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RESUMO

A colonizagdo e crescimento dos fungos nas edificagdes resultam em consequéncias
estéticas, degradagdo, corrosdo, incrustacdo, dentre outros. Nos seres humanos, estes
microrganismos encontrados em edificacdes podem causar doengas. Diante disso, este trabalho
apresenta uma sistematizagdo para investigar a presenca de fungos em elementos de vedacao
vertical de edificacdes (ou seja, paredes) mais especificamente, em um ambiente hospitalar
(devido as consequéncias que podem ser geradas nesses locais). Nesse contexto, foi detalhado
um minucioso sistema de coleta ¢ analise dos materiais constituintes dos elementos de vedagao
vertical considerando as diversas camadas, fazendo a analise microbioldgica dos géneros
fingicos encontrados e qual risco eles representam ao ambiente construido. Além disso
realizou-se um levantamento das condicionantes ambientais existentes para que fosse possivel
a previsao do crescimento fingico através de modelos numéricos. Constatou-se que a camada
de tinta foi aquela que abrigou o maior nimero de colonias fingicas, uma vez que esta exposta
aos aerossoOis do ambiente interno, que podem conter uma gama de esporos fungicos. Nas areas
mais Umidas das paredes e mais expostas as intempéries identificou-se o maior nimero de
coldnias, inclusive, abrigando dois dos trés géneros que oferecem maior risco a edificacdo e aos
seus ocupantes (Arpergillus e Cladosporium). Através dos modelos de previsdo de crescimento
fingico comprovou-se que na superficie dos materiais de construcdo expostos ao ambiente
externo ocorre o crescimento e a estabilizacdo de fungos em grandes quantidades, ja no
ambiente interno e nos materiais constituintes da parede, ocorre pouco ou nenhum crescimento.
Este trabalho contribuiu para o conhecimento acerca dos fungos nos materiais de construgao,

principalmente no ambiente hospitalar.

Palavras-chave: Ambiente construido. Microbiologia. Patologia das construcdes. Paredes de

alvenaria. Ambiente nosocomial.






ABSTRACT

Fungus colonization and growth in building materials results in molds, corrosion,
fouling, cracking, peeling, among others. In human beings, species of fungi found in the built
environment can cause diseases. Therefore, this work aims to present a systematization to
investigate the presence of fungi in buildings walls, which was carried out in a case study on a
hospital environment (due to the consequences on this environment). In this context, this paper
presents a detailed method to sample and analyse construction materials of the layers on
masonry walls, performing a microbiological analysis of the fungi genera found in a study case
and the risk they offer to the built environment. Furthermore, a survey was carried out of the
environmental conditions and this information was used to estimate fungal growth by numerical
prediction models. It was found that the ink layer had one of the greatest number of fungal
colonies, since it is exposed to bioaerosols in the inside environment, which may contain a
range of fungal spores; the sample point on the most humid and most exposed wall was the
most infected by fungi colonies, including two of the three most dangerous genera to buildings
and its occupants (4Arpergillus and Cladosporium). Fungal growth prediction models showed a
larger growth on the surface of building materials exposed to outside weather; on the inside
environment, as on the inside of masonry materials, the growth was lesser or negligible. This
paper contributed to the knowledge about the fungal presence in the built environment, mostly

in healthcare facilities.

Keywords: Built environment. Microbiology. Construction defects. Masonry walls.

Nosocomial environment.
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1 INTRODUCAO

As edificacdes estao sujeitas a agdes de deterioragdo causadas por diversos fatores que
influenciam diretamente seu desempenho, bem como a saiude e o conforto dos usudrios. Nesse
contexto, Hueck (2001) e Young et al. (2008) mencionam que a biodeterioragdo, alteracao
indesejada nas propriedades de um material causadas por um ser vivo, como um dos agentes
que prejudicam o desempenho das edificacdes, seja pelo comprometimento da vida 1til dos
materiais ou pela agdo danosa a qualidade de vida dos usudrios.

Dentre os fatores biologicos presentes nos interiores de edificagdes, os fungos sao
responsaveis por mais de 80% da degradacao total do material de construgao (ZY SKA, 2001),
gerando consequéncias econOmicas, estéticas e, em alguns casos, sociais, visto que estes
organismos podem prejudicar o patrimonio cultural, material e humano.

No que se refere aos fungos, suas propriedades fisiologicas, bioquimicas e morfologicas
sdo condicionantes para a biodeterioracdo de materiais de construgdo e um sério risco a saude
dos usudrios da edifica¢do. Segundo Sedlbauer et al. (2001), temperaturas relativas do ar acima
de 10 °C, taxas de umidade relativa do ar acima de 70%, além de outras condicionantes como
pH e disponibilidade de nutrientes, sdo condi¢des ideias para o surgimento de varias espécies
de fungos. No que se refere a edificagdo, especificadamente ao substrato onde os
microrganismos se desenvolvem, a rugosidade e a porosidade (TOMASELLI et al., 2000),
assim como a composi¢cdo do meio (ORTEGA-CALVO et al., 1995) sdo fatores importantes
para o surgimento de biofilmes microbianos, isto ¢, uma camada viva formada por
microrganismos ativos e inativos, além de produtos de seu metabolismo, como 4cidos e
materiais poliméricos (YOUNG et al., 2008).

Conforme mencionado, a colonizagao e crescimento dos microrganismos ocasionam:

a) consequéncias estéticas na edificacdo correlacionadas com a pigmentacao advinda do
biofilme ou a descoloracdo da superficie (CRISPIM; GAYLARDE; GAYLARDE,

2003);

b) degradacdo e corrosdo de material por acidos produzidos pelo metabolismo dos mesmos

(GAYLARDE; MORTON, 1999);

c) incrustacdo de fungos filamentosos nos poros do material (GAYLARDE; MORTON,

1999);

d) abertura de fissuras e descascamento (DANIN; CANEVA, 1990);
e) danos a saude dos usudrios, como por exemplo os fungos causadores de crises alérgicas,

problemas respiratorios e infecgdes (NIKULIN, 1994; PARK; MEHRAD, 2009).
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O ambiente hospitalar apresenta caracteristicas distintas, como o grande fluxo e
rotatividade de pessoas, a existéncia de possiveis transmissores de diferentes patdgenos e a
presenca de pacientes imunocomprometidos. Assim, o controle fungico destes locais deve ser
realizado de forma rigorosa, uma vez que estes organismos podem ser os causadores de
infec¢des hospitalares, que atualmente estao atreladas a altas taxas de mortalidade de pacientes
(BROWN et al., 2012).

