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Abstract— A qualidade do ar interior em ambiente hospitalar &
um fator essencial no controlo de infecdes nosocomiais. Este estudo
teve por objetivo determinar as concentracbes de microrganismos
e material particulado (PM) em suspensfio ne ar interior de um
Bloco operatério e identificar, por métodos moleculares, os
microrganismos presentes. Utilizou-se a técnica de impacto em
mejo sélido para determinar as concentragdes de bactérias e
fungos e paralelamente utilizou-se um espectrémetro port:itil para
medir as particulas em suspensiio. As menores concentracdes de
bactérias e de fungos foram observadas nas salas de cirurgia e as
maiores na antecimara. Os géneros bacterianos com maior
prevaléncia foram Staphylococcus, Micrococcus e Bacillus e os
fiingicos foram Penicillium, Cladesporium, Rhodotorula e
Aspergillus. Verificou-se uma correlacio forte (r > 0,9) entre as
concentra¢des médias de bactérias, fungos ¢ a concentracfio de
material particulado, expressa em nimero de particulas por
centimetro cibico, demonstrando que o material particulado pode
ser usado de forma indireta come indicador de qualidade do ar
interior, uma vez que estes parecem estar associados aos
microrganismos aerotransportados. A auséncia de ventilacio
mecinica na antecAmara demonstrou ter importincia na
acumulaciio de poluentes. Compreender as condi¢des do ambiente
avaliado € estratégia fundamental na aplicaglio de medidas de
controlo.

Palavras-chave—Qualidade do ar interior, bloce operatdrio,
bactérias, fungos, material particulado.

» INTRODUCAO

De acordo com a Organizagio Mundial da Sande
(WHO) a qualidade do ar interior (QAl) encontra-se na
oitava posi¢lo entre os principais fatores de risco para a
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saude humana, causando cerca de 1,6 milhdes de mortes
prematuras ¢ sendo responsavel por cerca de 3% dos casos
de infecBes a nivel mundial [1]. Em relagfo aos ambientes
hospitalares, a QAI ¢ um fator essencial para garantir a
seguranga ¢ satide dos pacientes, funciondrios e visitantes
¢ evitar as infegSes nosocomiais [2][3].

As infegGes nosocomiais, infegGes adquiridas em
ambiente hospitalar, tm impactos severos nas taxas de
morbilidade ¢ mortalidade. Estima-se que cerca de 7% dos
pacientes acabam por adquirir alguma infegfio apds terem
sido internados [4]. Estas infe¢cGes aumentam o periodo de
estadia dos pacientes, resultando em gastos financeiros
acrescidos e aumento do uso de antimicrobianos,
contribuindo na selegiio de microrganismos resistentes [5].
A maior parte destas infeges sfo aerotransportadas, sendo
o sistema respiratério o conjunto de orgdos mais afetado
no corpo humano [6][7][8].

Além das infegGes nosocomiais, a ma qualidade do ar
tem impactos severos em sintomas de alergias, asma,
cancro de pulm#o, doengas cardiovasculares, respiratdrias
¢ ocupacionais, Estes problemas estfo associados a fatores
quimicos, fisices e microbiolégicos, tais como compostos
organicos voldteis, material particulado (PM), bactérias e
fungos [9][10][11]. Alguns estudos sugerem que a maior
parte das bactérias e fungos aerotransportados estfio
associados a material particulado em suspensfo, uma vez
que este fornece um habitat favoravel para o crescimento
microbiano [12][13]. Além de fornecer suporte a vida
microbiana, o material particulado € um importante
indicador de qualidade do sistema de aquecimento,
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ventilagio/filtragio e ar condicionado (AVAC) em
ambientes interiores [14].

