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RESUMO

Microrganismos sdo abundantes na atmosfera na forma de aerossois organicos. A
aglomeracdo e transito intenso de pessoas em dareas urbanas pode ser um agravante na
dispersdo de potenciais patdgenos que em contato com individuos sensiveis pode desencadear
uma série de reacdes alérgicas e outros problemas respiratérios. O objetivo dessa pesquisa foi
analisar a diversidade da aeromicrobiota em trés terminais de integracdo de 6nibus na cidade
de Fortaleza. Para isso foram realizadas quatro coletas no periodo de fevereiro a maio de 2019
no turno da manha. A coleta foi feita pela técnica de sedimentagdo espontanea sobre meios de
cultura seletivos para crescimento bacteriano (plate count agar + fungicida) e flngico
(potato dextrose agar + antibiotico). As placas de Petri, em triplicata, foram abertas e
expostas ao ambiente por vinte minutos e depois o material foi acondicionado em caixa
isotérmica e transportado para o Laboratério de Microbiologia Ambiental e do Pescado,
localizado no Instituto de Ciéncias do Mar da Universidade Federal do Ceara. As amostras
foram incubadas a 35°C por 48h e 28°C por 7 dias para o crescimento de bactérias e fungos,
respectivamente. Foram feitas as contagens das unidades formadoras de colénias por metro
cubico de ar e isoladas dez estirpes bacterianas por local de coleta e de acordo com a sua
morfologia. Os isolados foram purificados e caracterizados através da técnica de coloracdo de
Gram. Entre os terminais analisados, os valores médios de bactérias variaram entre 147,94 e
1000,15 UFC/m3 enquanto os fungos entre 75,5 e 290,61 UFC/m3. As maiores contagens
microbiol6gicas foram registradas no terminal do Anténio Bezerra, com exce¢do da coleta
trés, com maiores numeros de bactérias registrados no terminal do Papicu. Em relacdo as
caracteristicas morfotintoriais, nos trés terminais houve predominancia de cocos Gram
positivos (45,2%), seguidos de bastonetes Gram positivos (42,1%) e com menor frequéncia
bastonetes Gram negativos (12,6%). Os fungos foram identificados pelas placas de Petri, de
acordo com suas caracteristicas macroscopicas e 0s principais géneros encontrados foram:
Aspergillus (22,5%), Lichtheimia (18,3%), Trichoderma e Fusarium (14,2%). Devido a falta
parametros legislativos brasileiros sobre a aeromicrobiota em ambientes externos, fica dificil
determinar o monitoramento da qualidade do ar nesses locais e 0s prejuizos a salde e o bem-
estar das pessoas. Assim, é importante a producdo de indices que estabelecam limites de

eXpOsiGao a esses microrganismos.

Palavras-chave: Bioaerossois. Saude humana. Ambiente pablico.



ABSTRACT

Microorganisms are abundant in the atmosphere in the form of organic aerosols. The
crowding and heavy traffic of people in urban areas can be an aggravating factor in the
dispersion of potential pathogens that in contact with sensitive individuals can trigger a series
of allergic reactions and other respiratory problems. The goal of this research was to analyze
the diversity of the aeromicrobiota in the bus terminals in the city of Fortaleza. For this, four
collections were carried out from February to May 2019 in the morning. The collection was
made by the spontaneous sedimentation technique on selective culture media for bacterial
growth (plate count agar+ fungicide) and fungal growth (potato dextrose agar+ antibiotic).
Petri dishes, in triplicate, were opened and exposed to the environment for twenty minutes
and then the material was packed in an isothermal box and transported to the Laboratory of
Microbiology Environmental Microbiology and Fish, located at the Institute of Marine
Sciences of the Federal University of Ceara. The samples were incubated at 35°C for 48h and
28°C for 7 days for the growth of bacteria and fungi, respectively. Colony forming units were
counted per cubic meter of air and ten bacterial strains were isolated per collection site and
according to their morphology. The isolates were purified and characterized using the Gram
stain technique. Among the analyzed terminals, the mean values of bacteria varied between
147.94 and 1000.15 CFU/m? while the fungi between 75.5 and 290.61 CFU / m3. The highest
microbiological counts were recorded at the Anténio Bezerra terminal, except for collection
three, with higher numbers of bacteria recorded at the Papicu terminal. Regarding the
morphotintorial characteristics, in the three terminals there was a predominance of Gram-
positive cocci (45.2%), followed by Gram positive rods (42.1%) and less frequently Gram-
negative rods (12.6%). Fungi were identified by Petri dishes, according to their macroscopic
characteristics and the main genera found were: Aspergillus (22.5%), Lichtheimia (18.3%),
Trichoderma and Fusarium (14.2%). Due to the lack of Brazilian legislative parameters on
aeromicrobiota in external environments, it is difficult to determine the monitoring of air
quality in these places and the damage to people's health and well-being. Thus, it is important

to produce indices that establish exposure limits for these microorganisms.

Keywords: Bioaerosols. Human health. Public environment.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figural — Mapa de localizagdo dos terminais do Antdnio Bezerra, Parangaba e

T oL SR
Figura 2 — Fluxograma do processamento e contagem das
AIMOSEIAS. ...ttt sttt ettt e st et e e b e s te b e s e e be st e e s e be e e e ere it s
Figura 3 — Fluxograma do isolamento das estirpes bacterianas.............ccocovvvrvrvriecnennn.

Figura 4 — Fluxograma da técnica de coloragdo de Gram

25

27

28

29



LISTA DE EQUACOES

Equacdo 1 — Célculo do nimero de UFC/m3 de ar pela técnica de sedimentacdo em



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1 — Representacdo da porcentagem de bactérias de acordo com a morfologia e
caracteristica da parede CelUlar............ccooveiieiieniee e 36

Grafico 2 — Caracterizacdo das estirpes fingicas isoladas do ar em trés terminais de
integracdo de Onibus na cidade de Fortaleza.............cccoceoeviiiiiicinnnn. 38



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Doencas bacterianas de tranSmiSSA0 @BIEa............vvvrveierierierierereseeeeeeneeneans
Tabela 2 — Doencas virais de tranSmiSSA0 EIEA.........c.cververrereiieeeieiesesiesesresreseereeeenes
Tabela 3 — Doencas flngicas de tranSmiSSA0 @BTEA............evvvevereerierieresesese e e

Tabela 4 — Parametros meteoroldgicos registrados no periodo das coletas nos terminais

de integracédo de 6nibus do Antdnio Bezerra, Parangaba e Papicu, no ano de

Tabela 5 — Valores de precipitacdo pluviométrica (mm) registrados no dia anterior e da

coleta e o total mensal de fevereiro, marco, abril e maio de 20109.................