Os esporos microbianos causadores de doengas podem estar dispersos ndo s6 no ar do
ambiente, mas também nas superficies construidas e dos materiais, de forma transitoria ou
constante. Portanto, além de um controle rigido de higiene e assepsia de superficies, ¢
necessario atentar para as interferéncias construtivas nos locais € nos arredores, uma vez que
estas agravam a taxa de exposi¢do a microrganismos aumentando as taxas de infegdes
nosocomiais.

Cabe mencionar que as principais causas de contaminagdo hospitalar sdo relacionadas
ao proprio paciente e com os métodos diagnosticos e terapéuticos, mesmo assim, ndo se pode
desconsiderar a parte da responsabilidade da caréncia de higiene e assepsia das superficies do
ambiente (ANDRADE; ANGERAMI, PADOVANI, 2000). Assim, estas superficies, proxima
dos pacientes ou tocadas com frequéncia, podem conter contaminagdes microbianas. Segundo
Carling (2013), ha um risco aproximadamente 120% maior de um paciente ser colonizado ou
infectado com uma ampla variedade de patdogenos associados aos cuidados de saude se o
individuo que ocupava anteriormente aquele mesmo ambiente tiver sido colonizado com esse
organismo.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) disponibiliza, além de cuidados
para com o ar interior de superficies hospitalares, um manual de limpeza e desinfec¢do de
superficies (BRASIL, 2002). Porém, segundo Ferreira ef al. (2015), o documento ndo descreve
detalhadamente métodos mais modernos de avaliagdo da limpeza e desinfeccao dessas
superficies, que podem superestimar a inspe¢ao visual como um método mais fécil e vidvel de
ser realizado. Além disso, atualmente ndo ha uma metodologia que possibilite uma investigacao
da contaminagao fuingica no interior de superficies construidas, como nas paredes, por exemplo.

Alguns estudos ja mostraram que os materiais de constru¢do podem conter uma série de
microrganismos (RIBAS er al, 2004; SHIRAKAWA et al, 2004; GAYLARDE e
GAYLARDE, 2005; GORBUSHINA, 2007; GARCIA, 2016), nao s6 em suas superficies
externas, como também no seu interior. Outros estudos mostram a relacdo do aumento da
contaminacdo microbiana em hospitais com atividades construtivas nos arredores como

manutengoes, remodelacdes e reformas (STREIFEL, 1983; OPAL et al., 1986; OREN ef al.,
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2001; CURTIS et al., 2005; ULRICH, 2008). No entanto, a Organiza¢gdo Mundial da Saude ndo
possui um programa sobre infec¢do por fungos, e a maioria das agéncias de satide publica
realiza pouca ou nenhuma vigilancia micologica. Particularmente preocupante € a alta taxa de
mortalidade associada a infecg¢des fungicas invasivas, que geralmente ultrapassam 50%, apesar

da disponibilidade de varios medicamentos antifingicos (BROWN, 2012).

1.1  OBIJETIVO

Este trabalho tem como objetivo apresentar uma sistematizacdo para investigar a
presenca de fungos em elementos de vedagao vertical de edificacdes (ou seja, paredes) mais
especificamente, em um ambiente hospitalar (devido as consequéncias que podem ser geradas
nesses locais).

Para alcancar o objetivo geral sdo definidos os secundarios, a saber:

a) apresentar as consequéncias da presenca de fungos no ambiente construido,
especificamente o hospitalar, para com as edificagdes e seus usuarios;

b) desenvolver uma metodologia para coleta e analise microbiologica de géneros fungicos
associados a superficies internas e externas construidas, isto €, materiais de revestimento
¢ interior dos elementos de vedagao vertical,

c) avaliar as condicionantes de ocorréncia dos microrganismos como substrato,
temperatura, umidade relativa e pH;

d) com as condicionantes ambientais, estimar através de modelos numéricos (matematicos
e estatisticos), a possibilidade e a intensidade de crescimento dos géneros fungicos em

edificacgoes.

1.2 CONDICOES DE CONTORNO

Salienta-se que o local de estudo, “laboratorio de patologia” (localizado no Hospital
Universitario da UFJF, rua Catulo Breviglieri, s/n, bairro Santa Catarina, cidade de Juiz de Fora
(MQ)) onde ocorreu a coleta de amostras dos materiais de construcao constituintes do elemento
vertical de vedacao (denominado por parede), foi condicionado a disponibilidade do hospital,
onde foi desenvolvida toda a sistematizacdo para coleta, armazenamento e transporte das
amostras para futuras analises.

Cumpre esclarecer que o estudo acerca da contaminagdo seria mais eficaz, no que se

refere a quantidade e variabilidade dos microrganismos, em ambientes com maior indice de
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contaminacdo, como por exemplo, centros cirlrgicos. Entretanto, os procedimentos
estabelecidos na sistematizagdo proposta (vide capitulo 3 e 4) sdo passiveis de projetar
particulas e, consequentemente, esporos fingicos no ar (ambiente) e, assim tornar-se mais um
dos condicionantes de uma infec¢do hospitalar. Logo, optou-se por realizar este estudo
experimental em uma area de menor acesso de pacientes, principalmente os de saude mais
debilitada. De qualquer forma, espera-se uma assepsia controlada no local de coleta, uma vez
que hd um grande fluxo de funcionérios e material de andlises clinicas (possivelmente
contaminados), que podem vir a ser vetores de contaminagdes.

Na definicdo da sala, os funcionarios do hospital e do setor de servigos de manutengao
da UFJF, consideraram a reforma prevista, que seria iniciada no més subsequente. Nesse
sentido, cabe mencionar que diversas bibliografias mencionam que as atividades construtivas
em arredores de areas com pacientes de alto risco sdo, também, responsaveis por aumentar a
taxa de mortalidade causada por doengas invasivas fungicas, o que evidencia a significancia do
local de estudo (BOUZA et al., 2002; YONEMORI et al., 2002; MARTINS-DINIZ et al., 2005;
RAVIV et al., 2007; GAIO; TEIXEIRA; FUENTEFRIA, 2011; GARNAUD et al., 2012;
POKALA et al., 2014)

No procedimento de coleta das amostras foram definidos trés pontos distintos de coleta
de amostra (exemplares dos materiais de constru¢do) no elemento de vedacdo vertical que
constituiu no recolhimento dos materiais constituintes das diversas camadas e em diferentes
profundidades que compde a “parede”, a saber: revestimento (pintura e argamassas) €
constituicao (parte do tijolo/ bloco de vedagdo), Sendo assim, em cada ponto de recolhimento
foram adquiridos 13 amostras, totalizando 39 analises. A finalidade desse procedimento ¢
propor uma nova sistematica que possibilite a elaboracdo de metodologia mais consistente para
investigacdo da contaminagdo do material de construcao. Cabe mencionar que a definicdo do
numero de pontos de coleta e area do comodo de estudo estao, também, baseados na resolugdo
n° 9 da ANVISA (BRASIL, 2003), onde se considera que para cada 1000 m? deve-se efetuar a
coleta de 1 amostra.