Viérios estudos sugerem que grande parte destas
infecdes poderiam ser evitadas com medidas de melhoria
da QAI [15][16]. Neste contexto, o objetivo deste estudo
foi avaliar a qualidade do ar interior em relagio as
bactérias, fungos e material particulado em suspenséio no
Bloco Operatério (BO), avaliar potenciais fontes de
contaminagfio do ar e comparar os resultados com o limiar
de protecao estabelecido pela legislagdo nacional € normas
e diretrizes internacionais para QAL

»*MATERIAIS E METODOS

a. Descricdo do local de estudo

O presente trabalho foi desenvolvido no BO de uma
unidade hospitalar do distrito de Braganca. Neste
ambiente podem realizar-se intervengBes cirfirgicas
programadas ou de urgéncia. Podem também realizar
exames que requeiram um elevado nivel de cuidados de
assepsia e/ou ministragio de anmestesia. Os ambientes
avaliados no bloco operatério foram a sala de cirurgia
geral (SCQ), sala de cirurgia de urgéncia (SCU), recobro
(RC) e a zona de transferéncia de pacientes (TF). O acesso
a estes ambientes € restrito a fim de evitar contaminag&es,
e apenas & permitido com o uso de uniforme cirtirgico.
Para além dos ambientes mencionados, fez-se a avaliagio
da Antecimara (AC), zona adjacente ac bloco operatério,
caracterizada como zona livre, ou seja, sem exigéncia
quanto ao uso de uniforme cirtirgico. Este zona € utilizada
para armazenamento de material cirargico, permite o
acesso ao bloco operatério e ao servigo de esterilizagio e
pode ser acedida pelos elevadores de transferéncia de
doentes ou pelo corredor dos quartos hospitalares.

No dmbito hospitalar, mais concretamente em salas de
cirurgia e areas adjacentes, surge a necessidade de seguir
normas ¢ guias para salas limpas (ISO 14664-1; GMP).
Estes ambientes devem ser operados de maneira a evitara
entrada, produgiio e retengio de poluentes no interior,
principalmente no que diz respeito a material particulado
¢ microbioldgico, Para isso, usa-se um sistema de
aquecimento, ventilac3o e ar condicionado (AVAC) com
filtros HEPA de alta eficiéncia capazes de controlar
parimetros como temperatura, humidade e presséo
[171[18].

As salas de cirurgia encontram-se sob press#io positiva
em relagio as areas adjacentes, a fim de minimizar a
entrada de ar contaminado de outros ambientes, e
apresentam sistemas de insuflagio e exaustio de ar
[19][20][21]. O recobro também esta equipado com um
sistema de insuflagfio ¢ exaustfio de ar. O TF e a AC nfio
integram qualquer sistema de entrada e saida de ar. Em
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todos os ambientes as janelas sfo estancadas, de modo a
evitar a entrada de poluentes do ambiente exterior.,

b. Amosiragens do ar

As amostragens, num total de 10 ensaios, decorreram
nos meses de janeiro, fevereiro e margo de 2019. O acesso
a0 bloco operatdrio foi realizado com o uso de uniforme
cirfirgico descartdvel composto por: calga, tlinica,
méscara, touca, protector de sapatos e luvas. As amostras
de ar foram colhidas nas salas operatérias (SCG e SCU),
recobro (RC), zona de transferéncia de doentes (TF),
antecAmara (AC) e também no ambiente exterior do
hospital (EXT). Em todos os locais foi efetuado a recolha
de amostras no centro de cada divis&o e aproximadamente
a 150 cm do nivel do chéo. Por questdes logisticas, as
amostragens in sifu nas salas de cirurgia (SCG e SCU)
decorreram no periodo de intervalo cirfirgico (13:00 —
14:00 PM) e nos demais ambientes (RC, TF, AC e
exterior) realizaram-se durante o periodo da tarde.

