Possiveis implicacoes da contaminacao fungica num aviario
Carla Viegas', Susana Viegas', C. Verissimo?, Laura Rosado?, Carlos Silva Santos?

1. Area Cientifica de Satde Ambiental, Escola Superior de Tecnologia da Satde de Lishoa, Instituto Politécnico de Lishoa. carla.viegas@estesl.ipl.pt
2. Laboratério de Micologia, Instituto Nacional de Salde Dr. Ricardo Jorge.
3. Grupo de Disciplinas Saide Ambiental e Ocupacional, Escola Nacional de Satde Publica, Universidade Nova de Lisboa.

RESUMO: Introduc¢do — Apesar de em Portugal se verificar o aumento da industria da
producédo de aves para consumo humano, apenas alguns estudos incidem sobre a quali-
dade do ar interior e as implicacdes da sua degradacdo. Objectivos — Descrever a conta-
minacao fungica num aviario, analisar possiveis associacbes com a temperatura ambiente
e a humidade relativa e o possivel impacto na saude dos consumidores e trabalhadores
desta unidade. Métodos — Foi desenvolvido um estudo descritivo para avaliar a contami-
nagao fungica num aviario. Colheram-se 5 amostras de ar de 100 litros através do método
de compactacdo e 4 amostras de superficies, utilizando a técnica da zaragatoa e um qua-
drado de 10 cm de lado de metal. Simultaneamente, os pardmetros ambientais — tempe-
ratura ambiente e humidade relativa — também foram medidos. Resultados — Foram
identificadas vinte espécies de fungos no ar, sendo os seguintes os quatro géneros mais
comummente isolados: Cladosporium (40,5%), Alternaria (10,8%), Chrysosporium e As-
pergillus (6,8%). Nas superficies, 21 espécies de fungos foram identificadas, sendo os 4
géneros mais identificados Penicillium (51,8%), Cladosporium (25,4%), Alternaria (6,1%)
e Asperqillus (4,2%). Importa referir o facto de Asperqillus flavus, também isolado no ar,
ser reconhecido como produtor de micotoxinas (aflatoxina) e Aspergillus fumigatus, uma
das espécies isoladas no ar e superficies, ser capaz de causar aspergilose grave ou fatal.
N&o se verificou relacdo significativa (p> 0,05) entre a contaminacao fungica e as variaveis
ambientais. Conclusao — Caracterizou-se a distribuicdo fungica no ar e superficies do
aviario e analisou-se a possivel influéncia das varidveis ambientais. Foi reconhecido um
potencial problema de Saude Publica devido a contaminacao flngica e a possivel produ-
cao de micotoxinas com a eventual contaminacao dos produtos alimentares. A contami-
nacao fungica, particularmente causada pelo Aspergillus fumigatus, e a possivel presenca
de micotoxinas no ar, devem ser encaradas também como fatores de risco neste contexto
ocupacional.
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Possible implications of a poultry fungal contamination

ABSTRACT: Background — Although there is an increasingly industry that produce
whole chickens for domestic consumption in Portugal, only few investigations have
reported on the indoor air of these plants and the consequences of their degradation.
Objectives — Describe one poultry environmental fungal contamination analyse possible
associations between temperature and relative humidity and its possible impact on the
health of consumers and of the poultry workers. Methods — A descriptive study was
developed to monitor one poultry fungal contamination. Five air samples of 100 litres
through impaction method were collected and 4 swab samples from surfaces were also
collected using a 10 cm square of metal. Simultaneously, environmental parameters —
temperature and relative humidity — were also measured. Results — Twenty species of
fungi in air were identified, being the 4 most commonly isolated the following genera:
Cladosporium (40.5%), Alternaria (10.8%), Chrysosporium and Asperqillus (6.8%). In
surfaces, 21 species of fungi were identified, being the 4 genera more identified Penicillium
(51.8%), Cladosporium (25.4%), Alternaria (6.1%) and Aspergillus (4.2%). In addition,
Aspergillus flavus also isolated in the poultry air is a well-known producer of potent