Tabela 6 — Valores das contagens bacterianas em amostras de bioaerossois coletadas
nos terminais de integracdo de dnibus do Antonio Bezerra, Parangaba e

Papicu, N0 an0 de 2019 .....cc.ocieiice e

Tabela 7 — Valores das contagens flingicas em amostras de bioaerosséis coletadas nos
terminais de integracdo de énibus do Antdnio Bezerra, Parangaba e Papicu,
oI Lo T o (=020 K TSR

Tabela 8 — Diversidade de pigmentos apresentados pelas estirpes bacterianas isoladas
do ar em trés terminais de integracao de onibus na cidade de Fortaleza.......

22

23

23

30

32

33

34

37



CNPQ
CO
COVs
CPP
HPAs
IBGE
INMET
LABOMAR
LAMAP
MPT
PDA
SO2
NOx

03

PCA
PDA
TSA
UFC
uTC
uv
ZCIT

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
Monoxido de carbono

Compostos organicos volateis

Contagem Padrdo em Placa

Hidrocarbonetos poliaromaticos

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

Instituto Nacional de Meteorologia

Instituto de Ciéncias do Mar

Laboratorio de Microbiologia Ambiental e do Pescado
Material particulado total

Potato dextrose agar

Dioxido de enxofre

Oxidos de nitrogénio

Ozbnio

Plate count agar

Potato dextrose agar

Tryptic soy agar

Universidade Federal do Ceara

Coordinated universal time

Ultravioleta

Zona de Convergéncia Intertropical



LISTA DE SIMBOLOS

% Porcentagem

pg/mL  Micrograma por mililitro

°C Grau Celsius

hPa Hectopascal

km Quilémetros quadrados
mm Milimetros

m/s Metro por segundo

UFC/m3  Unidades Formadoras de Coldnia por metro cubico



2.1

3.1
3.2
3.3

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.6.1
4.6.2
4.7

5.1
5.2
5.3
5.4

LN EI0] 5161070 I 18

OBUJIETIVOS ...ttt bttt nne e 19
ODbjetivos ESPECITICOS......viuiiiiiiiiiirie e 19
REFERENCIAL TEORICO ..ottt 20
POIUICAOD AtMOSTENICA. ... .c.viiieieice e 20
Bi0aerossois € aerOMICrODIOTA. .........c.cviieiiiiiese e, 21
Salde humana e doengas alérgiCas.........cocuierirriiieneieesee s 22
MATERIAL E METODOS.........oieieeeeeeeeeeeeeeee ettt 25
LOCAl dAS COIBTAS. ......eeuieiiiiiie e 25
Procedimento da COELa...........ccoiiiiiiiiiieee e 26
Pardmetros MeteorOlOgICOS. ......oieiiiiiieieie et 26
Processamento das @MOSTIAS. .........cueueriirierereiienie et 26
ANALISE BSTALISTICA. ......cveveeeiiccee e 27
Isolamento e caraterizacdo morfotintorial das estirpes bacterianas ............ 28
IS01amento DACIEITANO. ........ccuiiierice s 28
Caracterizacdo morfotintorial das estirpes bacterianas ............c.ccocovvvcvrvennn. 28
Identificacdo das estirpes fingiCas...........ccevevieieeieiie i 29
RESULTADOS E DISCUSSAOQ........c.oiieiieersiresesess s esisses s senasnnian, 30
Pardmetros MeteorolOQICOS .......oiveiririeieiee et 30
Quantificacdo das estirpes bacterianas e fUngicas...........cccccocvvvvvivivecvcreennn, 32
Caracterizacdo morfotintorial das estirpes bacterianas..............c.c.cccceeueenee. 35
Identificacdo das estirpes fingiCas...........ccccvevieieereiie i 37
CONCLUSAOD........oiiiieiese et 40

REFERENCIAS ..o oo ettt e et e oo e e en e, 41



18

1 INTRODUCAO

“As pessoas constantemente interagem com o microbioma ambiental circundante
através de inalacdo, contato e ingestdo incluindo a transferéncia mao-boca” (PATEL et al.
2018). Apesar da quantidade de microrganismos presentes em ambientes publicos e com
grande fluxo de pessoas, pouco se sabe sobre a diversidade e dindmica dessa microbiota
principalmente em regides de clima tropical.

A atmosfera pode ser caracterizada como um ambiente inadequado para o
crescimento microbiano, devido a diversos fatores ambientais e climaticos como a variagdo da
temperatura, exposicdo a alta luminosidade, concentracdes baixas de matérias organica e de
agua (NICOLAU, 2010). Apesar dessas condi¢cOes, sabe-se que 0S microrganismos Sao
ubiquos e podem ser aerolizados como células ou esporos individuais ou goticulas. Esses
bioaerossois sdo pequenas particulas formadas por material biologico (bactérias, fungos,
algas, protozoarios e polen) agregado ou ndo a matéria resultante de processos naturais e
antropogénicos (CAMBRA-LOPEZ et al., 2010).

A exposi¢do aos poluentes atmosféricos em centros urbanos tem sido apontada
como um problema com reflexos sobre a salde das pessoas que vivem e frequentam esses
locais. A principal fonte da poluicdo do ar ndo-bioldgica advém do crescimento da frota
veicular que circula nas cidades, aumentando a emissdo de gases resultantes da queima de
combustiveis fésseis (HABERMANN; MEDEIROS; GOUVEIA, 2011; OLIVEIRA et al.,
2019). Aliados a isso, bactérias transportadas pelo ar, de locais com grande fluxo de pessoas e
atividades urbanas, contribuem com a contaminacdo em ambientes ao ar livre, causando
doengas respiratorias que afetam milhdes de pessoas em cidades no mundo todo (D’ AMATO
et al., 2016; FANG et al., 2007). Apesar disso ainda existem poucas informacfes sobre a
abundancia e diversidade dessa microbiota em ambientes urbanos com grande trénsito de
pessoas.

