  Figura 5. Colônia de Fusarium spp em Ágar Sabouraud com cloranfenicol. 
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2 O PROCESSO INFECCIOSO 

Os fatores participantes na cadeia do processo infeccioso são: agente causal, 

modo de transmissão, suscetibilidade do hospedeiro, porta de entrada, porta de saída e 

reservatório.
28,29 

Agente causador é definido como entidade biológica, física ou química capaz de 

causar doença; em infecção fúngica, são os fungos, que estão onipresentes no ambiente. 

O modo de transmissão é o mecanismo de transferência do agente infeccioso do 

reservatório ao hospedeiro, que tem importância no caso de infecções transmitidas pelo 

contato entre os indivíduos. Porta de entrada e saída são, respectivamente, o local pelo 

qual o agente infeccioso penetra e sai do hospedeiro. Na maioria dos casos de doença 

fúngica invasiva ocorre através da inalação de conídios através do trato respiratório. Ao 

contrário de leveduras, como Candida spp, os fungos filamentosos não fazem parte da 

microbiota endógena, mas podem ser colonizadores crônicos, principalmente em 

indivíduos com doença pulmonar preexistente. Mais raramente, pele e trato 

gastrointestinais podem também ser porta de entrada.
29 

Estima-se que os humanos inalem aproximadamente 200 esporos de fungos 

filamentosos por dia, sendo que sete destes alcançam os alvéolos pulmonares.
3
 

Normalmente, estes esporos são fagocitados e destruídos pelos macrófagos alveolares; 

os fungos que ultrapassam esta barreira ainda podem ser destruídos pelos 

polimorfonucleares. Este processo é deficiente em indivíduos imunossupressos.
30 

Há 

também descrições de inoculação direta de esporos de Aspergillus spp em ferida 

cirúrgica.
31,32 

Hospedeiro suscetível é o indivíduo que apresenta deficiência em seus 

mecanismos imunes, não adquirindo mecanismos de resistência aos agentes. Os 

indivíduos em risco para infecções fúngicas são, em ordem decrescente, pacientes com 



11 
 

malignidade hematológica, sobretudo os submetidos a TCTH alogênico, transplantados 

de órgãos sólidos e outros pacientes com distúrbios do sistema imunológico. O termo 

colonização é utilizado para indicar a presença e multiplicação de microorganismo em 

um hospedeiro, que não apresenta sinais clínicos de infecção.
26 

 O reservatório é o local no qual o agente infeccioso vive, que em ambientes 

hospitalares é o próprio ar externo, filtros de ar condicionado, sistema de dutos, 

depósitos, alçapões, locais onde se armazenam sistemas anti-incêndio; os fungos 

também podem contaminar material como fitas adesivas e gesso.
29

 A partir do ar, os 

fungos podem também contaminar fontes de água, sendo debatido o papel da água como 

fonte de infecção em ambiente hospitalar.
33,34

 

  Em áreas rurais, plantas em decomposição, fezes de pássaros e celeiros são 

grandes reservatórios de Aspergillus seção Fumigati. Nas habitações, normalmente 

estão presente em locais como sótãos, adegas, vasos de plantas, carpetes e aspiradores 

de pó. Também já foram identificados espécies de Aspergillus spp em alguns alimentos, 

como pimenta, chás, biscoitos, frutas, erva-mate
35

 e em alguns estudos foi descrito sua 

presença no cigarro.
29

 

Incubação é definida como o período de tempo necessário para o organismo 

iniciar sua multiplicação dentro do hospedeiro até o início dos sintomas. Nos casos de 

AI, este tempo não é bem definido.
36 
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3 TRANSPLANTE DE CÉLULAS-TRONCO HEMATOPOÉTICAS 

A primeira tentativa de realizar transplante de células hematopoéticas em 

humanos foi em 1939. Durante a Segunda Guerra Mundial, através da observação dos 

efeitos da radiação na hematopoiese, iniciaram-se estudos em animais e o primeiro 

transplante alogênico de doador idêntico para o sistema antígeno leucocitário humano 

(HLA) realizado com sucesso foi em 1968, em paciente com deficiência imunológica.
37 

Célula-tronco (progenitora) é definida como uma célula pluripotente, com 

habilidade de reconstituir as linhagens hematopoéticas, além de se auto-renovar. 

Expressa antígeno de supefície CD34.
37,38 

Devido à medula óssea ser responsável pela produção da imensa maioria das 

células hematopoéticas nos adultos, esta foi a primeira fonte utilizada de células 

progenitoras. A coleta de células progenitoras da medula óssea é obtida através de 

múltiplas punções da crista ilíaca, retirando volume de 10 a 15 ml/kg do receptor, sendo 

filtrada antes da infusão, para remoção de espículas ósseas e coágulos.
37 

Com o passar dos anos, as células-tronco foram mobilizadas para o sangue 

periférico através do uso de fator estimulante de colônias, sendo possível, então, a coleta 

destas células direto de sangue periférico, por procedimento de aférese. Outra fonte de 

células-tronco é o cordão umbilical.
37,38 

Conforme a maioria das publicações, o limite mínimo seguro a ser infundido 

para que ocorra a “pega” é de 2 x 10
6
 células CD34/kg peso do receptor.

37,38 

A tipagem HLA é realizada através de mapeamento de genes pertencentes ao 

complexo maior de histocompatibilidade (MHC) que são responsáveis pela 

determinação de proteínas na superfície das células, sendo estas proteínas os antígenos 

leucocitários humanos (HLA).
37,38 
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Existem três categorias de TCTH, conforme o doador: autólogo, singênico e 

alogênico. O tipo de transplante a ser realizado é dependente da doença de base do 

receptor e da disponibilidade de doador compatível. No transplante autólogo ocorre 

mobilização das células progenitoras que são coletadas por aférese, criopreservadas e 

posteriormente infundidas. O transplante singênico é realizado entre indivíduos 

geneticamente idênticos, que ocorre com gêmeos univitelinos.
37,38 

Há várias formas de transplante alogênico: 
37,38 

- Conforme doador e compatibilidade: aparentado HLA compatível; 

aparentado com presença de mismatch (presença de alguma incompatilibilidade na 

tipagem HLA); não-aparentado compatível e não-aparentado com mismatch. 

- Baseado no condicionamento utilizado: mieloablativo e não-

mieloablativo (regime com doses menores de quimioterapia ou radioterapia). 

O período pós-infusão se caracteriza por uma fase crítica, com aplasia medular, 

neutropenia profunda, necessidade de suporte hematopoético, além de outros cuidados 

como uso de antibioticoterapia e suporte nutricional. Este é o primeiro período de risco 

de infecção fúngica invasiva. O período da “pega” é definido pela presença de 

neutrófilos no sangue periférico >500/mm
3
 e contagem plaquetária >20.000/mm

3
 por 

dois dias consecutivos, sem aporte transfusional.
37

 Após este período, o risco é 

dependente do grau de imunossupressão e da presença de doença do enxerto contra 

hospedeiro (DECH).
38,39

 O tempo para “pega” é reduzido em aproximadamente 25% na 

infusão de células-tronco periféricas quando comparado a células de medula óssea.
40

 

Uma das complicações mais frequentes (TCTH alogênico), é a ocorrência de 

DECH: os linfócitos geneticamente diferentes do doador são infundidos em receptor 

imunossuprimido, incapaz de rejeitar o enxerto. Inicialmente, esta reação envolve o 

reconhecimento de antígenos do complexo de histocompatibilidade maior e menor do 
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receptor, por células T do doador, assim desencadeando o processo. Em casos graves, 

há comprometimento global da resposta imune, tanto celular quanto humoral. O 

tratamento é o uso de imunossupressores, podendo consequentemente aumentar a 

chance de desenvolvimento de infecção. Além disso, o sistema imunológico do receptor 

permanece debilitado por longo período.
40

 

DECH aguda ocorre em 8 a 82% dos pacientes: é estimado que 30-50% dos 

receptores de células-tronco de doador aparentado idêntico desenvolvam DECH grau 2 

a 4, enquanto a incidência é de 50 a 70% nos receptores de doador não-aparentado. No 

passado era definida como ocorrendo até o D+100 após a infusão, e atualmente sua 

definição foi modificada, sendo baseada em sintomas clínicos e achados 

histopatológicos. Tipicamente ocorre entre duas a cinco semanas pós-infusão, e é 

dependente do nível de histocompatibilidade, quantidade de linfócitos T infundidos, 

regime de imunossupressão profilático utilizado e de características do doador e 

receptor. É mais frequente em receptores com condicionamento mieloablativo, porém 

ocorre mais tardiamente quando utilizado condicionamento não-mieloablativo. 