Como o objeto de estudo € a contaminacao do material de construgdo, desconsiderou-se
os esporos fungicos presentes no ar, inclusive ja existe metodologia normatizada para
contaminagdo aérea, como a apresentada pela resolucdo n® 9 da ANVISA (BRASIL, 2003).

Para analise mais detalhada das condi¢des internas no material de constru¢dao, que
poderiam favorecer a manutengdo e a proliferacdo de microrganismos, considerou-se um

regime de transferéncia de calor estaciondrio entre o ambiente interno e externo.
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1.3 ESTRUTURA DO TRABALHO

O presente trabalho serd estruturado nos seguintes capitulos: Introdugdo, Revisdo
bibliografica, Metodologia, Resultados e analises e Conclusao.

Capitulo 1: Introdugao. Neste capitulo ha uma breve introdugao sobre os fungos sob a
perspectiva do ambiente construido, principalmente o hospitalar, incluindo a justificativa acerca
do tema e os objetivos a serem atingidos que norteiam esse estudo.

Capitulo 2: Revisao bibliografica. Neste capitulo tem-se as pesquisas bibliogréficas para
contextualizagdo do estudo. Primeiramente mostra-se as caracteristicas basicas dos fungos e
condig¢des de ocorréncia. Além disso, mostra-se a relacdo do fungo com o ambiente construido,
principalmente o ambiente hospitalar, foco deste estudo.

Capitulo 3: Metodologia. Neste capitulo apresenta-se a metodologia (sistematizagao)
utilizada para o desenvolvimento da pesquisa. Assim, ha todo programa experimental para
analise microbiolodgica e fisica, como também os modelos de previsdo de crescimento fungico
em edifica¢des.

Capitulo 4: Resultados e analises. Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos
com a sistematizagdo proposta na metodologia. A partir dos resultados, sio mostradas as
andlises e discussodes acercas do tema.

Capitulo 5: Conclusdo. Neste capitulo ¢ apresentado uma sintese de tudo que foi
discutido no Capitulo 4, mostrando as descobertas que foram encontradas através das
investigacdes propostas. Além disso, propde-se diretrizes para o avango acerca da tematica

abordada no estudo.
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2  FUNGOS NAS EDIFICACOES

Neste capitulo ¢ apresentado uma contextualizagdo acerca do tema de estudo,

apresentando caracteristicas gerais dos fungos e suas condi¢des de ocorréncia em edificagdes.

Além disso, mostra-se as consequéncias da interagao destes microrganismos com o ambiente

construido, especificamente o hospitalar.

2.1

CONSIDERACOES INICIAIS

Cerca de 80.000 a 120.000 espécies de fungos foram descritas at¢ o momento, embora

o numero total de espécies seja estimado em cerca de 1,5 milhdo (Hawksworth, 2001). Isso

tornaria os fungos um dos recursos de biodiversidade menos explorados do nosso planeta. Com

base em suas caracteristicas, os fungos podem ser circunscritos pelo seguinte conjunto de

caracteristicas segundo Webster e Weber (2007):

a)

b)

©)

d)

)

h)

3

nutri¢ao: heterotrofico, isto €, ndo sdo capazes de produzir seu proprio alimento, sem
fotossintese, alimentando-se por absor¢ao € nao por ingestao;

estado vegetativo: no substrato, tipicamente como um micélio (agrupamento de hifas)
imdvel (em alguns estados reprodutivos podem se tornar méveis);

parede celular: normalmente presente, geralmente baseado em glucanos e quitina,
raramente em glucanos e celulose (como as plantas);

status nuclear: eucarioticos, isto €, suas c€lulas tem membrana nuclear que envolve o
material genético (RNA e DNA) e varios tipos de organelas;

ciclo de vida: simples ou, principalmente, complexo;

reproducgdo: sexual (isto ¢, fusdo nuclear e meiose) e/ou parassexual (isto ¢, envolvendo
fusdo nuclear seguida de diplodizagdo gradual) e/ou assexual (isto ¢, divisdo nuclear
puramente mitotica);

propagulo: esporos microscopicamente pequenos, produzidos em grande numero
(alguns grupos podem apresentar esporos moveis);

esporocarpos: microscopico ou macroscopico e mostrando formas caracteristicas, mas
apenas diferenciagdo tecidual limitada;

habitat: onipresente em habitats terrestres e de agua doce, menos no ambiente marinho;
ecologia: Papéis ecoldgicos importantes como saprotroficos (isto €, se alimentam
absorvendo substincias organicas originaria de processos de decomposicdo),

mutualistas (se associam com outras populagdes), parasitas ou hiperparasitas;
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k) distribuicdo: cosmopolita, isto €, pode ser encontrado em qualquer lugar do mundo.

Além de ter um papel na pesquisa bioldgica fundamental, os fungos sdo de grande
importancia pratica. Na maioria dos ecossistemas naturais, existem fungos associados as raizes
das plantas que ajudam a absorver nutrientes do solo e que decompde plantas mortas da camada
superficial do solo. Estes seres causam algumas das doencas vegetais mais importantes e,
portanto, recebem muita atengdo dos patologistas; outros geram doencas no homem e em
animais domésticos, por isso had especialistas em micologia médica e veterinaria. Muitos
degradam alimentos, danificam produtos manufaturados ou causam deterioragdo de materiais
de construgdo, atraindo a atencdo de microbiologistas de alimentos, especialistas em
biodeterioracdo e tecndlogos de materiais, respectivamente. Os fungos também cumprem
muitos papéis benéficos para os seres humanos. Estes microrganismos podem ser utilizados
para alimentacdo, na fabricacdo de cerveja, panificagdo e na preparagdo de uma variedade de
alimentos. A versatilidade metabdlica dos fungos ¢ explorada pela industria de fermentagao,
para fabricar antibioticos e outras substancias de alto valor de interesse para a medicina, na
agricultura e na industria quimica, para produzir enzimas e para executar etapas especificas de

processos quimicos (CARLILE; WATKINSON; GOODAY, 2001).

2.2 CONDICOES DE OCORRENCIA DE FUNGOS EM EDIFICACOES

Salienta-se que a propria edificagdo pode ter caracteristicas que podem influenciar ou
ndo o aparecimento de fungos e bolores. Um edificio destina-se a modificar as condi¢des
climaticas de alguma forma, mesmo que seja apenas desviar a chuva ou fornecer sombra do sol.
O envelope do edificio determina se as mudangas no ambiente externo sdo transmitidas para os
espacos internos (SCOTT, 1994). Assim, ha varias formas de se evitar ou atrasar a
biodeterioracdo por fungos, seja na etapa de projeto e na especificagdo de materiais a serem
empregados, seja na etapa dos servigos de manutengdo preditiva ou preventiva, evitando-se,
portanto, os servigos de corre¢do de manifestagdes patologicas que comprometem a seguranga,
a integridade, a durabilidade e a vida util das edificacdes.