A cidade de Fortaleza é a capital do estado do Ceara situado na regido Nordeste
do Brasil. O municipio possui uma area de 312.353 km2 e uma populacdo estimada de
2.686.612 pessoas (IBGE, 2020). Diariamente, parte dessa populacdo transita entre 0s
terminais de integracdo de coletivos, tornando esses ambientes potencialmente favoraveis a

exposicao e contaminagdo por microrganismos patogénicos.
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2 OBJETIVOS

Analisar a diversidade de bactérias e fungos presentes na aeromicrobiota dos

terminais de integragdo de dnibus, localizados na cidade de Fortaleza.

2.1 Objetivos especificos

1. Coletar e quantificar as estirpes bacterianas e fungicas presentes no ar dos terminais de
integracdo de Onibus;

2. Isolar e caracterizar a parede celular das estirpes bacterianas existentes no ar desses
ambientes;

3. Identificar os principais géneros fingicos presentes entre os isolados.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Poluicéo atmosférica

A atmosfera terrestre € formada pela radiacéo solar e particulas inorganicas (silica
e subprodutos da combustdo) e organicas (poélen e microrganismos). Além disso, ela é
composta por gases como 0 nitrogénio, oxigénio, argonio, didxido de carbono, ozbnio e vapor
d’agua que atuam nos processos meteoroldogicos € na manutencdo da vida (DIAS;
ANDRADE-NETO; MILTAO, 2007).

Como consequéncia do crescimento das cidades, a atmosfera vem sofrendo
alteracdes na sua composicdo com o acumulo de substancias que prejudicam a saude do
homem e o meio ambiente. A poluigdo em centros urbanos acontece principalmente pela
emissdo de substancias quimicas emitidas pela industria e veiculos, das a¢cBes antropogénicas
e das fontes naturais (FARIAS et al., 2012; VIEIRA, 2009).

De acordo com resolugdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)
n°491, de 19 de novembro de 2018, os poluentes atmosféricos podem ser definidos como
qualquer substancia presente no ar em concentragdo suficiente que esteja em desacordo com
limites estabelecidos e possam ser improprios a salde e ao bem estar das pessoas, causar
danos aos materiais, a fauna e flora e afetem a seguranca, 0 uso e gozo da propriedade e
prejudique as atividades normais da populagéo.

As condi¢Bes meteoroldgicas e o tempo contribuem na dispersdo, remocgdo e
deposicdo dos poluentes atmosféricos. Os principais atuantes nesses processos sdo: a
precipitacdo que contribui para a limpeza da atmosfera; a temperatura quando esta baixa
dificulta a dispersdo do poluente, pois ele se acumula perto da superficie e quando ela estéa alta
é mais facilitada, porém as reacdes quimicas sdo mais intensificadas e os ventos agem no
transporte desses contaminantes (DERISIO, 2012; FARIAS et al., 2012).

Os contaminantes do ar sdo classificados em fisicos, quimicos e bioldgicos ou de
origem biologica e ndo-bioldgica. Os principais poluentes encontrados no ar sao 0 mondxido
de carbono (CO), oxidos de nitrogénio (NOx), material particulado total (MPT), dioxido de
enxofre (SO2), oz6nio (03), a fumaga, 0s compostos orgéanicos volateis (COVs), 0s
hidrocarbonetos poliarométicos (HPAs) e os bioaerossdis (CASTRO; SILVA; ARAUJO,
2013; QUADROS; LISBOA, 2014).
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3.2 Bioaerossois e aeromicrobiota

Os bioaerossois sdo pequenas particulas transportadas pelo ar, compostas por
microrganismos, como bacteérias, fungos, virus e protozodrios e por outros tipos de materiais
bioldgicos, como polen, resto de plantas e animais, podendo ser formados por fontes naturais
ou artificiais. Essa aeromicrobiota pode se agregar a particulas organicas ou material ndo
biolégico e poeira (DESPRES et al., 2012; GORNY, 2019; MORRIS et al., 2011;
PASTUSZKA et al., 2000; SAMAKE et al., 2017).

A concentracédo e distribuicdo da microbiota do ar pode variar de acordo com a
altitude do local, com as mudancas climaticas, caracteristicas ambientais e regionais, que
podem ser encontrados tanto em ambientes internos como externos (MORRIS et al., 2011;
PANTOJA; COUTO; PAIXAO, 2007; PEI-CHIN;HUEY-JEN;CHIA-YIN, 2000).

Microrganismos do ar externo foram detectados em diferentes camadas da
atmosfera, como a camada limite, a troposfera superior e a estratosfera e se mostraram
idénticos ou semelhantes aos encontrados em solos e ambientes aquéticos
(POLYMENAKOU, 2012). O numero de microrganismos encontrados na atmosfera também
é influenciado pelas atividades industriais e agricolas, pela quantidade de particulas de poeira
e pela abundancia de pessoas que habitam uma regido (ROSA; MOSSO; ULLAN, 2002).

Os microrganismos conseguem persistir no ar por dias ou semanas, 0 que
possibilita ultrapassar barreiras geograficas e serem transportados a outras regides mais
distantes. Para isso, 0s microrganismos apresentam adaptac6es que os auxiliam a sobreviver a
acao de fatores ambientais como a incidéncia de raios ultravioleta (UV) e a dessecacdo. Como
mecanismos de sobrevivéncia, microrganismos podem produzir pigmentos, camada
mucilaginosa ou podem formar esporos. Além disso, essa microbiota participa dos processos
atmosféricos, atuando na condensacdo de nuvens e como nucleadoras de cristais de gelo,
influenciando no clima da regido (ALBRECHT et al., 2007; BURROWS, 2009; FROHLICH-
NOWOISKY, 2016; KABIR et al., 2016; MOHLER et al., 2007).
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3.3 Saude humana e doengas alérgicas

O ser humano para sobreviver precisa de uma quantidade regular diaria de
alimentacdo, agua e ar. Assim, torna-se imprescindivel que todos tenham direito e acesso a
esses bens e com boa qualidade. Diariamente, as pessoas sdo expostas a poluentes do ar
interno e externo. Em ambientes externos, as concentragdes dos bioaerossois costumam ser
mais baixas em comparagdo com ambientes internos devido ao efeito da dispersdo (GORNY,
2019; WHO, 2010).