c. Concentragdo de bactérias e fungos

A concentragdo de microrganismos aerotransportados
foi determinada pelo método de impacto em meio sélido
por meio de um amostrador de ar ativo modelo DUO SAS
360 (VWR International, Milan, Italy), com vazio de
amostragem de 180 L/s. O volume de ar amostrado foi
gjustado para 1000 L, valor recomendado para o local de
estudo (dreas estéreis e de alto risco). Os meios de cultura
utilizados foram Tryptic Soy Agar {TSA, Liofilchem -
Italy), adicionado com 500 mg/l. de cicloheximida
(Merck), para a contagem total de bactérias e Rose Bengal
Chloramphenicol Agar (RBC, Liofilchem - Italy) para
fungos. ApGs a colheita, as placas de TSA foram
incubadas em estufa a 37 °C por um perfodo de 48 h, e as
de RBC a 25 °C durante 72-120 h. Para cada meio foram
efetuadas 3 réplicas. O mimero de unidades formadoras de
colénias por metro ciibico de ar (UFC/m®) foi determinado
com recurso a fatores de conversfio fornecidos pelo
fabricante do aparelho.

d.  Material particulado

O aparelho Optical Particle Sizer Spectrometer model
3330 da TSI Incorporated foi utilizado para monitorizar a
concentragio de material particulado em suspensio,
distribuindo-o por 16 intervalos de tamanho
compreendidos entre os 0,3 e os 10 pm. As medicdes
decorreram em paralelo com as medigbes dos pardmetros
microbiolégicos, onde o tempo de amostragem foi
ajustado para 20 minutos. Para verificar a conformidade
legal (Portaria n°® 315-A/2013), o ntmero total de
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particulas por centimetro ctbico foi convertido em
concentragdo massica (pLg/m*).

e. Identificacdio molecular de bactérias e
fungos

Culturas puras de bactérias e fungos foram isoladas em
meic Plate Count Agar (Himedia) ¢ Malt Extract Agar
(Himedia), respetivamente. O DNA genomico foi
extraido por meio do kit de extragio REDExtract-
NAmp™ (SigmaAldrich), seguinde as instrucBes do
fornecedor. A identificagdo dos isolados foi conseguida
através da amplificagio e sequenciacdo da regido
Espagadora Transcrita Interna (ITS) do DNA ribossomal
(rDNA), usando os iniciadores oligonucleotidicos
universais ITS1 e ITS4 [48] para o case dos fungos, ¢ da
regido 16S do rDNA utilizando os iniciadores
oligonucleotidicos 27F e 534R para as bactérias [22][23].
Os produtos da ampliagio foram sequenciados pela
empresa Macrogen Inc. (Seul, Coréia do Sul), utilizando
os mesmos primers da reagio de ampliagio. As
sequéncias foram identificadas por meio da base de dados
fornecida pelo Centro Nacional de Informagio
Biotecnologica (NCBI) em conjunto com ¢ algoritmo
BLAST. O maior grau de similaridade ¢ o0 menor E-value
(Expected value) foi utilizado como critério de
classificagdo para o resultado do sequenciamento. O
geénero ¢ a especie foram considerados para sequéncias
com grau de identificagio superior a 99%. Para
sequéncias com grau de identificagBo inferior a 98%
apenas o género foi aceite. Os isolados com grau de
identificacfio inferior a 97% foram considerados como
desconhecidos ou n#o identificados. Considerou-se
apenas ¢ género nos casos em que a base de dados
correlacionou a leitura do sequenciamento genémico com
multiplas espécies.

[ Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas através do
software JMP v.11, Os dados foram submetidos & andlise
de varifincia (ANOVA) e as médias foram comparadas
através do teste de Tukey considerando-se significativo
um valor de p <0.05. A correlagfio entre as concentragdes
médias de bactérias e fungos € a concentragio de
particulas foi executada no software Excel v.365.
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*RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios + desvio padrio para as
concentragdes de bactérias, fungos e material particulado
encontram-se expressos na Tabela 1.