E notéria que uma condigio necessaria para o crescimento de bolores ¢ a umidade da
superficie onde eles se instalam; tal fato decorre da temperatura da superficie interna se
aproximar do ponto de orvalho do ar interno, ou seja, a temperatura da superficie ¢ muito baixa
(mau isolamento térmico) ou quando o ar interno ¢ muito tmido (ROULET, 2001), resultando
em condensag¢do. Para alguns autores, como Hunter et al. (1988), a condensagao superficial € a

principal fonte de umidade para o crescimento de microrganismos nas superficies internas de
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habitacdes. Associada a este fato, a condensagao intersticial também pode ocorrer dentro de um
material de constru¢do poroso, como: o concreto € o tijolo, se a temperatura dentro do material
estiver no ponto de orvalho do ar imido que permeia o material.

A ventilagdo, outro critério que influencia a proliferacdo de mofos e bolores em
ambientes internos, colabora com a troca do ar contaminado e influencia a temperatura ¢ a
umidade relativa do ar. Sendo assim, altas taxas de ventilagcdo sdo consideradas como a razao
pela qual o crescimento de fungos ndo ¢ tdo comum em climas quentes e imidos (KING, 1993),
ja que nestes locais, apesar de possuirem as condigdes ideais de crescimento, usualmente tem-
se projetos arquitetonicos adequados para que as edificagdes amenizem os efeitos climaticos
garantindo o conforto aos usuarios. Para Scott (1994), a ventilagao nao ¢ um fator diretamente
ligado a ocorréncia de mofos e bolores, no entanto, ela influencia em outras condicionantes,
como a temperatura e a umidade relativa do ar interna.

A exposi¢do insuficiente a luz solar natural também pode ser um fator para o
crescimento de mofo (SING; YU; KIM, 2010). A radiagdo solar permite temperaturas interiores
mais altas, de modo que os niveis de umidade relativa sdo geralmente mais baixos e os periodos
de condensacao da superficie sdo mais curtos. Nesse contexto, a radiagdo solar incidindo
diretamente sobre a superficie dos elementos verticais de vedacdo (paredes) eleva sua
temperatura e possibilita uma secagem eficiente durante o periodo da tarde, evitando, assim o
acimulo de 4dgua na superficie e no interior dos materiais de constru¢do (condensago)
(BECKER, 1984). Sobrinho (2008) mostrou que a fachada orientada ao sul ¢, na maioria das
vezes, a primeira a ter a incidéncia de fungos, uma vez que recebe menor quantidade de raios
solares, contata-se, portanto, que a orientacdo da edificacdo, principalmente as areas umidas
(banheiro, cozinha, por exemplo) necessitam de um estudo prévio acerca de sua localizacdo na
edificagao.

A forma como a edificagdo ¢ utilizada também influencia. Alguns estudos concluiram
que a densidade de ocupagdo afeta a colonizagao de fungos ja que os usudrios liberam vapor de
dgua na respiragdo, aumentando a umidade relativa do ar (BECKER, 1984; WOOLLISCROFT,
1997). Além disso, algumas atividades, como culinaria, banhos quentes, vaporizacao, podem
liberar mais vapores no ar, contribuindo para um aumento da umidade relativa no interior, € em
alguns casos, condensando nas paredes e revestimentos.

Outra forma de controle seria alterando as propriedades do substrato. O uso de alguns
materiais pode favorecer ou desfavorecer a ocorréncia de mofos e bolores. A industria de tintas
adiciona biocidas a seus produtos na tentativa de controlar esse crescimento. Os tipos e

concentracdes de biocidas a serem utilizados sdo normalmente selecionados usando testes
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acelerados normatizados conduzidos em condi¢oes de laboratorio. No entanto, esses testes nao
consideram parametros ambientais, como chuva ou microbiota local, que podem influenciar o
crescimento de fungos (SHIRAKAWA, et al., 2010) além de que alguns desses produtos podem
ser lixiviados com o passar do tempo. Ademais, o uso de materiais hidrofobos no substrato
reduz a proliferagdo microbiana a medida que diminui a retencao de agua.

De forma geral, além de caracteristicas inerentes a edificacao, os fungos necessitam de
algumas condi¢cdes ambientais para sua ocorréncia e estabilizagdo, a saber: temperatura,

umidade, pH, nutrientes, rugosidade e porosidade do substrato, sais minerais e luz.

2.1.1 Temperatura

Nielsen et al. (2004) afirmam que a temperatura e a umidade relativa sdo as duas
principais condicionantes para o crescimento fingico. A produ¢do de biomassa muda
dependendo da temperatura. Consequentemente, uma mudanga na temperatura afeta o
metabolismo. Os fungos necessitam preferencialmente de temperaturas positivas para seu
crescimento, no entanto, Sedlbauer (2001) afirmou que algumas espécies podem manter sua
germinagdo mesmo em temperaturas de até 10 graus negativas. Segundo o autor, estes
organismos s3o mais resistentes ao frio do que o calor e estima-se que os fungos podem
permanecer ativos em temperatura de até 50° C, o que demonstra que a capacidade de seu
crescimento os permite estabelecer em locais de temperatura elevada. A figura Tabela 1 mostra
a temperatura e umidade relativa 6tima para diversas espécies fungicas.

Segundo Crispim et al. (2003), diversas regides localizadas na América Latina possuem
as condi¢des de temperatura e umidade altas, beneficiando o crescimento microbiano. Além
disso, as alteracdes climdticas, presentes no século atual, que desconfiguram as caracteristicas
das estacdes, registrando bruscas mudancas de temperatura, tendem a contribuir para a
proliferacdo dos organismos vivos, ja que esta favorece a condensacdo do vapor de dgua no
substrato, contribuindo assim com presen¢ca de umidade necessdria para seu crescimento
(GRANT et al., 1989).

Ademais, cabe ressaltar que a temperatura ideal para fornecer conforto térmico para
ocupantes de um edificio, segundo a NBR 9241 (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS
TECNICAS, 2011), esta na faixa de temperatura de crescimento de fungos.
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Tabela 1 — Condicdes de temperatura e umidade relativa para crescimento de fungos.