Particulas de bioaerosséis podem conter substancias infecciosas, alérgicas, toxinas
e compostos cancerigenos que afetam a salde do ecossistema, da agricultura e das pessoas,
em escala local, regional e global. A exposicdo a esses microrganismos e outras moléculas
como endotoxinas em individuos sensiveis pode desencadear uma série de reacdes alérgicas e
outros problemas respiratorios (Tabelas 1, 2 e 3) (FROHLICH-NOWOISKY et at., 2016;
GORNY, 2019; POLYMENAKOU, 2012). Os principais grupos vulneraveis a doencas
causadas pela poluicdo atmosférica sdo: criancas, mulheres gravidas, pessoas com mais de 65

anos e pessoas que possuem doencas respiratorias ou cardiovasculares (MATA. 2010).

Tabela 1 — Doengas bacterianas de transmissdo aérea.

Doencas Geéneros e espécies

Amigdalite, faringite, bronquite, escarlatina Streptococcus pyogenes

Difteria Corynebacterium diphtheriae

Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae

Pneumonia classica

Mycoplasma pneumoniae,

Pneumonia atipica, bronquite

Chlamydophila pneumoniae,
Chlamydophila psittaci

Meningite Neisseria meningitidis,
Meningite, epiglotite, pneumonia Haemophilus influenzae
Coqueluche Bordetella pertussis
Tuberculose Mycobacterium tuberculosis
Legionelose Legionella pneumophila
Actinomicose Actinomyces israelii
Nocardiose Nocardia asteroides
Febre Q Coxiella burnetiid
Antraz pulmonar Bacillus anthracis
Praga Yersinia pestis

Fonte: ROSA; MOSSO; ULLAN (2002)



Tabela 2 — Doencas virais de transmissdo aérea.

Doencas Géneros
Resfriado comum Rmowms,
Mastadenovirus
Gripe Virus influenza
Pneumovirus
Bronquite, pneumonia Mastadenovirus
Hantavirus
Sarampo Morbillivirus
Parotidite Rubulavirus
Poliomielite Enterovirus
Variola Orthopoxvirus
Catapora Varicelovirus
Rubéola Rubivirus
Raiva Lyssavirus
Rotavirus

Gripe estomacal

Virus Norwalk

Covid-19

Coronavirus (SARS-CoV-2)

Fonte: Adaptado de ROSA; MOSSO; ULLAN (2002).

Tabela 3 — Doencas flngicas de transmissao aérea.

Doencas

Fungos

Pneumonia

Pneumocystis carinii

Micoses sistémicas

Cryptococcus neoformans

Blastomyces dermatitidis

Histoplasma capsulatum

Coccidioides immitis

Aspergillus fumigatus

Hipersensibilidade

Alternaria

Botrytis

Aspergillus

Puccinia

Penicillium

Serpula

Cladosporium

Mucor

Micotoxicose

Aspergillus

Fusarium

Stachybotrys

Fonte: ROSA; MOSSO; ULLAN (2002).

23



24

As principais formas de exposi¢cdo humana a esses microrganismos se déo através
da ingestdo, pelo contato com a pele, que inclui a transferéncia da méo para boca ou para 0s
olhos e pela inalacdo, sendo esta ultima a forma mais predominante de contagio por patégenos
microbianos. Durante a inala¢do, 0s microrganismos conseguem penetrar no trato respiratorio
através das vias aéreas superiores, que podem causar doencas alérgicas de rinite e sinusite ou
pelas vias aéreas inferiores, causando doengas como bronquites ou pneumonia. Além de afetar
0 trato respiratorio, em alguns casos pode atingir outros 6rgaos do corpo como o0s pulmdes de
animais e humanos. (FIEGEL; CLARKE; EDWARDS, 2006; GORNY, 2019; PATEL et al.,
2018; SRIKANTH et al., 2008).

O tamanho da gota do aerossol influencia no local onde esse patdgeno serd
depositado. Goticulas grande com didmetro de até 10 um podem percorrer curtas distancias e
serem expelidas em superficies, transmitindo doencas aos individuos que tiverem contato
fisico com esses locais. Nucleo de goticulas de 0,1-5,0 um podem permanecer no ar por
bastante tempo e percorrer longos caminhos, infectando outros individuos (FIEGEL;
CLARKE; EDWARDS, 2006).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local das coletas

Foram realizadas quatro coletas nos terminais de integracdo de transporte coletivo
Antbnio Bezerra e Parangaba nos dias 25/02, 27/03, 15/04 e 20/05 e trés coletas no Papicu
nos dias 27/03, 15/04 e 20/05 de 2019. As coletas aconteceram durante a quadra chuvosa e
sempre no periodo da manha. As coletas dos meses de fevereiro e marco foram realizadas em
dias ensolarados e dos meses de abril e maio em dias chuvosos. As amostras foram coletadas
em trés ambientes diferentes de cada terminal, considerando os locais onde ocorria 0 maior
fluxo de pessoas, sendo estes 0s acessos de entrada e saida das pessoas e uma plataforma.

Ao redor do terminal do Antdnio Bezerra € composto principalmente pela via
expressa, areas residenciais, prédios, industria e algumas areas verdes. O entorno do terminal
da Parangaba é formado por varios prédios, areas residenciais, possui uma pequena indistria,
muitas areas verdes e uma lagoa que influencia no clima da regido. O terminal do Papicu é

composto principalmente por prédios, areas residenciais e comércios (Figura 1).