CONCENTRACOES MEDIAS (+ DP) DOS PARAMETROS MICROBIOLOGICOS E

MATERIAL PARTICULADO.
Bactérias Fungos PM:s PMu
[Local
UFC/m* pg/m’

SCG 1,8+1,7° 02405 | 0,1120,11° | 1,61+1,38°
SCU 1,3+1,6° 0,3:06% | 0162025 | 2,98+5,02°
[RC 28042898 | 23+27% | 0,6%0,60° | 10,90+13,647
ITF 55,5£55. 948 | 2,5+1 8% 1,54+1,228  [20,52+15,02%8
AC 95,7493,8% | 32435° 1,32+0,88° |17,17+11,24%8
EXT 21,1£19,98 | 1704+756 | 9,50+8,03% | 33,52+11,24%

Nota: Letras maitisculas por coluna indicam diferengas significativas pelo teste
de Tukey,

As menores concentragdes de bactérias ¢ de fungos
foram observadas na SCG e SCU, sendo estas
concentragdes significativamente mais baixas as detetadas
nos outros locais. As concentragbes mais elevadas foram
registadas na AC (95,7 UFC/m® para bactérias e 3,2
UFC/m? para fungos). Os resultados observados nas SCG
e SCU devem-se sobretudo 3 existéncia de um sistema
AVAC que atua sob press#io positiva apenas nas salas de
cirurgia, fornecendo ar filtrado e assegurando renovagio
constante do ar novo, reduzindo a carga microbiana e
impedindo a entrada de poluentes, Também as variagdes
enconfradas nos outros locais podem estar relacionadas
com a natureza das atividades desenvolvidas, condigdes
arquiteténicas dos locais, taxa de ocupagdo e frequéncia de
limpeza, quando comparados com as salas de cirurgia.
Exemplo disso € a antecdmara (AC), local desprovido de
sistema AVAC sem janelas e de acesso ao elevador, onde
a acumulagdo de poluentes € favorecida em resultado das
condigBes arquitetdnicas e do padrio de utilizagio do
espaco.

O ambiente avaliado apresentou concentragdes de
bactérias e fungos inferiores aos valores reportados por
outros autores em unidades hospitalares, designadamente
em salas de cirurgia de transplante, sala de cirurgia
cardiovascular, sala de cirurgia ortopédica, sala de cirurgia
de emergéncia e sala de cirurgia geral [24][25][26][27].
Estes autores reportaram concentracdes de
microrganismos que variaram entre 13 ¢ 231 UFC/m?, e,
além do mais, também observaram que a concentragio de
bactérias no ar interior foi sempre superior a de fungos.

Tendéncia semelhante foi observada por [24] no BO de
uma unidade hospitalar da regido de SetGbal onde a
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concentragdio de bactérias variou de 12 a 170 UFC/m?
sendo superior a concentragfio de fungos (inferior a 1
UFC/m?®). Também, [2] reportaram comportamento
semelhante onde as menores concentragdes de bactérias
(221 UFC/m?3) e fungos (58 UFC/m?®) foram observadas
em salas de cirurgia. Contudo, os autores relatam que
durante a campanha de amostragem, o sistema AVAC nio
estava operacional e por esse motivo as concentra¢des de
microrganismos foram elevadas.

As concentracGes de bactérias e fungos em todos os
locais avaliados encontram-se dentro dos valores exigidos
pela legislagio em vigor em Portugal (Portaria 353-
A/2013), que indica como condigdes de referéncia que a
concentragio de bactérias no interior seja inferior ao valor
do exterior, acrescido de 350 UFC/m3; e em relagfo aos
fungos que seja inferior a detetada no exterior. Para além
da legislag&o nacional, os ambientes avaliados atenderam
aos limiares de protecdo estabelecidos por normas e
legislagdes internacionais (Tabela II).