Espécies de Fungos

Classe

Condigoes de crescimento

Temperatura (°C)

Umidade Relativa (%)

Germ. do esporo

Cresc. do micélio

Germ. do esporo Cresc. do micélio

min. otim. max. min. otim. max. min. otim. min. otim.
Asp. flavus A 10 30 45 6 40 45 80 100 78 98
Asp. fumigatus A 10 40 50 10 43 57 80 97 82 97
Asp. nidulans A 10 37 50 6 40 48 75 95 78 97
Asp. niger A 10 35 50 6 37 47 77 98 76 98
Asp. penicillioides A 5 25 37
Asp. versicolor A 8 30 42 4 30 40 74 91 75 95
Stachybotrys atra A 5 25 40 2 23 37 85 97 89 98
Gefihrdungsklasse A A 5 33 50 2 40 57 74 96 75 97
Absidia corymbifera B 35 45
Absidia glauca B -8 30 43 70
Alternaria alternata B 3 35 37 -2 30 32 84 85 98
Asp. amstelodami B 5 35 43 7 33 42 70 90 71 100
Asp. candidus B 10 35 45 3 32 57 70 95 74 90
Asp. ochraceus B 32 n 95
Asp. parasiticus B 10 37 82
Asp. restrictus B 10 28 10 28 73 95 71 90
Asp. ruber B 5 30 42 4 27 38 70 90 71 93
Asp. terreus B 14 40 50 11 40 47 75 99 n 97
Aureobasidium pullulans B 2 25 35 88
Botrytis cinera B -3 21 36 93
Cla. cladosporioides B 50 280 32 85 84 96
Eurotium herbariorum B 30 40 73 75 96
Fusarium culmorum B 3 25 37 0 25 31 87 90
Fusarium oxysporum B 5 30 37 90
Fusarium solani B 90
Mucor plumbeus B 4 25 35 93 93 98
Pen. brevicompactum B 5 25 32 2 25 30 78 75 96
Pen. chrysogenum B -4 28 38 78 79 98
Pen. cyclopium B 5 25 33 2 25 37 80 97 80 98
Pen. expansum B <O -3 26 35 82 82 95
Scopulariopsis brevicausalis B 5 30 37 85 94
Trichoderma viride B 0 28 37 99
Gefihrdungsklasse B B 3 31 50 -8 29 57 70 94 70 96
Chaetomium globosum C 35
Chrysosporium fastidium C 69 93 72 92
Cla. sphaerosperum C 25 81,5
Paecilomyces lilachinus C 35 60 84 84
Pen. citrinum C 84 80
Rhizopus stolonifer CcC 15 28 33 10 26 37 84 92 98
Trichothecium roseum cC 5 15 25 35 90 86 96
Ulocladium sp. C 89

Fonte: Adaptado de Sedlbauer (2001).
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2.1.2 Umidade

A agua ¢ outro fator de extrema importancia para a existéncia e estabilizagdo dos
microrganismos nas edifica¢des, podendo estar presente nas edificagdes no estado liquido e
gasoso (SEDLBAUER, 2001). Para Ayerst (1969), a 4gua disponivel, geralmente expressa
como atividade de dgua (aw) ou como umidade relativa de equilibrio, ¢ o fator mais importante
para o crescimento fungico em materiais de construcao. Algumas espécies de fungos podem ser
encontradas em umidades acima de 78% (AYERST, 1969; NIKULIN, 1994), enquanto outras
espécies estdo presentes em locais com apenas 50% de umidade relativa do ar (ADAN, 1994;
VIITANEN AND BJURMAN, 1995).

No Brasil, a formagao de biofilmes microbianos devido a condicionante umidade estara
sempre presente, uma vez que se trata de um ambiente predominantemente tropical (ALLSOPP;
SEAL, 1986). Ressalta-se que os fatores umidade e temperatura sdo relacionados entre eles e

ndo ¢é preferivel analisa-los separadamente.

213 pH

A faixa 6tima de pH para fungos estd compreendida entre 5 e 7, no entanto, muitas
espécies sao tolerantes a valores de pH de 2 a 11 (SEDLBAUER, 2001; TUDOR; ROBINSON;
COOPER, 2013). Nesse contexto, destaca-se a possibilidade de crescimento de microrganismos
no concreto, que mesmo apresentando pH de até 13 (HELENE, 1993), ndo pode ser descartada,
uma vez que existem outros fatores que influenciam o crescimento microbiano.

Salienta-se que o pH participa em diversos mecanismos nos fungos como, por exemplo,
a producdo de pigmentos e de melanina, caracteristicas prejudiciais a estética das edificacdes
(TUDOR; ROBINSON; COOPER, 2013) e que alteram ainda mais o pH do ambiente,
beneficiando a proliferacdo de fungos pela liberacdo de 4cidos organicos (GRIFFIN;
INDICTOR; KOESTLER, 1991). A Tabela 2 mostra a faixa de pH 6tima para crescimento de

algumas espécies de fungos.
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Tabela 2 — Faixa de pH para algumas espécies de fungos.

(]
Espécies de Fungos % pH

©  min. otim. max.
Asp. flavus A 25 7,5 >10
Asp. fumigatus A 3,0 6,5 8,0
Asp. nidulans A
Asp. niger A 1,5 9,8
Gefdahrdungsklasse A A 2,0 7,0 10,0
Absidia corymbifera B 3,0 8,0
Alternaria alternata B <27 5,4 >8
Asp. candidus B 2,1 7,7
Asp. ochraceus B 3,0 6,5 10,0
Asp. parasiticus B 2,0 6,5 10,5
Cla. cladosporioides B 3,1 7,7
Fusarium oxysporum B 2,0 9,0
Mucor plumbeus B 7,0
Pen. cyclopium B 2,0 10,0
Scopylarzop;zs B 9.5
brevicausalis
Gefihrdungsklasse B B 2,0 7,70 11,0
Pen. citrinum C 2,0 5,5 10,0
Rhizopus stolonifer C <6,8
Gefihrdungsklasse C ~ C 2,0 | 10

Fonte: Adaptado de Sedbauer (2001).