Figura 1 — Mapa de localizag&o dos terminais do Antdnio Bezerra, Parangaba e Papicu.
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4.2 Procedimento da coleta

As coletas foram realizadas pela técnica de sedimentacdo espontanea usando
Placas de Petri, em triplicata, contendo meio de cultura seletivo para bactérias, Plate Count
Agar (PCA) acrescido com 0,8% de &cido propidnico e meio de cultura seletivo para
fungos, Potato Dextrose Agar (PDA) acrescidos com 10ug/mL de ampicilina e 10% de &cido
tartarico. As placas foram abertas e expostas em trés ambientes diferentes de cada terminal
durante vinte minutos. Apos o término do tempo de exposicdo das placas, o material foi
acondicionado em caixa isotérmica e transportado para o Laboratério de Microbiologia
Ambiental e do Pescado (LAMAP) localizado no Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR),
da Universidade Federal do Ceara (UFC).

4.3 Parametros meteoroldgicos

Os parametros meteoroldgicos de temperatura, umidade relativa, pressdo
atmosférica, velocidade dos ventos, nebulosidade e precipitacdo foram consultados no site do

Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) (https://portal.inmet.gov.br/).

4.4 Processamento das amostras

As placas de PCA foram incubadas em estufa de 35°C por 48 horas e as placas de
PDA foram incubadas em estufa de 28°C por sete dias. Ap6s a incubacdo foram realizadas as
contagens das Unidades Formadoras de Col6nias pelo método de Contagem Padrdo em Placa
(CPP). O numero de unidades formadoras de col6nias por metro cubico de ar foi calculado de
acordo com a equacao 1, no qual a area da caixa simboliza a &rea da placa de Petri, possuindo
aproximadamente 0,0064 m? e a razdo 23:1 representa o numero de células na superficie pelo
namero de células no ar (MORAIS et al.,, 2010). A representacdo esquematica do

processamento e contagem das amostras estdo expressas na Figura 2.


file:///C:/Users/Teles%20Carvalho/Downloads/Instituto%20Nacional%20de%20Meteorologia%20(INMET)%20(https:/portal.inmet.gov.br/)
file:///C:/Users/Teles%20Carvalho/Downloads/Instituto%20Nacional%20de%20Meteorologia%20(INMET)%20(https:/portal.inmet.gov.br/)
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Equacdo 1 — Célculo do nimero de UFC/m? de ar pela técnica de sedimentacdo espontanea

em placa.

0 .
n? UFC por caixa 1 (1)

2de UFC i = *23
nede POT M = 2rea da caixa (m*) 23

Fonte: FRIBERG; FRIBERG; BURMAN (1999).

Figura 2 — Fluxograma do processamento e contagem das amostras.
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.5 Andlise estatistica
Os dados obtidos a partir das contagens foram submetidos a analise de variancia e em
seguida foi usado o teste t pareado para avaliar se havia diferenca significativa entre os meses

e entre os terminais de dnibus.
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4.6 Isolamento e caraterizacdo morfotintorial das estirpes bacterianas

4.6.1 Isolamento bacteriano

Para o isolamento foram selecionadas dez coldnias bacterianas a cada coleta por
terminal, considerando a diversidade morfoldgica, o tamanho, a coloracdo e a textura. As
bactérias foram repicadas em meio de cultura Tryptic Soy Agar (TSA) e incubadas em estufa
de 35°C por 24 horas (Figura 3).

Figura 3 — Fluxograma do isolamento das estirpes bacterianas.
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.6.2 Caracterizagdo morfotintorial das estirpes bacterianas

Apos o periodo de incubacdo das bactérias, os isolados foram submetido a técnica
de Coloracdo de Gram, que consiste em separar as bactérias, de acordo com a estrutura da
parede celular, em dois grandes grupos: Gram positivos, quando apresentam colora¢do roxo-
violeta e Gram negativos, quando sao corados em vermelho (MADIGAN et al., 2016) (Figura
4).



Figura 4 — Fluxograma da Técnica de Coloragdo de Gram.
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.7 ldentificacdo das estirpes fungicas

29

A identificacdo das estirpes fungicas foi feita por meio da observacao visual,

consideradas as suas caracteristicas macroscépicas como tamanho, textura, coloracdo e

presenca de exsudados. Os fungos foram classificados a nivel de género usando como base de

identificacdo o manual de Descri¢do de fungos de importancia médica (ELLIS et al., 2007) e
o Atlas Micologia (TOME; MARQUES, 2016).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Parametros meteoroldgicos

O resultado da temperatura média, umidade relativa, pressdo atmosférica,
velocidade do vento e nebulosidade estdo expressas na Tabela 4.

Tabela 4 — Parametros meteoroldgicos registrados no periodo das coletas nos terminais de

integracdo de 6nibus do Antbnio Bezerra, Parangaba e Papicu, em 2019.

_ Velocidade .
Datada | Hora | Temperatura | Umidade | Pressédo g . Nebulosidade
0 vento
coleta | (UTC) (°C) (%) (hPa) (décimos)
(m/s)
25/02 26,4 90 1009,4 1.3 8,0
27/03 25,4 97 1010,9 11 10,0
12:00
15/04 25 95 1010,3 0,0 10,0
20/05 24,5 97 1010,9 0,0 10,0

Fonte: INMET (2020).

A temperatura teve uma pequena oscilacao entre as coletas, com a minima de 24,5
°C no més de maio e a maxima no més de fevereiro com 26,4 °C. Anualmente a média pode
variar de 26 a 28°C (IPECE, 2017). De acordo com Ayoade (1996), a temperatura do ar sofre
alteracdo de acordo com o lugar e o decorrer do tempo e sua distribuicdo sobre a superficie da
Terra é influenciada pela quantidade de insolacéo, a distancia dos corpos hidricos, o relevo, os
ventos e as correntes oceanicas.

A temperatura € um importante fator que influencia no crescimento e
sobrevivéncia dos microrganismos. Quando ha o aumento temperatura, as reacdes quimicas e
enzimaticas acontecem de forma mais rapida, acelerando o crescimento. Ja quando atinge
acima do méximo de crescimento ocorre a desnaturagcdo dos componentes celulares essenciais
(MADIGAN et al. 2016).