mycotoxins (aflatoxin), and Aspergillus fumigatus, one of the species isolated in air and
surfaces, is capable of causing severe or fatal aspergillosis. There was no significant
relationship (p>0,05) between fungal contamination and environmental variables.
Conclusions — Was characterized fungal distribution in poultry air and surfaces and
analyzed the association of environmental variables. It was recognized the Public Health
problem because of fungal contamination and also due to probable mycotoxins production
with the possible contamination of food products. Fungal contamination, particularly due
to the presence of Aspergillus fumigatus and also the possible presence of mycotoxins in
the air, should be seen as risk factor in this occupational setting.
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Introducao

A presenca de fungos requer condicdes especificas de
temperatura, humidade, oxigénio e nutrientes. As ativida-
des bioldgicas de biodegradacdo e biodeterioracdo dos
fungos dependem da atividade enzimética, das condigdes
ambientais, do fendmeno de competicdo entre espécies e,
ainda, da natureza do substrato onde os fungos se encon-
tram'. Em situacdes onde a contaminacdo fungica é eleva-
da ou quando os individuos expostos sofrem de problemas
respiratérios ou possuem um sistema imunolégico fragili-
zado, a exposicdo pode causar o aparecimento de sintomas
e/ou patologias. Os efeitos estdo dependentes das espécies
presentes, dos produtos metabdlicos, da concentracdo e da
duracao da exposicao e, ndo menos importante, da susce-
tibilidade individual'.

Até ao momento, os estudos epidemioldgicos nao conse-
guiram estabelecer uma relacdo causal entre a extensao da
presenca de fungos, o tempo de exposicao e os efeitos es-
pecificos para a saude ou na frequéncia e gravidade dos
sintomas relatados. Os estudos tendem a evidenciar ape-
nas a existéncia de uma ligacao entre a presenca de fungos
num determinado ambiente e o desenvolvimento de sinto-
mas, principalmente do foro respiratério’. No entanto, as
espécies fungicas sao geralmente identificadas como causa
de doencas alérgicas, dores de cabeca, irritacdo ocular,
obstrucao das vias respiratorias, tosse e outros sintomas?.

Acresce, ainda, o facto de alguns fungos em ambientes
fechados poderem produzir metabolitos secundéarios, como
as micotoxinas, em resposta as alteracoes do local em que
se encontram. As micotoxinas podem ser pré-inflamatoérias,
imunossupressoras ou cancerigenas®“. Este grupo de toxi-
nas inclui as aflatoxinas, fumonisinas, ocratoxinas, rubrato-
xinas e os tricotecenos, apresentando, conforme referido,
propriedades e toxicidade diferentes®>.

As atividades agricolas, como a producao animal, aumen-
tam o risco de exposicao a particulas e a microrganismos,
como os fungos®’. Em Portugal, e segundo dados faculta-
dos pelo Ministério da Agricultura em 2009 (nao editados),
verifica-se 0 aumento da indUstria da producdo de aves
para consumo humano. Embora diversa pesquisa tenha
sido desenvolvida sobre os possiveis contaminantes micro-

biolégicos na producdo de carne para consumo®®, poucos
estudos descrevem a qualidade do ar interior das instala-
¢bes” e as implicacoes que a sua degradacdo podera re-
presentar para os produtos alimentares. Desta forma, reco-
nhecendo o ar como potencial contaminante da carne das
aves’, a ingestao deste produto alimentar contaminado por
fungos e micotoxinas pode ser causa de doenca nos consu-
midores'".

Adicionalmente, além da potencial exposicdo ocupacio-
nal a fungos que ocorre neste contexto ocupacional, a ex-
posicdo a micotoxinas por via inalatéria tem vindo a ser
considerada, em vérios estudos, como um fator de risco
profissional'?'4.