2.1.4 Nutrientes

Apesar da edificacdo e suas partes possuirem menores quantidades e/ou menos
constituintes nutricionais para os microrganismos, pequenas quantidades de nutrientes
organicos ja sao suficientes para o crescimento microbiano. Segundo Sedlbauer (2001), os
fungos se estabelecem no substrato quando existem nutrientes que estao presentes na forma de
particulas de sujeira, em biofilmes de algas e bactérias, residuos, poeira, e metaboliza-os com

auxilio de suas enzimas (GOMEZ—ALARCON; MUNOZ; FLORES, 1994).
2.1.5 Rugosidade da superficie
Algumas das condicionantes para o crescimento e estabilizacdo de microrganismos sao

as propriedades do material, uma vez que uma superficie rugosa favorece a estabiliza¢do dos

microrganismos (TOMASELLI et al. 2000), a medida que facilita a incrustagdo de sujidades,
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nutrientes necessdrios a sobrevivéncia destes organismos. Silva (2007) demonstrou que a
infiltracdo de 4gua nas paredes aumenta quando a rugosidade da superficie ¢ grande, j4 que a
agua escorre de forma mais lenta, aumentando o tempo de contato com o material, assim,
provendo condi¢des ideais de umidade para proliferacdo de algumas espécies microbianas.
Associado a esse fato, Quagliarini et al. (2019) demostraram que uma maior rugosidade resulta
num incremento na area coberta por microrganismos, uma vez que a presenca de micro-
indentacdes na superficie do material favorece a ancoragem mecanica das células microbianas,
que se proliferam progressivamente, formando biomassa de algas filamentosas entre outros

microrganismos.

2.1.6 Porosidade do material

A porosidade ou o raio dos poros dos materiais de construgdo para Sedlbauer (2001) ¢
frequentemente indicada como fator de influéncia para estabilizagdo microbiana, embora seu
unico efeito esteja relacionado a possibilidade de armazenar umidade no material. No entanto,
Ponizovskaya et al. (2019) menciona que os fungos filamentosos podem desenvolver contato
direto com a superficie das edifica¢des, penetrando-a através de seus poros por meio de suas
hifas e criando biofilme dentro do substrato, logo, a umidade e a porosidade dos materiais de
construc¢do produzem habitats adequados para esses organismos.

Quagliarini et al. (2019) evidenciam que a biomassa dos microrganismos se acumula ao
longo e através das micro-cavidades (poros) e adere as micro-asperezas do substrato. Assim, 0s
poros facilitam o estabelecimento de microrganismos, através da bioincrustagdo, e a rugosidade

auxilia na propagagdo dos mesmos.

2.1.7 Sais minerais

Em algumas superficies estruturais onde ha presenca de sais precipitados (oriundos de
chuvas, aguas subterraneas, eflorescéncias, dentre outros), a diversidade de fungos tende a
reduzir, pois o crescimento destes organismos ¢ prejudicado pelo alto potencial osmoético do
substrato. No entanto, a eflorescéncia salgada favorece a proliferacdo de microrganismos
halofilicos e halotolerantes, pois possuem vantagens sobre outros organismos em ambientes

com alta salinidade (PINAR et al., 2001; KIEL; GAYLARDE, 2006; PINAR et al., 2009).
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2.1.8 Luz

Os fungos nao necessitam da presenca de luz para seu crescimento (SEDLBAUER,
2001). No entanto, a luz é responsavel pelo crescimento de seres outros seres, como 0s
microrganismos fototroficos, isto €, aqueles realizam a fotossintese para crescer, como algas e
cianobactérias. Assim, estes Ultimos podem adaptar-se a ambientes extremos devido as suas
caracteristicas morfologicas e fisiologicas (CRISPIM; GAYLARDE; GAYLARDE, 2003;
QUAGLIARINI et al., 2019), sendo os primeiros colonizadores. A colonizagdo primaria de
outros microrganismos pode se tornar uma fonte de nutrientes necessarios para o crescimento
fngico. Além disso, a presenca de luz solar esta relacionada a diminui¢do de umidade da
superficie, a medida que a incidéncia de sol pode aumentar sua temperatura fazendo com que a

agua se evapore.

2.2 DETERIORACAO DOS MATERIAIS DE CONSTRUCAO

A relacdo dos fungos com as edificagdes estd caracterizada por processos de
deterioragdo de materiais de construg¢do. A biodeterioragao ¢ um dos resultados da interagao do
ambiente construido e a natureza. Constitui-se de transformacdes fisicas e quimicas causadas
por agdo das intempéries e pela acdo dos microrganismos, destacando-se os fungos,
cianobactérias, algas e bactérias, que podem ser transportados pela umidade, pelo vento, pelo
homem, estar associado com materiais de construgdo e serem classificados como transitorios
ou estabelecidos nas edificacdes (CUTLER & VILES, 2010, ISHFAQ et al., 2015, VAZQUEZ-
NION et al., 2016).

Segundo Petrucci (2002) a producdo de metabdlitos pelos microrganismos facilita o
processo de deterioracao dos materiais utilizados nas edificagdes, acelerando a colonizacao dos
mesmos. Essa producdo de metabdlitos esta relacionada a espécie microbiana, assim como as
condi¢des nutricionais que as mesmas se encontram.

Cabe mencionar que os microrganismos sao classificados em funcdo do seu
metabolismo em autotroficos (necessitam de luz para producdo de energia como as algas e
cianobactérias) e heterotroficos (necessitam de compostos quimicos para producdo de energia,
por exemplo, os fungos e as bactérias). Nesses ultimos, existe um grupo de microrganismos que
utiliza compostos inorganicos para geracao de energia necessaria a sua sobrevivéncia (sdo os
denominados quimiolitotréficos) e, se destacam como sendo grandes responsaveis pela

biocorrosao dos materiais de construcao. A biocorrosao ¢ uma forma de biodeterioracao quando
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se trata principalmente de materiais metalicos. E provocada pela acdo dos acidos produzidos
por microrganismos, como, por exemplo, algumas espécies de fungos que atuam como
quelantes (isto ¢, aglutinadores de ions metalicos), danificando uma série de materiais de
construcdo (DE LA TORRE et al., 1993, SALVADORI & MUNICCHIA, 2016).

Os fungos sdao amplamente conhecidos como degradadores de celulose sendo
recomendavel, portanto, o tratamento da madeira empregada na construgdo civil a fim de
dificultar a proliferacdo destes microrganismos. Entretanto, ha indicios, segundo Macher ef al.
(2016), do seu desenvolvimento e crescimento no interior de materiais empregados nas
construgdes sem apresentar danos visuais as mesmas.

Segundo Uemoto ef al., 1995 os fungos, por serem capazes de se adaptarem a condi¢des
de grandes variagdes de temperatura, baixa umidade e quantidade minima de nutrientes, sdo
relatados como grandes responsaveis pela biodeterioracdo, a exemplo, a desfiguracdo das tintas
utilizadas na pintura externa e interna das construgdes, como a presenca dos géneros
Aspergillus, Cladosporium e Penicillium na edificacdo do Museu Biblioteca Servando Cabrera
Moreno em Cuba (GARCIA, 2016). Shirakawa et al., (2004) relataram a colonizagdo de fungos
na regido de interface entre a pintura e a argamassa, ressaltando que caracteristicas construtivas
e a presenga de dgua sdo condigdes favoraveis a colonizacdo de microrganismos.