Aproximadamente 80% dos pacientes apresentam envolvimento de pele, seguido por 

intestinal (50%) e hepático (50%).
38 

A incidência de DECH crônica varia entre 6 a 80%, dependendo da presença de 

vários fatores; é fator importante no desfecho e qualidade de vida após o transplante. Os 

sintomas usualmente se apresentam nos primeiros três anos após o transplante, e 

frequentemente os casos são precedidos por história de DECH aguda. Historicamente 

era definida como ocorrendo após D+100 da infusão. Atualmente sua definição é 

baseada em critérios clínicos, laboratoriais, alteração em exames de imagem e achados 

histopatológicos. Pode acometer pele, mucosas, pulmões, fígado, trato gastrointestinal, 

sistema musculoesquelético e genitália. Sua presença está associada a uma menor 
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chance de recaída em pacientes com neoplasia hematológica. Infusão de células-tronco 

periféricas está associada com maior incidência de DECH crônica.
38-40 
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4 INFECÇÃO FÚNGICA EM TCTH - EPIDEMIOLOGIA E FATORES DE 

RISCO 

A ocorrência de doença fúngica invasiva tem emergido como consequência do 

aumento do número de pacientes submetidos a terapias imunossupressoras, como 

transplante de órgãos sólidos e de células tronco-hematopoiéticas (TCTH), além da 

maior disponibilidade de exames diagnósticos.  

Com o uso de profilaxia com fluconazol em receptores de TCTH, houve redução 

na morbimortalidade secundária a doença invasiva por Candida albicans; contudo, 

vários centros demontram aumento na frequência de infecções por outras espécies de 

Candida, bem como por fungos filamentosos.
4-11,44-49 

A incidência de infecção invasiva por Aspergillus spp varia de 3 a 15% em 

TCTH alogênico, sendo Aspergillus seção Fumigati a espécie mais identificada, em 

80% dos casos; no entanto, cerca de 30 outras espécies podem causar aspergilose, 

incluindo Aspergillus seção Flavi, Aspergillus seção Terrei e Aspergillus seção Nigri. 

Outros fungos filamentosos como Zygomicetos e Fusarium spp tem incidência de 0,1 a 

0,3% nesta população.
4,9-11,44

 A variabilidade no número de casos entre os estudos mais 

antigos se deve aos critérios  utilizados como diagnóstico, que dependem de fatores do 

hospedeiro, microbiológicos e clínicos, e que atualmente são classificados conforme 

consenso, mencionado a seguir. 

A incidência de infecção fúngica em pacientes submetidos a TCTH autólogo é  

menor (1,2%); porém, há vários relatos de aumento no risco quando ocorre seleção 

(purging) de células CD34. Entre os transplantados alogênicos, a incidência de doença 

fúngica invasiva é maior em pacientes submetidos a TCTH relacionado com mismatch 

HLA (8,1%), TCTH não-relacionado (7,7%) e TCTH alogênico relacionado (5,8%), 

assim como também quando é realizada depleção de células T no enxerto. Receptores 
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de células-tronco periféricas têm menor risco de AI, quando comparados a receptores de 

células provenientes da medula óssea, devido à reconstituição mais rápida de plaquetas, 

neutrófilos, linfócitos T CD4 e monócitos.
4,8-11

 A importância do assunto se deve 

especialmente à alta morbimortalidade dos casos, tão alta quanto 66 a 90%.
4-11,44

 

Atualmente, com o surgimento de novas drogas para o tratamento das doenças fúngicas, 

possivelmente observaremos menores taxas de mortalidade.   

Estudo sobre a incidência de infecção fúngica por fungos filamentosos em 

pacientes hematológicos no Brasil demonstrou que a maioria dos casos é de AI, sendo 

mais frequentes em casos de leucemia aguda.
50

 Quanto à fusariose, é descrito incidência 

de 6,2 casos por 1.000 receptores de TCTH, com sobrevida em 90 dias de apenas 

13%.
51

 Avaliando outros fungos filamentosos, no Brasil há apenas relatos de zigomicose 

e de infecção por feohifomicose. 

Infecções invasivas por fungos filamentosos em receptores de TCTH têm 

ocorrência bimodal: (i) antes da pega, devido à neutropenia prolongada; sendo nesta 

fase o risco maior em pacientes neutropênicos prévios (aplasia de medula óssea) e 

naqueles submetidos a transplante de células progenitoras provenientes da medula óssea 

e de células de cordão umbilical, e menor quando realizado de células progenitoras 

periféricas e em transplantes não-mieloablativos; e (ii) nas fases posteriores, usualmente 

entre 80 a 130 dias após o transplante, em associação com imunodeficiência celular 

causada pela doença do enxerto contra hospedeiro e seu tratamento.
9,45-48

 Após seis 

meses do transplante, os pacientes permanecem sob risco para doença fúngica invasiva, 

uma vez persistindo os fatores de imunossupressão.
46 

Entre os transplantados alogênicos, os fatores de risco dependentes do 

hospedeiro para doença fúngica invasiva incluem idade (>40 anos), doença de base 

(leucemia mielóide crônica parece ter menor incidência,
52

 maior risco para 
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mielodisplasia e mieloma múltiplo),
31

 doença em estágio avançado ou refratária 

(aumento do risco de infecção precoce), incompatibilidade HLA, fonte das células-

tronco (medula óssea, células-tronco periféricas ou cordão umbilical), dose de células 

CD34 infundidas <3 x 10
6
/kg do receptor,

53
 neutropenia, linfopenia, ocorrência de 

doença do enxerto contra hospedeiro aguda (graus 2 a 4) ou crônica (extensa), presença 

de infecções virais (citomegalovírus e vírus respiratórios), uso de corticoesteróide ou 

outros imunossupressores e uso de globulina anti-timócito.
54

 O mecanismo através do 

qual é explicada a associação de infecção por citomegalovírus (CMV) e AI não é 

totalmente conhecido, pois somente a neutropenia causada pelo uso de ganciclovir não 

justificaria a associação. Um dos mecanismos seria o efeito imunomodulador do próprio 

vírus: o CMV pode prejudicar mecanismos efetores, como atividade dos neutrófilos e 

dos macrófagos. Além disso, possivelmente infecção por CMV possa não ser um fator 

de risco independente para AI, mas sim um marcador de deficiência imunológica.
10,48,52 

Depósito de ferro aumentado na medula também é relatado como fator de risco para 

infecção fúngica invasiva.
55,56 

 A mortalidade da AI em pacientes transplantados costuma ser 

consideravelmente elevada. Em estudo onde 23 centros foram avaliados de 2001 a 2005, 

incluindo 415 receptores de TCTH, a mortalidade foi de 57,5%, em 12 semanas. À 

análise multivariada, demonstrou-se que neutropenia, insuficiência renal, insuficiência 

hepática, doença precoce (<30 dias) e uso de metilprednisolona foram fatores 

independentes associados com morte; indivíduos de raça branca apresentaram menor 

risco.
6
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5 CRITÉRIOS PARA DEFINIR DOENÇA FÚNGICA 

 O diagnóstico de doença fúngica invasiva em pacientes imunossupressos muitas 

vezes é prejudicado pela dificuldade de se adquirir material para avaliação 

histopatológica e cultivo, uma vez que os pacientes em sua maioria apresentam-se 

debilitados, com plaquetopenia, o que impossibilita a realização de biópsia. Em 2002,
57

 

foi publicado pelo grupo European Organization and Treatment of Cancer/Invasive 

Fungal Infections Cooperative Group (EORTC) e National Institute of Allergy and 

Infectious Disease Mycosis Study Group (MSG) um consenso referente aos critérios 

diagnósticos a serem empregados, com o objetivo de uniformizar o diagnóstico entre os 

diversos estudos, os quais, até então, utilizavam critérios muito variados, dificultando a 

generalização dos resultados. Estes critérios foram revisados posteriormente,
58

 

incorporando as novas técnicas de imagem e exames laboratoriais que foram surgindo 

nos últimos anos, dividindo os pacientes nas seguintes categorias: 

5.1 Doença comprovada 

 Confirmação diagnóstica pela demonstração, através de microscopia de material 

estéril obtido por aspiração ou biópsia, de presença de formas fúngicas e dano tecidual 

associado, além de cultura de material estéril. 