DIRETRIZES INTERNACIONAIS COM LIMIAR DE PROTEGAO PARA PARAMETROS

MICROBIOLOGICOS.
Aeiid § 5 Limiar
Referéncia | Ambiente Parimetro (UFC/m?)
Salas de cirurgia Agentes biolégicos 200
ANVISA —
Sala de cirurgia o
epecializads Agentes bioldgicos 50
Classificaggio 7 Agentes biolégicos 100
ISO 14644-1
Classificaggio 8 Agentes biolégicos 200
ACGIH i el [ 250
ocupacional
Limite ambientes Fungos 50
OMS hospital
ospliatares Bactérias 100

ANVISA — Agéncia nacional de vigilincia sanitiria - Brasil; ISO — Organizagio
internacional de normalizagio; ACGIH - Conferéncia americana de higienistas industriais
governamentais; OMS — Organizagio mundial da saide.

a. Material particulado

A concentragio média de particulas em suspensdo no
ambiente interior, fragdo PM;o variou entre 1,61 e 20,25
ug/m3, enquanto a fracdo de PM,s oscilou entre 0,11 e
1,54 pg/m? (Tabela 1). Estes valores foram inferiores ao
limiar de protegéo exigido por lei (Portaria 353-A/2013),
50 pg/m? e 25 pg/m3, respetivamente. A semelhanga do
observado com o0s microrganismos, as menores
concentragdes foram registadas nas salas de cirurgia. As
maiores foram verificadas na zona de transferéncia de
doentes.

Noutros estudos de QAI em ambiente hospitalar, foram
obtidos em salas de cirurgia com sistema AVAC valores
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superiores. [26] reportaram concentracio de PM;ode 10,7
pg.m-* em sala de transplantes, 15,6 pg/m® em sala de
traumatologia, 3 pg/m> em sala de cirurgia cardiovascular,
10 pg/m® em sala de cirurgia retal e 12.6 pg/m® em sala de
cirurgia ortopédica. [28] reportaram concentragdes de
PMo muito similares, entre 10,16 e 21,87 pg/m>. [29]
detetaram concentragBes médias de PMzs em diferentes
hospitais europeus de 3 pg/m®, embora tenham registado
concentragdes supetiores a 10 pg/m® em salas de espera,
departamentos de emergéncia, unidades de internagdo e
cafeterias.

Além dos impactos na satde, alguns estudos sugerem
que o material particulado fornece um habitat favoravel
para o crescimento de microrganismos aerotransportados
[30][31][12]. Com efeito, na Figura 2 e 3 ¢é possivel
verificar uma correlagiio muito forte (r > 0,9) entre os
valores médios do nimero de material particulado e as
concentragdes médias de bactérias e fungos,
respetivamente.
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Qutros autores também referem correlacfio positiva
entre PM e niveis de agentes microbiologicos em
ambientes hospitalares, onde as maiores concentragdes de
bactérias e fungos foram observadas em ambientes com
concentragies mais elevadas de PM [26][32][33][34].
Estes resultados enfatizam a importéncia de um sistema
AVAC adequado em ambientes que necessitam de uma
elevada qualidade do ar interior, como € o caso dos blocos
operatorios, onde o risco a exposigio é acrescido.

b. Hdentificacdio molecular de bactérias e
fungos
Na Tabela III encontra-se listados os principais géneros
identificados por métodos moleculares. Considerou-se
apresentar neste estudo os géneros com uma ocorréncia
superior a 1,5%.

ABUNDANCIA RELATIVA DOS PRINCIPAIS GENEROS DE FUNGOS E BACTERIAS

IDENTIFICADOS.
Funges % | Bactérias %
Penicillium 34,2 | Staphylococcus 81,1
Cladosporium 16,8 | Micrococcus 104
Rhodotorula 13,9 | Bacillus 5,0
Aspergillus 6,7 | Outros géneros 0,03
Naganishia 4.3 | Néo identificadas 34
Alternaria 33
Aureobasiditm 1,9
Didymella 19
Sarocladium 1.9
Outros géneros 72
Nao identificados 13,5

Em relagdo aos fungos, os géneros com maior
prevaléncia foram Penicillium (34,2%), Cladosporium
(16,8%), Rhodotorula (13,9%) e Aspergiilus (6,7%).
Outros autores referem apenas como géneros mais
frequentes no ar interior Aspergillus, Cladosporium e
Penicillium [35][31][32]. A levedura Rhodotorula nio ¢
reportada com frequéncia em estudos de QAL no entanto,
um autor reportou prevaléncia de 1,69% deste género no
ar interior de um ambiente hospitalar [10]. Observou-se
ainda que os bolores (fungos filamentosos) foram mais
frequentes quando comparados com as leveduras (fungos
unicelulares), uma vez que aqueles t8m uma maior
capacidade para sobreviver em condigdes desfavordveis
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[32] [38]. Infeqﬁes pulmonares como pneumonia, infegdes
do trato urinario e meningite séo exemplos de doencas
causadas por estes géneros de fungos [39][40][41].