Os valores de umidade relativa variaram de 90 (coleta 1) a 97% (coleta 2 e 4). Em
regides tropicais, a umidade ¢ influenciada pela temperatura, que varia bastante durante o dia
e pela altitude. Em locais com altitudes mais elevadas a evaporacdo é mais intensa, tornando
esse ambiente mais favoravel para o desenvolvimento dos microrganismos, que utilizam a

agua disponivel para o seu metabolismo. Quando a umidade relativa do ar esta baixa, a
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disponibilidade de agua diminui podendo causar desidratagdo. Durante o periodo chuvoso a
umidade relativa pode chegar proxima ao seu maximo a noite, principalmente em regides
costeiras e em épocas de seca ela chega ao seu valor minimo a tarde nos interiores
continentais dos trépicos (AYOADE, 1996; BRAGOSZEWSKA; PASTUSZKA, 2018;
ROSA; MOSSO; ULLAN, 2002).

A pressao atmosférica sofreu uma varia¢do de 1009,4 (coleta 1) a 1010,9 (coleta 2
e 4) hPa. Ela pode ser definida como o peso do ar sobre a superficie terrestre. Ao nivel do mar
mede em média 1013,25 hPa a uma temperatura de 15°C, sofrendo alteracdes de acordo com
o horério, a estacdo do ano, a latitude e longitude. A forca da pressdo é inversamente
proporcional a densidade do ar. Em &reas urbanas as temperaturas sdo mais altas (ar menos
denso) do que areas rurais e florestais, possuindo pressdes mais baixas e gerando uma
circulacdo local (AYOADE, 1996; JARDIM, 2011).

As velocidades do vento foram maiores nos meses de fevereiro e margco com
intensidade de 1,3 e 1,1 m/s, respectivamente e as ultimas duas coletas as velocidades foram
nulas. Os ventos da cidade de Fortaleza sdo predominantemente os alisios com direcdo leste e
sudeste e pelas brisas maritimas, sendo mais intensos na estacdo seca, compreendendo o
segundo semestre do ano e a média anual é de 3,7 m/s (AGUIAR et al., 2017; OLIVEIRA et
al., 2019). A velocidade do vento pode afetar na dispersdo dos bioaerossois e quando sao altas
podem diminuir a quantidade de microrganismos disponiveis no ambiente
(BRAGOSZEWSKA; PASTUSZKA, 2018; L1 et al., 2020).

A nebulosidade foi de 10 décimos em todas as coletas, com exce¢do da primeira
que foi 8 décimos. Segundo Ayoade (1996), a nebulosidade € representada pela quantidade de
nuvens que cobrem o céu e pode variar de acordo com o local e a estagdo do ano.

O més de fevereiro registrou a menor precipitacdo com 319,3 mm de chuva e a
maior ocorreu no més de abril com 430,4 mm (Fortaleza). Entre as coletas a maior

pluviosidade foi registrada na terceira coleta com 148,4 mm no terminal do Papicu (Tabela 5).
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Tabela 5 — Valores de precipitacdo pluviométrica (mm) registrados no dia

anterior e da coleta e o total mensal de fevereiro, margo, abril e maio de

2019.
Coleta Dat‘f"s de Antonio Bezerra | Parangaba | Papicu Total
registro mensal
24/02 105,8 120,3 -
1° 319,3
25/02 0,2 0 -
26/03 0 0,8 45
2° 397,6
27/03 12 17,6 8
14/04 49 36,3 0
3° 430,4
15/04 65 39,4 148,4
19/05 0 0,5 0
4° 353,4
20/05 63,8 50,9 80

Fonte: INMET (2020).

*Ndo foi possivel realizar a coleta no terminal do Papicu.

Em Fortaleza, o clima predominante é o tropical quente sub-Umido, com
pluviosidade média de 1338 mm por ano. A quadra chuvosa se concentra nos meses de
fevereiro a maio e a estacdo seca ocorre entre 0s meses de agosto a novembro (CORTEZ;
LIMA; SAKAMOTO, 2017; IPECE, 2017). A cidade localiza-se proxima a linha do Equador,
sofrendo uma maior influéncia da insolacdo durante o ano, implicando no aumento da
temperatura e na irregularidade das chuvas (FECHINE, 2015).

A precipitacdo em Fortaleza ¢é influenciada pela Zona de Convergéncia
Intertropical (ZCIT), que s&o bandas de nuvens formadas pela confluéncia dos ventos alisios
do hemisfério norte e do sul. Nos meses de agosto a setembro a ZCIT se encontra mais na
porcdo norte, prevalecendo ventos mais intensos e precipitacdo baixa. Quando a ZCIT esta
posicionada mais ao sul, geralmente nos meses de marco a abril, a precipitagdo é mais intensa
(FERREIRA; MELLO, 2005; MAIA et al.2001).

5.2 Quantificacao das estirpes bacterianas e fungicas
Nas tabelas 6 e 7 tém-se os resultados da quantificacdo das amostras utilizando a

técnica de CPP. Os valores registrados para as médias das colnias bacterianas variaram de

147,94 no Papicu (margo) a 1000,15 UFC/m?3 no Antonio Bezerra (fevereiro) e as médias das
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coldnias fangicas oscilaram de 75,5 no Papicu (abril) a 290,61 UFC/m3 no Antdnio Bezerra
(marco).

Tabela 6 — Valores das contagens bacterianas (UFC/m3) em amostras de bioaerossois
coletadas nos terminais de integracdo de 6nibus do Antbnio Bezerra, Parangaba e Papicu,
em 20109.

Terminal Ponto de coleta Fev Mar Abr Mai Média
Entrada 767,66 677,08 104,16 880,88 607,45
Antdnio
Meio 13134 81521 541,21 677,08 836,73
Bezerra
Saida 919,38 1041,66 185,68 568,38 678,78
Entrada 699,72 178,89 609,14 409,87 474,414
Parangaba Meio 559,32 452,89 126358 47554 687,83
Saida 249,09 133,6 56,61 74,72 128,518
Entrada 131,34 495,92 518,56  381,94%
Papicu Meio 172,1 1524 885,41  860,50%
Saida 140,39 514,03 307,97 320,80%
Entrada 329,108 403,07* 603,102
Média dos )
o Meio 480,07 1109,60* 679,34%
terminais
Saida 438,552 25211* 317,028

Fonte: Elaborada pela autora.