5.2 Doença provável 

 Inclui a presença de fator do hospedeiro, de critério clínico e micológico, 

descritos a seguir: 

 Fatores do hospedeiro incluem: 

 Neutropenia recente (<500 neutrófilos/mm
3
 por mais de 10 dias); 

 Receptor de TCTH alogênico; 

 Uso prolongado de corticoesteróides, na dose de >0,3 mg/kg/dia de 

prednisona ou equivalente, por mais de 3 semanas; 
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 Tratamento com imunossupressores de células T, como ciclosporina, 

anti-TNF-anticorpos monoclonais (alemtuzumab) ou análogos nucleosídeos, nos 

últimos 3 meses; 

 Imunodeficiência hereditária.  

Os critérios clínicos incluem: 

 Doença pulmonar, com tomografia computadorizada do tórax com 

ao menos um de três sinais: (i) Lesão circunscrita densa com ou sem sinal do halo; (ii) 

Sinal do crescente; ou (iii) Cavidade; 

 Traqueobronquite, definida como presença de úlcera, nódulo, 

pseudomembrana, placa ou escara em análise por broncoscopia; 

 Rinossinusite, com exames de imagem mostrando sinusite e presença 

de dor no local ou úlcera nasal ou invasão óssea; 

 Comprometimento do SNC, exame de imagem com lesão focal ou 

envolvimento de meninges;  

 Candidíase disseminada, caracterizada pela presença de abcessos 

hepáticos ou esplênicos, ou presença de exsudato retiniano em paciente com candidemia 

nas duas semanas anteriores. 

 Os critérios micológicos compreendem:  

 Presença de elementos fúngicos filamentosos em exame direto ou em 

cultura (Aspergillus spp, Fusarium spp, Zygomycetes ou Scedosporium spp), em 

amostras de escarro, lavado broncoalveolar ou aspirado de seios nasais; 

 Exames indiretos, como galactomanana em plasma, soro, lavado 

broncoalveolar ou líquor, nos casos de AI, ou presença de 1,3--D–glucana; 

 Detecção de ácido nucleico e outras técnicas moleculares não foram 

incluídas pela falta de padronização dos métodos. 
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5.3 Doença possível 

Inclui os casos que apresentam os fatores clínicos e do hospedeiro, mas com 

critérios micológicos ausentes. Para fins de estudos clínicos e epidemiológicos, apenas 

pacientes com doença comprovada ou provável costumam ser incluídos.
58 
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      6 A IMPORTÂNCIA DO AMBIENTE 

       6.1 FATORES AMBIENTAIS 

Fungos são organismos ubíquos na natureza, presentes no ar, solo e água; 

raramente causam doenças, exceto em indíviduos com distúrbios imunológicos. A 

concentração de fungos no ar respirado varia de 10
1
 a 10

5
 esporos/m

3
.
1 

Diversos fatores interferem na liberação e dispersão de bioaerossóis. Entre estes, 

destacam-se as variáveis meteorológicas. Alguns autores relataram redução na 

contagem de unidades formadoras de colônias (UFC) de fungos ambientais durante os 

meses de outono e inverno, com aumento durante o verão, sem variação detectada nas 

contagens de Aspergillus spp.
19,59-61 

 Outro estudo comparou dois centros de TCTH, em Seattle e Houston,
62,63

 e 

verificou ter havido aumento tanto na incidência de AI como na contagem de esporos 

durante os meses de verão, também em associação com períodos de baixa precipitação. 

Tal associação, no entanto, foi observada apenas em Seattle; em Houston, cidade com 

temperaturas mais altas durante a primavera e verão e com maior quantidade de chuvas 

do que Seattle, a quantidade de conídios foi menor, não sendo observada ação da 

sazonalidade na incidência de AI. Os autores justificam os achados pela dispersão 

facilitada de conídios hidrofóbicos em estações secas e quentes.
 

 

6.2 CARGA FÚNGICA X INFECÇÃO 

Vários estudos tentaram correlacionar a carga fúngica no ar com a incidência de 

infecções: em alguns, a baixa carga fúngica coincidiu com a ausência de infecção nos 

pacientes internados nas unidades em estudo; em outros, os resultados foram 

discordantes, onde a quantidade de fungos se associou com a freqüência de infecção por 

estes agentes. Tal variabilidade de resultados pode ser explicada pela dificuldade em se 
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estabelecer um diagnóstico preciso quanto à presença de doença fúngica invasiva, bem 

como pelos diferentes métodos de coleta empregados e pela complexidade das variáveis 

ambientais determinantes da presença de elementos fúngicos em um determinado 

ambiente.
14,15,17-19,64 

Embora a presença e quantidade de fungos no ambiente hospitalar tenha sido 

avaliada em diversos estudos, é importante salientar que não existem diretrizes na 

literatura sobre a quantidade de fungos “minimamente aceitável” a ser detectada no ar 

em ambientes hospitalares. Neste sentido, muitos autores descrevem que a concentração 

de Aspergillus spp no ar em unidades de isolamento protetor deve ser menor que 5 

UFC/m
3
, uma vez que mesmo contagem menor que 1 UFC/m

3 
pode ser o suficiente para 

causar infecção em pacientes de alto risco para AI.
2,18,20-22

 Marcada flutuação, no 

entanto, tem sido observada na concentração de fungos filamentosos coletados de 

amostras do ar em diferentes locais de um mesmo hospital, bem como em diferentes 

hospitais, com flutuação de 0,01-1000 UFC/m
3
; ampla variedade de espécies tem sido 

também isoladas nestes estudos.
16,33,44,65 

 Falvey et al,
16

 em estudo onde foram coletadas amostras em vários locais 

dentro do mesmo hospital, evidenciou que as amostras externas apresentavam 

concentrações fúngicas 40 vezes maiores do que em áreas equipadas com filtro HEPA, 

sendo 25 vezes maiores do que as obtidas em áreas não filtradas. Em publicação de 

Perdelli et al,
21

 amostras foram coletadas em vários ambientes hospitalares e foi 

demonstrada variação na carga fúngica em todos locais examinados. Mesmo em áreas 

equipadas com filtro HEPA houve crescimento fúngico, embora em menor quantidade. 

Os autores concluíram que áreas filtradas não conferem proteção total contra a 

exposição a fungos, uma vez que cuidados e/ou manutenção inadequados do sistema de 

ar poderiam levar a um incremento na concentração de fungos no ar.  
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Diversos autores têm preconizado que a coleta rotineira de fungos no ar não seja 

recomendada como medida rotineira visando reduzir o risco de infecção fúngica em 

paciente imunossupressos, uma vez que tais medidas não produzem resultados 

imediatos, demandam tempo, tanto para coleta quanto para processamento e análise das 

placas, resultando na obtenção de culturas disponíveis tardiamente para a identificação 

de possível surto.  No entanto, tais medidas podem ser úteis na avaliação da segurança 

dos ambientes, bem como na monitorização da eficiência das medidas adotadas de 

controle do ar.
16,66 

No Brasil, o único documento publicado acerca de qualidade do ar é a resolução 

n
o
 176 de 2001, no qual a ANVISA

67
 descreve as orientações sobre padrões de 

qualidade do ar em ambientes climatizados artificialmente de uso coletivo. O limite 

máximo recomendável para contaminação microbiológica fúngica foi determinado em 

750 UFC/m
3
, com relação máxima de 1,5 entre a quantidade de fungos no ambiente 

interno, com comparação com o externo (razão I/E). Quando este valor for ultrapassado, 

torna-se necessário a investigação de possíveis fontes de contaminação ambiental no 

ambiente interno, para que possa ser realizada intervenção corretiva. Além disso, 

conforme este documento, as amostras podem ser coletadas através de impactador de 

um, dois ou seis estágios, com taxa de vazão de 25 a 35 l/min, por período de 10 

minutos (ou menos tempo, em áreas altamente contaminadas), sendo amostrado volume 

de 100 a 500 ml de ar, cultivado em meio de cultura Ágar extrato de malte, Ágar 

Sabouraud dextrose, Ágar batata dextrose ou outro, desde que cientificamente validado. 