Face a pertinéncia do tema, este estudo apresentou como
objetivos descrever a contaminacdo fungica num aviario e
analisar possiveis associacbes com a temperatura e a humi-
dade relativa, bem como o seu possivel impacto na satde
dos consumidores e trabalhadores desta unidade.

Materiais e Métodos

Realizou-se um estudo descritivo que envolveu a avalia-
cao da contaminacao fungica no ar e superficies de um
aviario. Foram colhidas cinco amostras de ar, quatro no in-
terior de diferentes pavilhdes onde se encontravam as aves
e uma no exterior, por este ser o local considerado como
sendo o de referéncia’. Em cada amostra foram colhidos
100 litros de ar, através do método de impacto, com velo-
cidade de recolha de 140 litros por minuto e a 1 metro de
altura. Foi utilizado como meio o malte agar com cloranfe-
nicol (MEA) e antes de cada colheita os amostradores fo-
ram limpos com gaze esterilizada, embebida em 4lcool eti-
licoa 70%.

Foram também colhidas quatro amostras de superficies,
uma em cada pavilhao, nos seguintes locais: 2 bebedouros,
1 comedouro e 1 parede. As amostras foram obtidas atra-
vés da técnica de esfregaco por zaragatoa que foi realizada
de acordo com os procedimentos constantes na ISO
18593:2004', utilizando um quadrado de metal inoxidavel
de 10 cm, desinfectado com alcool etilico a 70%, entre
colheitas.



Simultaneamente, monitorizaram-se os parametros am-
bientais, designadamente a temperatura ambiente e a hu-
midade relativa, através do equipamento de leitura direta
Babouc A, da LSI Systems e segundo a Norma Internacional
ISO 7726:1998".

Todas as amostras foram transportadas em ambiente re-
frigerado e processadas no préprio dia. O processamento
das zaragatoas foi realizado recorrendo a técnica de espa-
lhamento por estrias em MEA, tendo sido realizadas 3 ré-
plicas por amostra. Posteriormente, as placas de meio (ar e
superficies) foram incubadas a 27° C, durante 5 a 7 dias e
controladas periodicamente para verificar a evolugdo do
crescimento das colénias’.

Apo6s o processamento laboratorial e a incubacdo das
amostras colhidas, foram obtidos resultados qualitativos
através da identificacao das espécies fungicas filamentosas
isoladas e quantitativos expressos em Unidades Formado-
ras de Colénias por metro quadrado (UFC/m?) e por metro
cUbico (UFC/m?3). Sempre que possivel, os fungos filamen-
tosos foram identificados ao nivel de espécie, dado que os
possiveis efeitos adversos para a saude variam de acordo
com as espécies fungicas'2°.

A identificacdo de fungos filamentosos foi alcancada
através de microscopia 6tica mediante a observacdo das
caracteristicas morfolégicas constantes em bibliografia ilus-
trada?'.

Com os dados obtidos, realizaram-se tabelas de fre-
guéncia da distribuicao das espécies fungicas isoladas e
analisou-se a dependéncia da concentracao fungica com as
variadveis ambientais estudadas (temperatura ambiente e
humidade relativa).

Resultados

Vinte fungos filamentosos foram identificados no ar,
tendo sido Cladosporium (40,5%), Alternaria (10,8%),
Chrysosporium e Aspergillus (6,8%) os quatro géneros
mais comummente isolados. Entre o género Aspergillus,
foram identificadas as espécies de Aspergillus flavus,
Asperqgillus niger e Aspergillus fumigatus. Além destes,
também foram identificados: Fusarium sp., Fusarium in-
carnatum, Fusarium oxysporum, Exophiala werneckii,
Stemphylium sp., Exophiala sp., Phoma sp., Scytalidium
sp., Aureobasidium sp., Mucor sp., Penicillium sp., Ulocla-
dium sp. e Rhizopus sp.