Néo foi realizado coleta no terminal do Papicu no més de fevereiro. Letras minGsculas diferentes indicam
que houve diferenca significativa entre 0s pontos de coleta dentro do terminal ou entre 0s meses de coleta.
Letras mailsculas diferentes indicam que houve diferenca significativa entre os pontos de coleta de cada
terminal.
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Tabela 7 — Valores das contagens fungicas (UFC/m3) em amostras de
bioaerossois coletadas nos terminais de integragdo de Onibus do Antonio

Bezerra, Parangaba e Papicu, em 2019.

Terminal Ponto decoleta Fev Mar Abr Mai Média
Entrada 126,81 294,38 221,92 151,72 198,713
Antonio _
Meio 144,92 269,47 1653 199,27 194,743
Bezerra
Saida 165,3 307,97 97,37 126,81 174,36
Entrada 99,63 11548 65,67 122,28 100,773
Parangaba Meio 115,48 106,43 81,52 183,42 121,714
Saida 92,84 92,84 1721 81,52 109,834
Papicu Entrada 92,84 67,93 138,13 99,63
Meio 115,48 110,96 110,96 11247
Saida 14945 4755 15851 118,50%
Entrada 167,57 118,51° 137,38°
Média dos )
o Meio 163,79% 119,26% 164,552
terminais
Saida 183,422 105,672 122,282

Fonte: Elaborada pela autora.

Néo foi realizado coleta no terminal do Papicu no més de fevereiro. Letras minisculas diferentes
indicam que houve diferenga significativa entre os pontos de coleta dentro do terminal ou entre 0s
meses de coleta. Letras mailsculas diferentes indicam que houve diferenca significativa entre os
pontos de coleta de cada terminal.

Em relacdo as contagens microbioldgicas, as contagens bacterianas foram
superiores as fungicas em todos os terminais e em todas as coletas. Kabir et al. (2016)
obtiveram contagens microbiologicas maiores aos descritos nesse estudo quando analisaram o
ar externo da Universidade de Jahangirnagar, localizada na cidade de Dhakar. O clima
predominante dessa regido € o tropical imido e seco, com temperatura média variando entre
18 a 29 °C e precipitagdo anual de 1,854 mm (MONDOL et al. 2019). As contagens de
bactérias variaram de 3965 - 7284 UFC/m3, 646 - 4112 UFC/m3 e 117 - 2408 UFC/m3 e 0s
fungos variaram de 2056 - 5287 UFC/m3, 88 - 4141 UFC/m3, 822 - 1821 UFC/m3 em margo,
abril e maio de 2014, respectivamente.

Estudos realizados relatam que a concentracdo microbiana pode variar de acordo
com a estacdo do ano, regido e por fatores meteoroldgicos, como a temperatura, umidade
relativa e velocidade do vento (BRAGOSZEWSKA,; PASTUSZKA, 2018; ZHONG et al.,
2016).
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A variacdo climatica entre os meses de marco e abril influenciou as contagens de
fungos na entrada dos terminais, porém a mesma diferenca ndo foi observada entre abril e
maio. Em marco foi registrado uma maior temperatura e menor precipitacdo em comparacao
com o més de abril. Em regiGes com clima mais seco, existe uma grande abundancia de
microrganismos e essa quantidade pode diminuir no periodo chuvoso em que ocorre uma
lavagem na atmosfera, depositando esses microrganismos na superficie (MENDEZ-
PUENTES; CAMACHO-SUAREZ; ECHEVERRY-HERNANDEZ, 2015). O mesmo efeito
ndo aconteceu com as contagens de bactérias.

Dentre os terminais analisados, constatou-se que o Antonio Bezerra apresentou as
maiores médias de contagens microbioldgicas em todas as coletas com excecdo da terceira,
onde houve predominancia de bactérias no terminal do Papicu com 844,7 UFC/m3. Uma
justificativa € com relacdo a grande quantidade de pessoas que transitam por esse terminal
diariamente por ser o maior de Fortaleza e englobar uma variedade de linhas de énibus. Além
disso, esse terminal fica proximo da via expressa, que é uma avenida que interliga varios
bairros e constantemente uma grande quantidade de veiculos transitam por ela. A alta carga
microbiana encontrada em ambientes publicos esta influenciada por um conjunto de fatores,
entre eles o grande fluxo de pessoas que transitam esses espacos e fazem suas atividades
basicas como conversar, espirrar e tossir, além da grande movimentacdo dos veiculos,
principalmente em horarios de pico. A estrutura do local como a altura do chdo até o teto e a
guantidade de entradas e saidas, interferem na ventilacdo e dispersdo da poeira, além dos
pontos comerciais como lojas e areas de alimentacdo e a limpeza podem contribuir na
quantificacdo da microbiota no ar (KABIR et al., 2016; OHAGIM et al., 2017; PATEL et al.
2018).

5.3 Caracterizacdo morfotintorial das estirpes bacterianas

Na caracterizacdo da parede celular dos isolados bacterianos, a maior frequéncia
pertencia ao grupo dos cocos Gram positivos com 43 isolados (45,2%), seguidos de 40
(42,1%) bastonetes Gram positivos e por ultimo, com a menor representatividade, bastonetes
Gram negativos com 12 (12,6%) estirpes (Grafico 1). Em um estudo realizado na zona urbana
da cidade de Neiva (Colémbia), foram obtidos resultados diferentes a essa pesquisa, em que 0
principal grupo bacteriano encontrado foi o bastonete Gram positivo, seguidos de cocos Gram
positivos, bastonetes Gram negativos e por Ultimo cocos Gram negativos (MENDEZ-
PUENTES; CAMACHO-SUAREZ; ECHEVERRY-HERNANDEZ, 2015).
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Gréfico 1 — Representacdo da porcentagem de bactérias de acordo com a
morfologia e caracteristica da parede celular.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Bactérias Gram-positivas conseguem resistir por mais tempo na atmosfera do que
as Gram-negativas aos fatores de estresse do meio ambiente como a dessecacao, a radiacdo
solar e os poluentes quimicos, devido a composicdo da parede celular ser mais espessa
(FANG et al. 2007; MENDEZ-PUENTES; CAMACHO-SUAREZ; ECHEVERRY-
HERNANDEZ, 2015).