As placas devem ser incubadas por sete dias a 25
o
C. 
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6.3 MEDIDAS PROTETORAS 

Medidas protetoras têm sido amplamente descritas como sendo eficientes na 

prevenção das doenças fúngicas invasivas, uma vez que os fungos estão amplamente 

disseminados no ambiente.
12,13

 Cuidados simples como manter janelas seladas, portas 

fechadas, limpeza regular dos ambientes, lavagem das mãos, restrição do número de 

pessoas circulando nos locais protegidos e uso de máscaras também impactam nos 

resultados. Alguns estudos comparando locais com sistemas de controle de ar 

diferenciado parecem não demonstrar aumento na redução de casos de doença fúngica 

invasiva, comparando-se com pacientes admitidos em áreas não equipadas com filtros 

de alta eficiência.  

 

 Filtro HEPA 

O filtro HEPA apresenta 99,97% de eficiência em remover partículas >0,3 m 

de diâmetro, pois contém malhas de fibras de vidro com mínima espessura em seu 

interior, que aprisionam as partículas presentes no ar, sendo estas eliminadas. A 

manutenção dos mesmos deve ser realizada conforme orientações do fabricante. 

Quando da ocorrência de surtos de AI, diversos estudos têm demonstrado o benefício do 

uso de filtros HEPA.
24

  

 O uso de filtro HEPA portátil, com capacidade de remover 95% das partículas, 

remove micobactérias e conídios de fungos e pode ser utilizado na ausência de filtro 

central durante construções e em ambientes com pacientes vulneráveis. Vários estudos, 

nenhum randomizado, avaliaram sua eficácia, pois tem custo relativamente baixo e em 

muitas situações a estrutura do hospital é antiga, com limitação de espaço físico, 

impossibilitando a instalação de filtros centrais. Os resultados mostram diminuição nas 
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contagens de colônias fúngicas, mas que podem não ser suficientes em locais em que 

estejam internados pacientes de alto risco.
68,69 

A efetividade do uso de filtros foi avaliada em metanálise,
25

 que comparou a 

mortalidade e freqüência de infecção fúngica entre pacientes hematológicos admitidos 

em áreas com e sem tais filtros. Os estudos incluídos eram heterogêneos, muitos não 

randomizados, com resultados difíceis de serem interpretados. Embora o uso de filtro 

tenha mostrado benefício em termos de redução da freqüência de infecção, a avaliação 

dos estudos randomizados não mostrou vantagem de áreas com filtro HEPA na 

prevenção de morte. 

Conforme diretrizes publicadas para prevenção e controle do ar em unidades de 

TCTH,
70

 os pacientes transplantados alogênicos devem permanecer em locais 

protegidos, com as seguintes características: >12 trocas de ar por hora; equipados com  

filtro HEPA; presença de fluxo de ar direcionado, com entrada de ar por um lado e saída 

do lado contrário; presença de fluxo laminar, unidirecional (este último já existente em 

muitos centros, mas cujo uso não tem sido mais recomendado em novas construções, 

por não oferecer benefício na sobrevida dos pacientes); presença de pressão positiva 

entre os quartos e a entrada >2,5 Pa, com monitorização contínua; e quartos com 

vedação de janelas, portas e teto; mantendo sempre as portas fechadas. A eficiência 

destas medidas para pacientes submetidos a TCTH autólogo não foi ainda estabelecida. 

Na presença de construções ou reformas,
23,71

 recomenda-se intensificar as 

medidas de controle para a prevenção de infecções, o que inclui evitar o deslocamento 

de equipamentos que venham a ser utilizados em pacientes transplantados para as áreas 

em reforma. Além disso, os pacientes podem se beneficiar do uso de máscara N95 

quando saírem da área filtrada (máscaras cirúrgicas não oferecem proteção). 
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 Unidades hematológicas devem ser limpas diariamente, evitando técnicas que 

dispersem poeira; vazamentos hidráulicos devem ser prontamente consertados. A 

presença de plantas, flores e carpetes nos ambientes protegidos deve ser proibida, assim 

como a de pássaros nas proximidades dos dutos de ar do hospital. O chão das unidades 

de transplante deve ser revestido por material não-poroso.
23,70,72,73 

 

 

6.4 A OCORRÊNCIA DE INFECÇÕES FÚNGICAS NO AMBIENTE 

HOSPITALAR 

De todas as infecções nosocomiais nos Estados Unidos, as fúngicas contabilizam 

aproximandamente 9% do total (sendo a maioria causada por Candida spp).
63

 No 

entanto, atualmente sabe-se que pacientes imunossupressos podem desenvolver infecção 

fúngica como consequência de reativação de doença prévia, seja por colonização ou 

exposição a conídios presentes no ar, que não necessariamente ocorre dentro do 

hospital.
74 

A infecção por Aspergillus spp foi primeiramente considerada nosocomial,
75

 

devido a prolongados períodos de hospitalização dos pacientes; mais recentemente, tem 

sido documentada em períodos mais tardios após o transplante, sugerindo que fatores 

ambientais possam estar implicados, o que inclui condições meteorológicas 

(temperatura, umidade, precipitação, velocidade do vento e estação do ano),
76

 bem 

como variações na endemicidade regional. Por definição, infecção nosocomial é a que 

tem início após 48 horas de hospitalização, não evidente no momento da admissão. No 

entanto, no caso de infecções fúngicas invasivas este período é controverso, pois 

estudos sobre o período de incubação apresentam grande variabilidade, de 3 a mais de 

100 dias. Tem-se utilizado, de modo relativamente arbitrário, como ponto de corte o 

período de sete dias para infecções fúngicas. No entanto, o impacto da colonização por 
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Aspergillus spp sobre o período de incubação não é bem conhecido. Talvez, técnicas de 

biologia molecular poderão ser utilizadas identificando se as espécies causadoras de 

doença são as mesmas presentes no ar de determinado local. 

Nas infecções adquiridas no hospital, possíveis fontes de contaminação incluem 

construções e reformas adjacentes às unidades de internação, associadas com sistema de 

ventilação inadequado, além da presença de vasos com plantas, arranjos de flores e 

carpetes revestindo o chão. Em estudos avaliando surtos de infecção fúngica no 

hospital, frequentemente há menção a contaminação do ar secundária a reformas ou 

construções, onde a maioria dos profissionais responsáveis pelas reformas não tem 

conhecimento do risco que estes procedimento podem acarretar aos pacientes.
77 

Anaissie et al coletaram amostras de ar e água em unidade de TCTH onde 

medidas eficientes de controle de ar estavam implementadas, e evidenciaram  presença 

de contaminação na água por Aspergillus spp, sugerindo que a contaminação do 

ambientes através da aerolização de conídios possa ser proveniente da água. A 

contaminação também pode ocorrer em nebulizadores.
34 

Casos de fusariose secundários 

a contaminação do sistema de distribuição de água de hospital também já foram 

descritos.
78 

O controle para prevenção de doença fúngica nosocomial requer a presença de 

equipe multiprofissional, desde as pessoas que diretamente tenham contato com o 

paciente até técnicos com conhecimento em áreas de engenharia, construções e sistemas 

de ar condicionado.
39 

 

6.5 IMPORTÂNCIA DE REFORMAS E CONSTRUÇÕES  

Construções, demolições, reformas e outras condições que promovam aumento 

de poeira estão associadas com elevações na quantidade de conídios de Aspergillus spp 
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no ar, o que pode se associar a infecções nosocomiais.
79,80 

Muitos estudos têm 

documentado a ocorrência de surtos de AI em associação com construções no hospital 

ou em áreas externas próximas.
24,29,33

 Streifel et al.
71

 coletaram amostras em hospital 

antes e após demolição de prédio: observaram aumento de 10
2
 a 10

5
 na concentração de 

fungos no ar externo, e aumento de 10
1
 a 10

2
 em áreas internas. Na área com controle de 

ar (filtro com 60% eficiência), foi observado aumento discreto nas contagens fúngicas.  

O Infection Control Risk Assessment (ICRA),
81

 disponível no Resource for OR 

Design & Construction, avalia o risco de infecção em hospitais e as medidas de 

precaução a serem realizadas, durante períodos de construções e reformas. Tal 

classificação considera o tipo de atividade de renovação e o grupo de pacientes em 

possível risco (baixo, médio, alto e muito alto risco), incluindo pacientes admitidos em 

áreas adjacentes às obras. Neste contexto, pacientes onco-hematológicos são 

considerados de muito alto risco. 

O tipo de obras é classificado conforme a tabela 1, apresentada a seguir. 
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Tabela 1.  Classificação do tipo de atividades em reformas e construções 

Classe Descrição da obra 

1 Nenhuma obra 

2 Atividades não invasivas e inspeção 

Inclui, mas não limitado a: 

- Remoção de alçapões por inspeção visual do teto até o limite de um alçapão por 4,64 m
2
; 

- Pintura (mas não reboco); 

- Cobertura de parede, trabalhos elétricos ou de encanamento pequeno e atividades que não 

gerem poeira ou requeiram a abertura de paredes ou acesso ao teto outro que para inspeção 

visual. 