Relativamente as superficies, foram identificados 21 fun-
gos filamentosos, sendo Penicillium sp. (51,8%), Cladospo-
rium sp. (25,4%), Alternaria sp. (6,1%) e Asperqillus sp.
(4,2%) os 4 géneros mais identificados.

Entre o género Aspergillus, foram identificadas as espécies
Asperqillus glaucus, Aspergillus fumigatus e Aspergillus ni-
ger. Além destes, foram também identificados: Cladospo-
rium sphaerosperma, Chrysosporium sp., Trichothecium
roseum, Graphium sp., Scopulariopsis sp., Fusarium oxys-
porum, Trichoderma sp., Exophiala sp., Chrysonilia sp.,

Scytalidium sp., Gliocladium sp., Ulocladium sp., Mucor sp.
e Scedosporium prolificans sp. (cf. Tabela 1).

Tabela 1: Fungos mais frequentes no ar e superficies do avirio

Ar Frequéncia (%)
Cladosporium sp. 40,5
Alternaria sp. 10,8
Chrysosporium sp. 6,8
Aspergillus sp. 6,8
Mucor sp. 2,7
Penicillium sp. 2,7
Scytalidium sp. 2,7
Outros 27
Superficies Frequéncia (%)
Penicillium sp. 51,8
Cladosporium sp. 25,4
Alternaria sp. 6,1
Aspergillus sp. 4,2
Chrysosporium sp. 2,9
Outros 9,6

Quanto a comparacado entre a contaminacao fungica exis-
tente no ar dos pavilhdes e no exterior, verificou-se que
todos os espacos interiores apresentaram menor contami-
nacdo do que o exterior. No entanto, todos os pavilhdes
apresentaram fungos diferentes dos isolados no exterior.
Alguns dos fungos que apenas se isolaram no interior fo-
ram: Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus fumi-
gatus, Phoma sp., Aureobasidium sp., Mucor sp., Fusarium
clamidosporos, Fusarium incarnatum, Fusarium oxysporum
e Rhizopus sp.

No exterior, os géneros mais frequentes foram Cladospo-
rium (70,2 %) e Exophiala (12,2 %).

Em relacdo aos resultados quantitativos, a maior contami-
nacado fungica encontrada no interior foi 240 UFC/m3 e no
exterior 740 UFC/m3.

Quanto aos resultados sobre a influéncia das variaveis
ambientais medidas, ndo se verificou uma relacao estatis-
ticamente significativa (p> 0,05) entre a contaminacdo
fungica (fungos filamentosos no ar) e a temperatura am-
biente (r=0,17) e a humidade relativa (r=0,77). Com base
nas Figuras 1 e 2, pode constatar-se que a contribuicao
destes dois parametros ambientais para a explicacdo da
variacao das UFC/m? é de apenas 2,75% no caso da
temperatura ambiente e de 59,0% no caso da humidade
relativa.
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Figura 1: Influéncia da temperatura ambiente nas UFC/m?
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Figura 2: Influéncia da humidade relativa nas UFC/m?

Discussao

O género Cladosporium, fungo predominante no ar, é
provavelmente o fungo que ocorre com mais frequéncia
em todo o mundo, especialmente em paises com climas
temperados??, como é o caso de Portugal. O mesmo géne-
ro esta relacionado com problemas de condensacédo inte-
rior>. No caso do género Penicillium, o mais frequente nas
superficies do aviario analisado, sdo varios os potenciais
riscos associados com a inalacao das toxinas que produz.
No que concerne ao género Alternaria, o segundo mais
frequente no ar e o terceiro nas superficies, tém sido des-
critos varios efeitos alérgicos devido apenas a presenca dos
Seus esporos no ar,