A Tabela 8 representa a diversidade dos pigmentos das bactérias encontradas nos
terminais. A maioria das colonias identificadas possui coloragdo branca (26,3%), amarela
(25,2%), laranja (22,1%) e rosa (21,1%) e a minoria na cor verde (4,2%) e marrom (1,1%).
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Tabela 8 — Distribuicdo e diversidade de pigmentos apresentados pelas estirpes bacterianas
isoladas do ar em trés terminais de integracéo de Onibus na cidade de Fortaleza.

Coletas

Pigmentos bacterianos Antonio Bezerra Parangaba Papicu
1°]2° | 3° | 4° | 1° 2° 3° | 4° | 20| 3° | 4
Amarelo X X X X X - X - X X X
Amarelo com halo branco - - - - X - - X - - -
Branco X - X X X X X X X X X
Laranja X X X X X - - X X - X
Laranja com centro branco - - - - - - - - X - -
Laranja com halo branco X - X X - - - X - - X
Marrom com halo branco - X - - - - - - - - -
Rosa X - - X X X X X - X X
Verde X X - - - - - - - X -

Verde com centro

transparente

Fonte: Elaborada pela autora.

X: Presenca de pigmento; -: Auséncia de pigmento.

Dentre os locais de coleta, a Parangaba apresentou a menor frequéncia de estirpes
pigmentadas. O entorno desse terminal é composto por bastante areas verdes, comparando-se
aos outros terminais e possui uma lagoa préxima a esse local, ocasionando um maior conforto
térmico no ambiente. A estrutura do prédio também pode ter influenciado na diminuicdo da
incidéncia solar nesse ambiente. A pigmentacdo € um mecanismo de protecdo das bactérias
contra os raios UV, favorecendo a sobrevivéncia desses microrganismos por mais tempo no ar
(FAHLGREN et at., 2010).

5.4 Identificacdo das estirpes fungicas
No total de todas as coletas, foram identificados 10 tipos de géneros flngicos nos

terminais de Fortaleza, com a maior abundancia o Aspergillus representando 22,5%, em

seguida Lichtheimia com 18,3%, Trichoderma e Fusarium com 14,2%, Alternaria e
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Chrysosporium com 10,2%. Os géneros menos encontrados foram Trichophyton,

representando 4,1%, Rhizopus, Geosmithia e Aureobasidium com 2,1% (Gréfico 2).

Gréafico 2 — Caracterizacao das estirpes fungicas isoladas do ar em trés terminais

de integracdo de Onibus na cidade de Fortaleza.

Diversidade de Fungos
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Fonte: Elaborada pela autora.

Menezes et al. (2004) estudaram 10 ambientes de Fortaleza, entre eles a Cidade
dos Funcionarios, Papicu, Aldeota, Centro, Barrado Ceard, Anténio Bezerra, Parangaba,
Mondubim, Rodolfo Tedfilo e Fatima, durante um ano. Eles destacaram a maior presenca dos
géneros Aspergillus (44.7%), Penicillium (13.3%), Curvularia (9.8%), Cladosporium (6.8%),
Mycelia sterilia (6.0%), Fusarium (3.5%), Rhizophus (3.1%), Drechslera (2.6%), Alternaria
(2.4%) e Absidia (2.2%).

Ja em outro estudo similar realizado por Souza et al. (2019), foram isolados
fungos de dois centros comerciais de climatizagdo natural em Fortaleza e os principais
géneros encontrados nesses ambientes foram Aspergillus (100% das amostras), Penicillium,
Trichoderma, Cladosporium, Fusarium, Mucor, entre outros.

Pode ser observado que o fungo Aspergillus foi o mais frequentemente
encontrado, estando presente em todos 0s terminais e coletas. Esse fato pode ser explicado por
esse género ser considerados ubiquo na atmosfera, pois possuem alta capacidade de dispersao
e conseguem se desenvolver em muitos ambientes que Ihe proporcionam condi¢des adequadas

de crescimento, como por exemplo em regides tropicais que possuem clima favoravel.
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Também pode ter sido influenciado pela leveza de seus esporos, facilitando sua disseminacéao
no ar. Possuem diametros entre 2-3,5 um, no qual essas particulas conseguem ser inaladas
pelos humanos, causando doencas infecciosas nos pulmdes, nos seios paranasais e doencas
alérgicas (BENNETT, 2010; LEE et al., 2016; MENDEZ-PUENTES; CAMACHO-
SUAREZ; ECHEVERRY-HERNANDEZ, 2015; MENEZES et al. 2004).
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6 CONCLUSAO

e De acordo com os valores das contagens microbiologicas, as bacterianas foram
superiores as fangicas em todos os terminais e em todas as coletas.

e O terminal do Anténio Bezerra apresentou a maior abundancia de microrganismos em
todas as coletas com excecdo apenas da terceira, onde houve predominancia de
bactérias no Papicu.

e Apesar dos valores das contagens encontrados, ndo é possivel enquadrar dentro dos
padrdes de qualidade do ar, dado que a legislacdo brasileira inclui apenas fungos em
ambientes internos.

e Em relagdo as estirpes bacterianas foram encontradas em sua maioria cocos Gram
positivos (45,2%), seguidos de bastonetes Gram positivos (42,1%) e com menor
frequéncia bastonetes Gram negativos (12,6%).

e Os géneros fungicos encontrado foram: Aspergillus, Lichtheimia, Trichoderma,
Fusarium, Alternaria, Chrysosporium, Trichophyton, Rhizopus, Geosmithiaeo
Aureobasidium. Aspergillus foi o género flngico mais frequente das amostras e
algumas espécies estdo associadas a doencas infecciosas e alérgicas que afetam a

sauide humana.

Como demostrando nesse estudo, os terminais de 6nibus de Fortaleza possuem
carga microbiana no ambiente atmosférico e que podem estar associadas a diversas doengas.
Esse quadro torna-se preocupante, pois nao existe nenhum padrdo de qualidade do ar externo
na legislacdo brasileira que estabelecam limites seguros para a salde humana. Assim, é
necessario que se facam mais estudos sobre esse tipo de ambiente e acdo dos 6rgdos
responsaveis na adocdo de programas de monitoramento e na criagdo de parametros de

qualidade do ar nesses ambientes com grande circulagdo de pessoas.
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