3 Atividades que causem mínima quantidade de poeira e de curta duração 

Inclui, mas não limitado a: 

- Instalação de cabos telefônicos ou de computadores; 

- Acesso a poços de luz; 

- Corte de paredes ou teto onde a migração de poeira possa ser controlada.  

4 Atividades que gerem moderada a alta quantidade de poeira ou demolições ou remoção de 

estruturas fixas 

Inclui, mas não limitado a: 

- Cimentar paredes; 

- Remoção de assoalhos e alçapões; 

- Construção de novas paredes; 
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- Atividades grandes envolvendo cabos; 

- Trabalhos pequenos nos dutos ou trabalho elétrico acima do teto. 

5 Demolição maior ou construção 

Inclui, mas não limitado a: 

- Atividades que necessitem vários turnos de trabalho; 

- Grande demolição ou remoção de sistema completo de cabos; 

- Novas construções. 

Adaptado de V Kennedy, B Barnard, St Luke Episcopal Hospital, HoustonTX  

  

 Considerando estes fatores, uma série de medidas de contenção de poeira é 

recomendada, conforme exemplificado em 

http://www.ordesignandconstruction.com/index.html.
81
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7 PRINCÍPIOS E MÉTODOS DE COLETA  DO AR 

Aerossóis são partículas suspensas no ar com tamanho de até 25 m, com 

variação em sua composição dependendo se sua origem, podendo ser sólida, líquida, 

conter material orgânico ou inorgânico ou organismos, sendo algumas partículas tóxicas 

ou infecciosas para humanos. Conforme suas características, apresentam um 

comportamento aerodinâmico; estas características são tamanho, forma, densidade, 

presença de irregularidades na superfície. O diâmetro aerodinâmico da partícula 

considera o comportamento da partícula quando está no ar, na dependência de forças 

gravitacionais e inerciais que atuem sobre ela; é definido como o diâmetro de uma 

esfera perfeita de densidade 1 g/cm
3
 que se estabelece no ar com velocidade igual à da 

partícula em consideração (que na maioria das vezes tem superfície irregular). Para 

partículas pequenas (<0,5 m) o processo de difusão assume importância, e é 

influenciado apenas pelo tamanho da partícula. Também quando a partícula apresenta 

maior tamanho (>15 m), o diâmetro aerodinâmico perde sua utilidade.
2
 Além disso, as 

partículas absorvem e perdem água, variando seu tamanho conforme a mudança na 

umidade atmosférica.
76 

Existem vários modelos de coletadores de bioarossóis: mais comumente, estes 

utilizam o princípio de impactação, captando os organismos através de impacto direto 

em meio de cultura, a exemplo do amostrador Andersen de seis estágios, Casella Slit e 

Surface Air System (SAS). Outros funcionam utilizando aceleração centrífuga para 

impactar os organismos no meio de cultura, como Reuter Centrifugal Sampler (RCS) e 

o Cyclone. Ainda, outros utilizam precipitação eletrostática ou filtração ou método 

gravitacional. Nas coletas ambientais em locais fechados, os mais utilizados são os 

impactadores; além disso, são métodos volumétricos, sendo superiores a outros 
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métodos. A maior parte das publicações sobre coleta de fungos em ambientes não 

industriais utiliza o coletador Andersen.
1,82-86

 

O amostrador de bioaerossóis de seis estágios Andersen é um instrumento de 

alumínio, que simula o trato respiratório dos indivíduos, sendo constituído de uma 

entrada cônica, de seis estágios de amostragem com 400 orifícios (tamanho variável em 

cada estágio) e uma placa de base, fixados por três ganchos de pressão, com aspiração 

de ar feita por uma bomba de vácuo operando em torno de 28,3 l/min, constantemente. 

O ar com as partículas viáveis entra no impactador e acelera através dos orifícios de 

jateamento. As partículas viáveis são separadas conforme seu diâmetro aerodinâmico 

(definido pelo tamanho, forma e massa), e ocorre impactação sobre a superfície de um 

meio de cultura em placas de Petri. As partículas maiores são inicialmente impactadas e 

retidas nas placas superiores, enquanto que as partículas menores escapam para os 

estágios inferiores, através da saída na base do impactador. O tamanho das partículas 

que podem ser coletadas em todos os estágios é de 0,m a 15 m.
87 

Os impactadores 

têm limitação em ambientes nos quais a concentração de microorganismos viáveis 

excede 10.000 UFC/m
3
.
2,88 

 Uma ampla variedade de meios de cultura pode ser utilizada em laboratório de 

micologia, não existindo um meio ideal que favoreça todas as espécies fúngicas; logo, 

deve-se ter critério na seleção e preparação do meio, garantido a recuperação da maioria 

dos fungos patógenos e oportunistas.
88

 O principal meio de cultura usado para este fim é 

o Ágar Sabouraud, que vem apresentando várias modificações ao longo do tempo, como 

alterações na quantidade dos componentes e adição de substâncias inibidoras, como 

cloranfenicol e cicloeximida.
26

 Os estudos publicados sobre coleta de fungos anemófilos 

utilizam vários meios: Ágar estrato de malte,
44

 Ágar Sabouraud cloranfenicol,
13,21

 Ágar 

YM,
33

 Ágar Sabouraud com cloranfenicol, penicilina e estreptomocina,
65

 Ágar 
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Sabouraud com gentamicina,
70 

Ágar Czapek, Ágar celulose, Ágar batata e Ágar 

fubá.
89,90 

Quanto à temperatura de incubação, a maioria dos estudos sobre coleta de 

fungos no ar em hospitais utiliza a temperatura de 25-27
o
C, e não há nenhuma diretriz 

que oriente quanto à temperatura ideal para incubação. Em manual publicado pela 

Organização Mundial da Saúde sobre risco de agentes biológicos no meio ambiente, a 

orientação é incubar as placas a uma únicatemperatura (25
o
C),

21,24,59,65,70,88
 embora 

alguns estudos utilizam temperaturas maiores (28-30
o
C),

2,13
 ou mesmo 37

o
C.

33,68
 Em 

outros trabalho, foram empregadas mais de uma temperatura de incubação, 

demonstrando a falta de padronização nos métodos de coleta de fungos no ar.
16 
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JUSTIFICATIVA 

 

Os hospitais 1 e 2 são centros de referência para tratamento de pacientes com 

malignidades hematológicas e TCTH no Estado do Rio Grande do Sul. Tais instituições 

possuem instalações muito distintas do ponto de vista arquitetônico; em particular, 

apenas o hospital 2 possui unidade com controle de ar através de filtro HEPA. Nenhuma 

das instituições costuma monitorar de modo rotineiro a qualidade do ar quanto à 

presença de fungos patogênicos. Vários estudos demonstram decréscimo na carga 

fúngica em ambientes protegidos, mas existe controvérsia no impacto destas medidas 

em diminuir a taxa de infecção fúngica e mortalidade destes pacientes.  
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OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GERAL  

Quantificar e monitorar a presença de fungos no ar de duas unidades de 

transplante de células hematopoiéticas da cidade de Porto Alegre. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Comparar a quantidade de fungos ambientais e filamentosos potencialmente 

patogênicos nas duas unidades de transplante, bem como em diferentes locais dentro de 

cada unidade; 

- Monitorar a incidência de doença fúngica invaisva por fungos filamentosos nos 

dois centros estudados. 

- Comparar o impacto de diferentes temperaturas de incubação, na recuperação 

de fungos potencialmente patogênicos. 
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METODOLOGIA 

 

Estudo de prevalência, no qual foram coletas amostras do ar em dois centros de 

TCTH de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil. Antes do início da execução, o 

projeto foi submetido para avaliação dos Comitês de Ética de ambos os hospitais, sendo 

aprovado, sob os números 3108/09 e 09-271, nos hospitais 1 e 2, respectivamente. 

O hospital 1 possui 1.200 leitos, e a unidade de TCTH está alocada em um 

prédio que foi construído há 10 anos; contém 6 leitos para pacientes transplantados. 