No que diz respeito as bactérias, a prevaléncia dos
géneros Staphylococcus (81,1%), Micrococcus (10,4%) e
Bacillus (5,0%) estd de acordo com o referido por outros
autores em estudos de QAI em ambiente hospitalar
[26][14][24]. Além disso, estudos envolvendo outras
tipologias de edificios também referem estes géneros
como os mais abundantes no ar interior [42][43][44]. A
elevada ocorréncia destes géneros estd relacionada com a
capacidade de sobrevivéncia em condicGes ambientais
adversas, devido & presenc¢a de uma parede celular rigida
e espessa constitulda por peptldoghcano Adicionalmente,
o género Bacillus possui a capacidade de formar
enddsporos o que lhe confere uma sobrevivéncia acrescida
as condigdes hostis, nomeadamente A dessecagiio, ao calor,
s radiagfes, aos desinfetantes ¢ aos antibiéticos. Também
o facto de Staphylococcus e Micrococcus pertencerem &
flora comensal do homem [40] aumenta a frequéncia
destes microrganismos no ar ambiente. [49] descrevem o
género Siaphviococcus como ambientalmente robusto,
com uma alta taxa de sobrevivéncia em ambientes secos,
como superficies ou materiais. Algumas espécies
pertencentes a este género, S. agureus € S. epidermidis, sao
referidas como agentes de infegtes nosocomiais. De entre
as infeghes provocadas por estes género pode citar-se
como exemplo as do trato gastrointestinal, coragiio e
ossos, além de causar doengas como pheumonia
necrosante, meningite € iniciar infecBes em locais
cirargicos [45][46][47].

4CONCLUSOES

Compreender as condigdes do ambiente avaliado é um
requisito fundamental na tomada de decisGes estratégicas
para reduzir os riscos de exposigio de pacientes e
funciondrios. Neste estudo, as caracteristicas ocupacionais
e arquiteténicas do bloco operatdrio foram analisadas e
pode concluir-se que fatores como frequéncia de limpeza,
taxa de ocupagdo e principalmente o sistema AVAC
influenciaram significativamente nas concentragdes dos
parémetros avaliados. Verificou-se que de forma indireta
os niveis de PM podem servir de indicador para a
degradacio da qualidade do ar interior, uma vez que estes
apresentaram  correlagio positiva (r=0,9) com
microrganismos.

De modo geral, as concentragdes de bactérias, fungos
e material particulado foram inferiores ao reportado por
outros autores em estudos envolvendo blocos operatdrios.
Além disso, verificou-se que o limiar de protegio
estabelecido pela Portaria 353-A/2013 foi atendido. As
bactérias foram mais prevalentes quando comparado com
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os fimgos e nota-se ainda que as menores concentragdes
dos pardmetros avaliados foram observadas em ambientes
com maior frequéncia de limpeza e com sistema AVAC.
Os géneros de bactérias com maior prevaléncia foram
Staphylococcus, Micrococcus e Bacillus enquanto que os
géneros mais prevalentes dos fungos foram Penicillium,
Cladosporium € Rhodotorula.

Verificou-se existir tendéncia para a acumulacio de
poluentes e degradaciio do ar interior na antecdmara,
podendo esta influenciar na migrago de poluentes para o
interior do bloco operatério. De forma a minimizar o risco
de exposiclo a pacientes e funciondrios, recomenda-se a
adequagiio arquiteténica desta zona, por meio da
instalacfio de ventilagBio meclnica a fim de aumentar a
renovagho do ar e diluir os poluentes.
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