No que diz respeito a avaliacdo qualitativa da contamina-
cao fungica do ar, Samson et al., em 1994, sugerem que,
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entre outras espécies, Aspergillus fumigatus e espécies de
Penicillium, Trichoderma, Fusarium e Ulocladium, todas
elas isoladas no presente estudo, sejam consideradas como
indicadoras de problemas de humidade ou potencial risco
para a saude’. Além disso, de acordo com a American In-
dustrial Hygiene Association (AIHA), em 1996, para a de-
terminacao de contaminacao biolégica em amostras am-
bientais, a presenca confirmada das espécies Aspergillus
flavus e Aspergillus fumigatus, ambas identificadas no pre-
sente estudo, requer a aplicacdo de medidas corretivas®. £
importante também salientar, que Aspergillus fumigatus,
isolado no ar e superficies, € um dos fungos sapréfitas mais
difundido no ar e é capaz de causar aspergilose grave ou,
por vezes, fatal®®. A presenca desta espécie fungica em lo-
cais de trabalho representa elevado risco de doenca profis-



sional, dado poder induzir sensacao alérgica e doenca alér-
gica pulmonar e, igualmente, poder provocar aspergilose
broncopulmonar, especialmente em individuos imunocom-
prometidos?’.

Relativamente ao Aspergillus flavus, também isolado no
ar, ¢ um conhecido produtor de micotoxinas (aflatoxina) e,
além desta espécie, foram também isolados outros géneros
produtores de micotoxinas, designadamente Fusarium e
Penicillium?®.

Para a avaliacdo quantitativa da contaminacao fungica do
ar (UFC/m3), Miller, em 1992, sugeriu a aplicacdo de medi-
das corretivas, sempre que, em determinado espaco, uma
ou mais das seguintes condicdes sejam verificadas: a)> 50
UFC/m? de uma Unica espécie fungica; b)> 150 UFC/m?3 se
varias espécies de fungos forem isoladas; ¢)> 300 UFC/m?
se existirem, principalmente, fungos filamentosos?°. A con-
dicdo a) foi encontrada no caso dos géneros Cladosporium
e Exophiala e a condigao b) foi observada em todos os es-
pacos interiores avaliados. No entanto, e porque a conta-
minacao fungica do ar nos espacos interiores foi considera-
velmente menor do que no exterior, alguns autores
consideram que nao deve haver preocupacdo com uma
possivel contaminacdo fungica?*. A concentracdo maxima
de referéncia para o ar interior mencionada na legislacdo
Portuguesa — 500 UFC/m? - também nao é excedida nos
espacos interiores avaliados, tendo sido 240 UFC/m? a
maior concentracao obtida.

Apesar disso, a American Conference of Government In-
dustrial Hygienists (ACGIH) Bioaerosol Committee indica
gue a concentracao fungica no interior ndo devera ultra-
passar os 20 a 25% do exterior, sendo que a maior concen-
tracdo obtida — 240 UFC/m? — ultrapassa esta referéncia,
tendo em conta que a concentracdo exterior apresentou
740 UFC/m3,

O ar exterior é a principal fonte de fungos no interior',
justificando, assim, a coincidéncia entre o género predomi-
nante em ambos os ambientes, designadamente Cladospo-
rium. No entanto, em todos os espacos interiores avaliados
verificou-se a presenca de fungos diferentes dos isolados
no exterior, sugerindo contaminacao fungica proveniente
do interior?.

Entre as espécies mais frequentes isoladas no ar e nas su-
perficies, os géneros Cladosporium, Alternaria®', Asper-
gillus e Penicillium foram também os mais frequentes nou-
tros estudos realizados no mesmo contexto profissional®'=2,

As colheitas de amostras de superficies, além das do ar,
s30 essenciais para permitir caracterizar e avaliar a conta-
minacao fungica e, ainda, para identificar as fontes de
contaminacdo®-3*. Neste ambito, salienta-se a coincidéncia
verificada entre alguns dos fungos isolados no ar e nas su-
perficies, importando considerar também que os fungos
presentes apenas nas superficies podem aerossolizar, de-
pendendo de situacdes que a promovam, nomeadamente
as atividades realizadas® e a taxa de ocupacao®, devendo,
neste caso, serem considerados os agricultores e as aves.