Durante o período das coletas, a maioria dos pacientes no hospital 1 foi submetida a 

TCTH autólogo (~80%) e os demais a alogênico (~20%). O hospital 2 é mais antigo, 

com 40 anos de construção, possuindo 800 leitos, sendo 25 em unidade protegida; a 

maioria dos pacientes internados neste local apresentava diagnóstico de leucemia aguda 

(~40%), seguido de receptores de  TCTH alogênico (30%), autólogo (~25%) e com 

outras doenças hematológicas (~5%). Estes hospitais apresentam distintos sistemas de 

ventilação: o hospital 1 possui sistema de ar central nos quartos e sistema de exaustão 

nos banheiros, enquanto o hospital 2 possui filtro HEPA classe A3 com pressão positiva 

nos quartos, e sistema de exaustão nos banheiros,  gerando pressão negativa neste local. 

As amostras foram coletas mensalmente em ambos locais, no período de 

dezembro de 2009 a janeiro de 2011, sendo utilizado o impactador de bioaerossóis de 

seis estágios Andersen, modelo N6 – BIOAERO1 (figura 6). Este é um instrumento de 

alumínio com uma entrada cônica, de seis estágios de amostragem com 400 orifícios 

(que apresentam tamanho variável em cada estágio) e uma placa de base, fixados por 

três ganchos de pressão. A aspiração do ar é feita através de uma bomba de vácuo com 

fluxo constante de 28,3 l/min. 
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Figura 6. Amostrador de bioaérossois seis estágios Andersen. 

  O material foi coletado no corredor (em dois pontos), interior de dois quartos 

(escolhidos aleatoriamente) e no interior do banheiro, após abertura do chuveiro, 

estando o impactador localizado a 1,5 m do chão. O tempo de cada coleta foi de 20 

minutos nos locais sem filtro HEPA e de 30 minutos nos locais filtrados. Conforme 

recomendação do manual, a coleta deve ocorrer durante 30 minutos em locais com 

filtragem de ar/estéreis e durante menor tempo em locais não filtrados. Concomitante às 

coletas, foram verificadas a temperatura e a umidade relativa do ar, bem como o número 

de pessoas circulando no local (pacientes ou outros), as condições do sistema de 

ventilação e a presença de obras, renovações ou construções em locais próximos. 

Após a coleta, as placas foram incubadas a 25ºC por até sete dias e monitoradas 

quanto ao crescimento de colônias fúngicas. Realizada identificação das colônias 

conforme suas características macroscópicas e microscópicas. O cálculo da 

concentração de microorganismos foi realizado dividindo-se o número total de colônias 

observadas na placa pelo volume de ar amostrado. O volume de ar foi dado pela vazão 

de amostragem multiplicada pelo tempo decorrido, onde V = (Q x t)/1000, em que V é o 

volume (m
3
), Q é a vazão (l/min) e t é o tempo. Assim, o resultado final foi expresso em 

número de partículas viáveis por m
3
 de ar da amostra (UFC/m

3
). A partir de setembro de 
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2011, em um dos quartos e em um ponto do corredor foi realizada coleta em duplicata, 

sendo incubadas em duas temperaturas distintas, a 25
 o

C e 35-40
o
C, com o objetivo de 

analisar se há diferença no crescimento dos fungos quando incubados em diferentes 

temperaturas. 

Para fins de análise estatística, os fungos foram classificados em filamentosos 

potencialmente patogênicos (pertencentes aos gêneros Aspergillus, Rhizopus e 

Fusarium) ou ambientais (demais gêneros fúngicos). 

Durante o período das coletas, foi realizado levantamento dos pacientes que 

estiveram internados em ambas as unidades, sendo os mesmos classificados conforme a 

doença de base, uso de antifúngico e diagnóstico de doença fúngica invasiva. Os casos 

de doença “provável” e “comprovada” foram documentados, conforme critérios 

estabelecidos em consenso.
58

 

Análise descritiva foi utilizada para descrever os dados quantitativos, 

apresentados por mediana e amplitude, conforme tabelas 2 e 3, devido à variabilidade 

nos resultados encontrados. Para comparações entre os locais e os hospitais foram 

utilizados os teste de Kruskall-Wallis e Mann-Whitney, respectivamente. Foram 

considerados estatisticamente significativos valores com p<0,05.  A análise dos dados 

foi realizada com o programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Prism Software Inc, San 

Diego, USA). 
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Anexo I - Tabela 2. Concentração de fungos no ar no hospital 1. Resultados em unidades formadoras de colônia por m
3
(UFC/m

3
). 

 

 

Fungos Quartos Banheiros Corredores 

 

Mediana Amplitude Mediana Amplitude Mediana Amplitude 

         Aspergillus seção Fumigati 0 0 - 1,8 0 0 - 0          0         0 - 1,8 

         Aspergillus seção Flavi 0 0 - 3,5 0    0 - 1,8 0         0 - 15,9 

         Aspergillus seção Nigri 0 0 - 3,5 0    0 - 3,5 0         0 - 19,4 

         Aspergillus spp 0             0 - 0 0 0 - 0 0         0 – 0 

 

Fungos Hialinos 

 

         Penicillium spp 9,7            0 - 227,9 14,1 3,53 - 88,34 18,6 3,53 - 180,2 

         Fusarium spp 0            0 - 5,3 1,8 0 - 19,43 1,8        0 - 12,4 

         Scytalidium spp 0            0 - 7,1 0 0 - 0 0        0 - 7,1 

         Outros fungos hialinos 36,2      3,5 - 134,3 19,4 3,53 - 180,21 36,2        0 - 259,7 

         Fungo filamentoso estéril 0            0 - 1,8 0 0 - 0 0         0 - 3,5 

 

Fungos demáceos 22,1   0 - 150,2 21,2 7,07 - 187,28 53,9        1,8 - 390,4 

 

Rhizopus spp 0            0 - 1,8 0     0 - 1,77 0         0 - 5,3 

   

Leveduras 

         Rhodotorula spp         1,8                      0 - 100,7                     1,8             0 - 28,3 0                       0 - 245,58 

 

0 - 245,58 

         Candida spp          0                        0 - 10,6                        0    0 – 12,4         0     0 - 12,37 

 

0 - 12,37 
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Anexo II - Tabela 3. Concentração de fungos no ar no hospital 2. Resultados em unidades formadoras de colônia por m
3
(UFC/m

3
). 

 

Fungos Quartos Banheiros Corredores 

 

Mediana Amplitude Mediana Amplitude Mediana Amplitude 

         Aspergillus seção Fumigati 0 0 – 4,7 0 0 - 0 0         0 – 0 

         Aspergillus seção Flavi 0 0 – 4,7 0 0 – 0 0         0 – 3,5 

         Aspergillus seção Nigri 0 0 – 2,3 0    0 – 1,2 0         0 – 7,1 

         Aspergillus spp 0             0 – 0 0    0 – 1,2 0         0 – 0 

Fungos Hialinos 

 

         Penicillium spp 1,8 0 – 11,8 3,5       1,9 - 28,8 31,8 15,9 -146,6 

         Fusarium spp 0           0 – 4,7 0    0 – 17,7 7,1         0 – 51,24 

         Scytalidium spp 0           0 – 0 0             0 – 0 0         0 - 7,1 

         Outros fungos hialinos 8,8 0 – 62,4 7,1      1,9 – 48,3 58,3 10,6-314,5 

         Fungo filamentoso estéril 0            0 - 1,8 0             0 – 0 

   

Fungos demáceos 5,9 0 – 27,1 5,9       0 – 29,45 91,9  10,6 – 242,1 

 

Rhizopus spp 0            0 - 1,2 0              0 – 0 0          0 – 3,53 

 

Leveduras 

Rhodotorula spp                                  0                        0 – 18,8                       0                       0 – 11,8                    3,5                    0 – 362,2 

              Candida spp                                        0                        0 – 8,2                         0                       0 – 8,2                        0                     0 – 5,3
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Abstract 

 Invasive fungal diseases have emerged as important causes of morbidity and 

mortality in haematologic patients. In this study air samples were collected in two 

HSCT units, in which distinct air control systems were in place. The unit in hospital 1 

no HEPA filtre was available. Conversely, HSCT rooms in hospital 2 were equipped 

with HEPA filtres, with positive air pressure related to the corridor. A total of 117 

samples were obtained during Dec/2009-Jan/2011, using a six-stage Andersen sampler. 

Samples were collected from rooms, toilets and corridors. In both hospitals, the 

concentration of potentially pathogenic fungi in the air was reduced in patients’ rooms, 

in comparison to corridors (p<0.0001). Despite the existence of HEPA filter in hospital 

2, rooms in both hospitals showed similar concentrations of potentially pathogenic fungi 

(p=0.714). These findings may be explained by the implementation of additional 

protective measures in hospital 1, emphasizing the importance of such measures in 

protected environments. 