Ribas et al., (2004) demostraram a biodeterioragdo, dissolugcdo de compostos de calcio,
da marquise do Teatro Nacional de Brasilia por a¢do de acidos produzidos por bactérias e
fungos Cladosporium sp. Cappitelli et al., (2012) mostraram, no edificio Indigena Americano
do Museu Nacional de Washington (Estados Unidos) que a deterioracdo microbiana se deu
principalmente por cianobactérias, além de algas e fungos.

A biodeterioragdo das edificagdes pode ser favorecida pela formacdo de biofilme, que
sa0 microrganismos, metabolicamente ativos ou ndo, que coexistem associados a substancias
poliméricas extracelulares (EPS) secretadas, que se espalham no substrato e servem tanto para
manter os microrganismos nesta associacdo como para facilitar a maior aderéncia e incursdo no
substrato (GORBUSHINA 2007). Os biofilmes de superficie, segundo Gaylarde e Gaylarde
(2005) incluem as algas, as bactérias e os fungos, podendo estes coexistir numa mesma
associa¢do, num mesmo biofilme.

A formacao de biofilme influencia na alteragdo de cor, escurecimento das fachadas
(GAYLARDE et al., 2017), nos niveis de umidade das edificagdes, além de afetar a eficiéncia
energética das edificagdes, uma vez que superficies escuras absorvem mais radiagdo
aumentando as cargas térmicas, afetando o conforto dos usudrios (GAYLARDE, GAYLARDE,
2005; CUTLER; VILES, 2010). SHIRAKAWA et al., (2013) demostraram a influéncia da



43

formacdo do biofilme microbiano na redugdo da refletancia na superficie de fibrocimento

utilizada em telhados.

2.3  FUNGOS E O AMBIENTE HOSPITALAR

Os fungos podem ser danosos ndo somente as edificagdes e seus materiais, como
também aos seus ocupantes. Diferentes espécies e géneros fungicos encontrados em edificagdes
podem ser prejudiciais a satde humana, causando desde alergias, até a doencas invasivas e
infe¢des graves (NIKULIN, 1994; PARK; MEHRAD, 2009).

A relagdo entre os fungos e o ambiente hospitalar e seus usudrios ¢ ainda mais pertinente
a medida que a contaminagdo fingica nas superficies em unidades de satde ¢ uma das causas
de infec¢des hospitalares. Estes microrganismos podem estar ndo somente no ar, mas também
em pessoas, equipamentos, nas superficies internas e externas da edificacdo, como no interior
e exterior de paredes (HENS, 1999; PESSI et al., 2002, SEDLBAUER, 2002).

Os esporos de alguns géneros fungicos sao passiveis de serem liberados e transportados
a grandes distancias como particulas transportadas pelo ar por condigdes atmosféricas normais,
como correntes de vento, por exemplo. Assim, em unidades de satide ou em seus arredores
durante um periodo de constru¢do ou manuten¢do, a contaminagdo por fungos no ambiente
interno pode aumentar acentuadamente ¢ ha uma relagdo bem reconhecida entre surtos de
infecgdes fungicas filamentosas invasivas e a proximidade das atividades de construgdo
(STREIFEL et al., 1983).

Bouza et al. (2002) fizeram uma andlise com 340 amostras de um hospital na Europa e
encontraram que as contagens de colonias no ambiente interno e externo aumentaram muito
durante a demolicdo controlada de um prédio vizinho. Yonemori ef al. (2002) reportaram o
aumento de infec¢des fungicas em uma unidade de satde no Japao no mesmo periodo que havia
uma construgdo em seus arredores. Martins-Diniz et al. (2005) analisaram por 6 meses um
hospital da cidade de Araraquara, Sdo Paulo, e observaram um aumento consideravel na
contagem de Cladophialophora spp., Aspergillus spp. e Fusarium spp no periodo que havia
uma reforma de uma unidade dentro do hospital. Raviv ef al. (2007) identificaram, analisando
arquivos de 9 anos de um hospital em Israel, que o periodo de maior taxa de colonizagdo do
género Aspergillus foi durante uma intervencao de construgao civil. Gaio, Teixeira e Fuentefria
(2011) observaram em um hospital de Santa Catarina um aumento no nivel da contagem do
género Fumigatus e Aspergilus no ar durante uma reforma, que logo voltou aos niveis normais

apos o término. Garnaud et al. (2012) analisaram a infec¢do hospitalar do tipo arpergilose
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invasiva por sete anos num hospital universitario na Franga e, de todos os casos encontrados,
70% ocorreu enquanto havia alguma atividade construtiva no ambiente do paciente ou nos
arredores. Pokala et al. (2014) analisaram criancas que realizaram quimioterapia para leucemia
aguda nos Estados Unidos por cerca de quatro anos, e encontraram uma forte relacdo entre
doencas causadas por fungos e uma obra de escavacao num lugar adjacente a unidade de saude.

A maioria das infecgdes fingicas oportunistas relatadas sao a candidiase, aspergilose,
criptococose, mucormicose (zigomicose) (WANKE; LAZERA; NUCCI, 2000) e
pneumocistose. Segundo Brown et al. (2012), estima-se que mais de 90% de todas as mortes
relacionadas a fungos relatadas resultam dessas doencas.

A Tabela 3 mostra uma adaptacao do trabalho de Brown et al. (2012) apresentando as 5
principais doencas invasivas fingicas, as quais o controle no ambiente hospitalar deve ser

estritamente controlado.

Tabela 3 — As 5 doengas invasivas fungicas mais comuns.

Doenca fiingica invasiva Quathidade de infecoes Ta.xa de
estimada (por ano) mortalidade (%)
Aspergilose >200.000 30-95
Candidiase >400.000 46 - 75
Criptococose >1.000.000 20-70
Murcomicose (Zigomicose) >10.000 30-90
Pneumocistose >400.000 20 - 80

Fonte: Adaptado de Brown et al. (2012).

No ambiente nosocomial, € importante que todos os procedimentos sigam as diretrizes
publicadas pelos Centros de Controle de Doencas (Centers for Disease Control, CDC) ou de
autoridades locais, que no caso do Brasil sdo resolugdes da ANVISA. Os grupos de especialistas
enfatizam a necessidade de um planejamento coordenado precoce e sustentado entre equipes de
controle de infecgdo, construgdo, engenharia e outras equipes auxiliares, € a necessidade de
definir claramente as responsabilidades de cada servigo de suporte. Em uma era de tecnologias
que avancam rapidamente, os centros de assisténcia médica sao obrigados a manter-se a par das
melhores praticas atuais e or¢ar adequadamente os custos previstos relacionados a vedagao
ambiental, amostragem e filtragem de ar. Uma analise de risco deve ser realizada durante a fase
de pré-planejamento, como parte de um programa robusto de gerenciamento de riscos. Assim,
deve-se identificar a localizacao de pacientes de alto risco no local; identificar os tipos de

sistema de ventilagdio e seu potencial impacto; determinar os requisitos, metodologia e
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frequéncia de monitoramento do ar; e coletar amostras de ar para identificar possiveis
contaminantes e suas localizagdes (CHANG et al., 2018).