Verificou-se o isolamento de espécies fingicas produtoras
de micotoxinas, estando demonstrado que as mesmas po-
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dem causar patologias no Homem através de inalagao e da
ingestdo de alimentos contaminados''*’. Esta Ultima situa-
cdo podera significar risco para a saude dos consumidores
da carne das aves, podendo, assim, ser perspetivada como
um problema de Saude Publica. Esta observacao é suporta-
da pelo facto de atualmente existir evidéncia cientifica a
demonstrar que o aumento da prevaléncia de carcinoma
hepatocelular esta associado com o aumento do consumo
de alimentos contaminados com aflatoxinas?®.

Nao sao especificas as condicbes necessarias para que
ocorra a producao de micotoxinas pelos fungos, uma vez
gue sdo produzidas em praticamente qualquer produto
alimentar, podendo verificar-se em intervalos de concen-
tracdo alargados, variando desde menos que 1 p.p.b. a
12 p.p.m*.

Considerando os fungos isolados no ar e superficies do
aviario avaliado, como é o caso de Aspergillus fumigatus e
igualmente a possivel presenca de micotoxinas no ar (aflo-
toxina), devido a presenca de Aspergillus flavus, pode tam-
bém prever-se a exposicao dos trabalhadores dos aviarios a
estes dois fatores de risco e, consequentemente, a ocorrén-
cia de eventuais efeitos para a saude. No caso concreto da
exposicdo a aflatoxina, importa avaliar a exposicdo con-
templando as diferentes vias de penetracao — a ingestao e,
ainda, a inalacdo para o caso da exposicao profissional —
para permitir o conhecimento da intensidade da exposicao
e, desta forma, uma avaliacdo do risco mais real'>'44° A
avaliacao da exposicao a este fator de risco tem sido reali-
zada frequentemente recorrendo a Indicadores Bioldgicos
de Exposicao (dose), mais concretamente através da quan-
tificacao na urina do aducto de proteina AFB,-N’-guanina.
Embora ndo permitindo diferenciar a via de penetracéo,
apresenta-se como um instrumento mais exato para a ava-
liacdo da exposicao* .

Os resultados referentes a influéncia das varidveis am-
bientais ndo foram os esperados*, pois a relacdo entre a
contaminacao fungica do ar e a temperatura ambiente e a
humidade relativa ndo foi estatisticamente significativa
(p>0,05). Esta situacdo pode ser justificada pela influéncia
de outras varidveis nao estudadas, como por exemplo os
trabalhadores e as aves, que transportam no seu préprio
corpo (flora comensal) ou no vestuério, no caso dos agri-
cultores, uma grande diversidade de espécies de fungos,
o tipo de cobertura do pavimento dos pavilhdes* e, ainda,
o desenvolvimento de algumas atividades muito especificas
deste contexto profissional®*, como a muda da cobertura
do pavimento®.

Conclusoes

Foi possivel caracterizar a distribuicdo fungica no ar e su-
perficies do aviario e analisar a influéncia das variaveis am-
bientais.

Identificou-se um potencial problema de Saude Publica,
ndo s6 devido a contaminacao fungica, mas também a
possivel producdo de micotoxinas e a consequente conta-
minacao dos produtos alimentares. Podera ser equaciona-



do,

igualmente, como um eventual problema de Saude

Ocupacional pela exposicdo dos trabalhadores aos fatores

de

risco de natureza bioldgica e quimica presentes, desig-

nadamente a presenca de Aspergillus fumigatus no ar e
superficies e a possivel exposicdo por via inalatéria a mico-
toxinas (em particular, a aflatoxina), respectivamente.
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