Key words: aspergillosis; environmental sampling; fungi; haematopoietic stem cell 

transplantation; HEPA filtres. 
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Invasive fungal diseases have became a major threat to haematopoietic stem cell 

transplant (HSCT) recipients [1,2]. It is well known that the environment plays an 

important role in fungi diseases [3,4], leading to the recommendation that high risk 

patients should be treated in rooms equipped with high efficiency particulate air 

(HEPA) filtres. However, the implementation and maintenance of such measures are 

expensive and there is a controversy around the survival benefit associated with these 

interventions [4-6]. Due to economic restrictions many HSCT patients are treated in 

developing countries in rooms with no special air filtres. That allowed us to investigate 

the quality of air in university hospitals in which distinct heating, ventilation, air-

conditioning (HVAC) systems are in place. Here we compared the amount of fungal 

conidia in the air of two HSCT units in Southern Brazil. Hospital 1 is a 1,200-bed 

hospital and its HSCT unit contains 6 beds, mostly for autologous HSCT recipients 

(~80%) followed by allogeneic HSCT recipients (~20%). The HSCT unit in hospital 1 

is located in a 10 year-old building, in which a central HVAC system is installed in 

rooms in which no HEPA filtre is available. Hospital 2 is a 40-year-old hospital, with 

800 beds. Its HSCT ward has 25 beds in which all rooms are equipped with HEPA 

filtres, with positive air pressure related to the corridor. Toilets have exhaust air system 

creating negative pressure at this location. Air in corridors are neither pressurized nor 

HEPA filtre-equipped. Most patients admitted to the HSCT ward in hospital 2 have 

acute leukaemia (~40%), followed by allogeneic (~30%) and autologous HSCT 

recipients (~25%), in addition to other haematological conditions (~5%). The infection 

control policies and procedures in both hospitals are comparable, including the 

recommendation for patients to wear N-95 masks when leaving rooms and limiting 

people’s traffic in the units. 
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Air samples were collected monthly during December 2009 to January 2011 

with the Six-stage Andersen Sampler that collects airborne particles on Petri dishes at a 

constant flow (28.3 L/min), at 1.5 m above the floor. Samples were collected along 20-

30 min from corridors, rooms, and toilets (30 min in filtered areas and 20 min 

elsewhere). All plates contained Sabouraud Chloramphenicol Agar and were incubated 

at 25
o
C. Plates were observed daily for fungal growth for 7 days. Fungi were identified 

at the genus/species level based on their macro and micromorphology features. The 

amount of culturable fungal conidia in the air was determined in terms of Colony 

Forming Units (CFU) per m
3
. For the purpose of this study, all fungi belonging to the 

genus Aspergillus, Rhizopus, and Fusarium were considered potentially pathogenic 

fungi. Cases of invasive mould diseases that occurred during the study period in the 

HSCT units were documented, and classified according to the revised EORTC/MSG 

definitions for invasive fungal diseases [7]. 

 Descriptive statistics were used to summarize the data. Furthermore, fungal 

concentrations in the sites (room, toilet and corridor) were compared between hospitals 

using Mann-Whitney test (MW test), and among different sites in the same hospital 

using Kruskal-Wallis test (KW test) associated with Dunn’s Multiple Comparison test 

(DMC test). Statistical analyses were carried out with software GraphPad Prism 5 

(GraphPad Prism Software Inc, San Diego, USA). Probability (p) values of < 0.05 were 

considered statistically significant. 

 A total of 117 samples were obtained during the period of study (total 702 

plates). These samples were obtained from corridors (n=26), rooms (n=26), and toilets 

(n=13), in each participating hospital. In both hospitals, dematiaceous fungi particularly 

Cladosporium spp were predominant in the corridors, with median (range) 

concentrations of 53.9 CFU/m
3
 (1.8-390.5) and 91.9 CFU/m

3
 (10.6-242.0) for hospitals 
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1 and 2, respectively. Overall, corridors from hospitals 1 and 2 (Table 1) revealed 

similar concentrations of environmental fungi (p=0.114 for MW test), as well as 

potentially pathogenic moulds (p=0.622 for MW test).  

 Rooms in both hospitals showed lower fungal concentrations, in comparison to 

their respective corridors. Comparing toilets and rooms in each of the hospitals, a trend 

towards higher fungal counts in toilets were observed. In hospital 1, there was a 

significantly lower amount of potentially pathogenic fungi in rooms in comparison to 

corridors (p<0.0001 for KW test associated to p<0.05 for DMC test). Albeit not 

statistically significant, the concentration of environmental fungi (median and mean) 

was also lower in rooms in hospital 1, in comparison to corridors (p=0.059). For 

hospital 2, the number of both potentially pathogenic moulds and environmental fungi 

was reduced in rooms, in comparison to corridors (p<0.0001 for KW test associated to 

p<0.0001 for DMC test). 

 When rooms from hospitals 1 and 2 were compared in terms of the amount of 

airborne fungi, lower concentrations were observed in hospital 2 (p<0.0001 for MW 

test). However, when only potentially pathogenic moulds were considered, similar 

results were found (p=0.714 for MW test).  

 During the period of investigation, 47 patients were hospitalized in the HSCT 

unit in hospitals 1 and 144 in hospital 2. The incidence (proven/probable cases) of 

invasive mould disease in hospitals 1 and 2 were 2.1% (n=1) and 7.6% (n=11), 

respectively. Despite the increased incidence of invasive mould diseases in hospital 2, 

results were not statistically different (p=0.176 for Chi-square test). These infections 

affected the respiratory tract (n=10) and the skin (n=2). Fungi recovered from these 
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patients included Aspergillus section Fumigati (n=3), Fusarium spp (n=2) and 

Curvularia spp. (n=1).  

 This study compared two hospitals with different characteristics, both in terms 

of structure and patient population. Rooms in hospital 2 are equipped with HEPA filtres 

and the amount of fungal conidia in these areas was markedly reduced, in comparison to 

corridors. Surprisingly, air concentration of potentially pathogenic fungi was similar in 

the rooms of both hospitals, despite the use of distinct ventilation systems. This could 

possibly be the result of several measures that together reduced the amount of aerial 

fungal spores, including sealed windows, closed doors, using appropriated ceiling tiles, 

reducing pedestrian traffic, as well as implementing an effective hand disinfection 

policy [8,9]. Fungal burden in hospital 1 may also had been influenced by the location 

of its HSCT unit in a recently constructed building. Most patients in hospital 1 were 

autologous recipients. Conversely, hospital 2 sees more severely immunosuppressed 

patients. As expected based on the patients’ underlying diseases, the incidence of 

invasive mould disease was 3.6-fold higher in hospital 2. This study was however 

limited by a few factors, including the number of samples analyzed. In addition, since a 

single incubation temperature was used (25
o
C), growth of thermotolerant fungi such as 

Aspergillus section Fumigati might have been underestimated. 

 In conclusion, here we observed that a low air fungal burden may be present in 

the air of rooms of HSCT recipients despite absence of HEPA filtration. As discussed, 

additional protective measures may also play an important role in environmental 

control, so these technologies might not be essential to all HSCT units. However in 

hospitals in which severely immunocompromised patients are admitted to, a reduction 

in fungal spores by the means of HEPA filtres is highly desirable. 
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Table 1. Air concentration of fungi in the rooms of patients admitted in two distinct 

haematopoietic stem cell transplant (HSCT) units in Brazil. Only hospital 2 is equipped 

with HEPA filtre. All results are presented in colony forming units per m
3
.   

 

 
          Enviromental Fungi 

a 
Potentially Pathogenic Fungi

b 

Site Hospital n Median IQR Mean SD Median IQR Mean SD 

R
o

o
m

 

H1 26 101.6 140.5 110.3 78.1 0.0 3.5 1.3 1.0 

H2 26 22.4 26.8 25.2 20.4 0.0 1.2 1.8 1.8 

T
o
il

et
s 

H1 13 155.5 168.8 138.3 84.4 5.3 12.4 6.4 7.1 

H2 13 35.3 37.1 32.6 22.9 0.0 1.8 2.9 6.1 

C
o
rr

id
o
r 

H1 26 146.6 277.8 220.2 183.8 7.1 7.5 7.5 5.9 

H2 13 266.8 225.2 294.8 159.4 7.1 10.6 11.3 13.5 

a
 Including fungi belonging to the genus Penicillium, Scytalidium, sterile filamentous fungi, 

dematiaceous moulds, Rhodotorula, and Candida. 
b
 Including species of Aspergillus, Rhizopus, and Fusarium. 

H1 – Hospital 1; H2 – Hospital 2; n – number of samples; IQR – Interquartile Range; SD – 

Standard Deviation. 
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Abstract 

 Environmental air monitoring is a common practice in many institutions. 

However, the methodology involved in different studies has not been standardized, with 

most centers incubating samples at room temperature. Here we demonstrate that the 

incubation of plates at 35-40
o
C facilitates growth of Aspergillus section Fumigati, the 

most important pathogenic mold to humans. The implications for these findings are 

discussed. 
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Invasive aspergillosis (IA) is a major threat to the immunocompromised host. 

Due to the ubiquity of Aspergillus species in the environment, the hospital air may be a 

source from which patients can inhale Aspergillus conidia. In order to reduce the 

amount of fungal particles in the hospital, many institutions monitor air quality in 

critical areas such as transplant, surgical and intensive care units. However, the 

laboratory technique employed to recover fungi from the air has not been properly 

standardized – therefore, discrepant results may be obtained among studies. Here we 

compared the effect of different incubation temperatures on the recovery of potentially 

pathogenic fungi – particularly Aspergillus species – in the hospital environment. 

 

Methods 

 The study was conducted in two large Brazilian hospitals during a 5-month 

period (Sept 2010-Jan 2011). Air samples were obtained monthly using N-6 Andersen 

sampler in intensive care units as well as in hematopoietic stem cell transplant units. 

Plates containing Sabouraud Agar with chloramphenicol were simultaneously incubated 

at 25ºC and 35-40ºC. Fungal growth was observed daily for up to 7 days and fungal 

identification at the genus/species level was performed by classical mycology methods. 

Quantitative results were obtained by dividing the total number of fungal colonies 

(CFU) on the Petri dishes by the volume of air (m
3
). For the purposes of this study, all 

yeasts as well as molds belonging to the genus Aspergillus, Fusarium, and the 

Zygomycetes were considered potentially pathogenic fungi. Environmental fungi 

included species of Cladosporium, Penicillium, and Trichoderma, as well as 

dematiaceous fungi and sterile filamentous fungi. 

 Descriptive statistics were used to summarize the data. Dependent variables 

were evaluated with the Wilcoxon test. Samples that revealed no fungal growth were 
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excluded from the analysis. For all comparisons p values of <0.05 were considered 

statistically significant. 

 

Results 

 During the period of study, 40 paired observations were performed. At higher 

incubation temperatures (35-40ºC), the rate of growth of environmental fungi was lower 

than at 25ºC (n=32 pairs; median of 11.5 vs. 144.9 CFU/m
3
, respectively, p<0.001). 

Similar results were observed for yeasts (n=22 pairs; median of 0.0 vs. 3.5 CFU/m
3
, 

p<0.001), Rhizopus spp (n=10 pairs; median of 0.9 vs. 1.8 CFU/m
3
, p=0.045), 

Aspergillus section Nigri (n=15 pairs; median of 1.8 vs. 1.8 CFU/m
3
, p=0.030) and 

Fusarium spp (n=9 pairs; median of 0.0 vs. 8.8 CFU/m
3
). 

 The growth of Aspergillus section Fumigati was more pronounced at higher 

incubation temperatures than at 25ºC (n=21 pairs; median of 5.3 vs. 1.8 CFU/m
3
, 

p=0.031). The same effect however was not observed for any of the other Aspergillus 

species studied. For instance, growth of all Aspergillus species (p=0.351) and growth of 

Aspergillus section Flavi (p=0.435) were not influenced by changes in incubation 

temperature. Figure 1 shows the main results of this study. 

 

Discussion 

 This study clearly demonstrates that the incubation of plates at 35-40
o
C favors 

the growth of Aspergillus section Fumigati, in comparison to incubation at 25
o
C. On the 

other hand, the growth of environmental fungi, yeasts, Rhizopus spp, Aspergillus section 

Nigri and Fusarium spp was reduced at higher temperatures. These findings are not 

entirely surprising when one considers the known thermotolerance of A. fumigatus.
1
 

Using higher incubation temperatures may therefore create a less competitive scenario 
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for A. fumigatus, in comparison to faster-growing fungi that are less able to tolerate such 

high temperatures. 

 The results of this study may potentially have an impact on how environmental 

studies are conducted in hospitals. For instance, different incubation temperatures have 

been used in studies that monitored indoor air in hospitals. In most of these studies a 

single incubation temperature was used (usually 25ºC) – in these studies there was a 

predominance of fungi belonging to the genera Penicillium and Cladosporium,
2,3

 with a 

low frequency of Aspergillus species.
2-5

 In some studies the incubation temperature was 

not even mentioned.
6
 The use of different incubation studies have already been 

investigated in a study from Italy.
7
 At 25ºC, Cladosporium spp was the most frequently 

isolated fungus (60.4%), followed by Penicillium spp (19.2%), Alternaria spp and other 

dematiaceous fungi (2.8%). Aspergillus spp accounted for just 2.3% of fungal colonies 

incubated at 25
o
C. Incubating plates at 37ºC resulted in a marked reduction (17-25-fold) 

of environmental fungi, even though the frequency of Aspergillus spp. recovery at 37
o
C 

was increased to 34%. 

 Although environmental monitoring is a common practice in many hospitals, it 

is surprising to see that so far there is no standard technique for the detection of airborne 

fungi in these settings. Based on our findings, we conclude that studies that utilize 

incubation of plates at 25ºC could potentially underestimate the presence of Aspergillus 

section Fumigati, currently the most important filamentous fungus in medical 

mycology. Studies aiming to evaluate the frequency of Aspergillus species in the air 

should therefore always include incubation of plates at temperatures of 35ºC or higher, 

combined or not with incubation at 25ºC. The effect on other, less common pathogenic 

fungi may merit further study with respect to incubation temperature. 
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Figura 1. Fungal growth at different incubation temperatures. Higher temperatures 

stimulated the recovery of Aspergillus section Fumigati. The reported values designate 

the median results in terms of colony formed units (CFU) per m
3
. 

 

 

 

 

 

 



70 
 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 Fungos são ubíquos na natureza, fundamentais no controle do ecossistema, 

porém podem causar doença invasiva em pacientes imunossuprimidos, com 

consequente aumento na mortalidade deste indivíduos. Assim sendo, o controle da 

presença de fungos no ar em locais nos quais estes pacientes imunologicamente 

debilitados permanecem é de suma importância. 

 O presente trabalho avaliou a concentração de elementos fúngicos viáveis em 

dois centros de referência em transplante de células-tronco hematopoéticas em Porto 

Alegre, coletados com o impactador de bioaerossóis de seis estágios Andersen, modelo 

N6 – BIOAERO1, pelo período de 13 meses. Rotineiramente a qualidade do ar quanto à 

presença de elementos fúngicos não é monitorada nestas instituições. 

 A análise dos dados obtidos neste estudo evidencia que além da presença de 

sistema de controle do ar através de filtro HEPA, medidas simples, como manter janelas 

seladas, portas fechadas, limpeza regular dos ambientes, lavagem das mãos e restrição 

do número de pessoas circulando nos locais protegidos podem impactar na carga 

fúngica encontrada, como demontrado pela ausência de diferença estatisticamente 

significativa entre os quartos dos dois hospitais, que possuem distintos sistema de 

controle do ar, e pela redução da quantidade de fungos potencialmente patogênicos nos 

quartos do hopital 1 em comparação com o corredor.  

Avaliando as publicações, evidenciamos a falta de padronização nos métodos de 

coleta entre os diversos estudos, devido provavelmente à ausência de diretizes. A 

incubação em duas temperaturas não é realizada na maioria dos estudos sobre 
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monitoramento de fungos anemófilos, no entanto, verificamos que o isolamento de 

Aspergillus seção Fumigati é favorecido quando incubado em temperaturas maiores 

(35-40
o
C), enquanto que outros fungos, também potencialmente patogênicos como 

Aspergillus seção Nigri, Fusarium spp e Rhizopus spp apresentaram maior quantidade 

de UFC isoladas quando incubadas a 25
o
C. Logo, pode-se estar subestimando a 

quantidade de Aspergillus seção Fumigati se as amostras não forem incubadas em 

temperatura maior.   

   

 

 

 