No Brasil, a ANVISA publicou a resolugdo RDC n°36 (BRASIL, 2013) que tem por
objetivo apresentar diretrizes para a promog¢do da seguranca do paciente ¢ a melhoria da
qualidade nos servigos de saude. O documento propde que a unidade de servigo de satide deva
criar o Nucleo de Seguranca do Paciente (NSP), que ¢ responsavel por executar as agdes do
Plano de Seguranca do Paciente em Servigos de Saude (PSP). Além deste documento, ha
também a resolugdo RDC n® 50 de 2002 (BRASIL, 2002) que apresenta diretrizes para
elaboragdo e avaliagdo de projetos fisicos de estabelecimentos assistenciais de saude,
adequando-se as novas tecnologias na area da saude; e também, preliminares para nortear

construgdes, reparos, ampliagdes e funcionamento de Estabelecimentos Assistenciais de Saude.
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3 METODOLOGIA

Neste capitulo é apresentado o programa experimental deste estudo, que consiste na
caracterizacdo do estudo de caso; na apresentagdo da sistematica de coleta e andlise
microbiologica; na avaliacao dos condicionantes fisicos e ambientais; e por fim, na previsao de
crescimento fingico em edificacdes através de modelos numéricos. O cronograma do programa

de levantamento experimental encontra-se no APENDICE A.

3.1 ESTUDO DE CASO

Conforme mencionado, este trabalho objetiva sistematizar um procedimento para coleta,
analise e investigacdo de contamina¢do dos materiais de construcdo por fungos e, para isso
adotou-se um estudo de caso em ambiente hospitalar por ser um tipo de construgdo onde os
usuarios sdo mais susceptiveis aos efeitos maléficos de sua presenca. Para Gil (2012), este tipo
de método ¢ uma analise empirica que investiga um fendmeno dentro de sua realidade e explora
contextos cujos limites ndo estdo definidos, descrevendo a situagdo e explicando as variaveis
causais.

O estudo de caso do presente trabalho ocorreu no laboratorio de patologia, do Hospital
Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora (HU/UFJF), mais especificamente a
unidade do bairro Santa Catarina, localizado na cidade Juiz de Fora, na regido da zona da mata
do estado de Minas Gerais. A unidade hospitalar funciona desde 1970 em um espaco onde ja
funcionava a Faculdade de Medicina desde 1952.

O hospital tem uma grande importancia regional, ja que fornece servigos variados, como
atendimentos médicos em vdrias especialidades e algumas cirurgias, além de oferecer servicos
de assisténcia social, fisioterapia, enfermagem, endoscopia, transplante, dentre outros. O
hospital € vinculado a Empresa Brasileira de Servigos Hospitalares (Ebserh), e ¢ exclusivo para
pacientes do Sistema Unico de Saude (SUS).

O HU/UFJF Unidade Santa Catarina ¢ formado por uma edificacdo de trés a quatro
pavimentos (Fotografia 1 e Fotografia 2). Sua estrutura na parte mais antiga (construida antes
de 1952) ¢ de alvenaria estrutural com bloco de alvenaria macigo ¢ vazado, € na parte mais
atual, concreto armado com bloco de concreto vazado, ambos com revestimento argamassado

e em alguns locais, ceramico (azulejo).
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Fotografia 1 — Hospital Universitario da UFJF.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Fotografia 2 — Fotografia externa da sala onde se realizou o estudo.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

A sala na qual foram realizadas as coletas consiste no laboratério de patologia, o qual
possui uma grande circulagdo de funciondrios (Fotografia 3). Salienta-se que o ideal seria
realizar as andlises em ambientes com controle microbiolégico maior, como em centros

cirirgicos, por exemplo, no entanto, devido a alguns ensaios que possivelmente langariam
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particulas solidas e esporos fungicos no ar, e tendo visto que isto pode vir a ser um dos
condicionantes de uma infegdo hospitalar, optou-se por fazer em uma area de menor risco aos
pacientes. De qualquer forma, é esperado uma assepsia controlada no local, uma vez que ha um
grande fluxo de funcionarios, que podem vir a ser vetores de contaminagdes. Além disso, estava
programada pela institui¢ao uma reforma do comodo ap6s a conclusdao do estudo, e como foi
visto no Capitulo 2, as atividades construtivas em arredores de areas com pacientes de alto risco

sdo responsaveis por aumentar a taxa de mortalidade causada por doengas invasivas fungicas.

Fotografia 3 — Laboratorio de patologia do HU/UFJF.

T ————

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

No que se refere ao comodo de coleta de amostras, destaca-se:

a) a fachada voltada para o norte e recebendo a incidéncia adequada de radiagdo solar;

b) o ambiente interno ¢ climatizado, reduzindo entdo a circulagdo do ar, mas diminuindo a
umidade e temperatura interna;

c) as paredes sdo argamassadas e pintadas, e a alvenaria externa ¢ constituida por bloco
ceramico maci¢o com idade superior a 50 anos;

d) ocorreram alguns servigos de manutengdo e¢ adequacdes (reformas) para atender as
demandas atuais, seja pela equipe de profissionais, seja pela aquisicdo de novos e
modernos equipamentos; nos ultimos 3 anos, todas as intervengdes feitas no setor foram
renovagoes da pintura, ocorrendo em locais diferentes, a saber:

- 20/12/2019: pintura da sala de microscopia (posterior a coleta microbiolédgica);
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- 25/01/2019: pintura da sala técnica;

- 09/11/2018: pintura das paredes externas da patologia;

- 07/08/2018: pintura da sala técnica;

- 17/07/2018: pintura do banheiro feminino da patologia;

- 08/05/2018: pintura do teto da sala de microscopia;

- 05/04/2017: pintura da area técnica e no quarto dos residentes.

O Setor de Vigilancia em Saiude e Seguranga do Paciente do HU/UFJF efetua um
acompanhamento das Infeccdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) causadas por
bactérias e fungos, no entanto, este ultimo se limitando apenas ao género Candida. No ano de
2019 foram apenas 4 casos, sendo eles:

a) maio: 1 na Medicina de Mulheres, destacando-se como o més mais critico quanto a
infecdes hospitalares dos ultimos 3 anos (ndo so6 as fungicas); a densidade de infecdes
superou 0 maximo permitido, que € de 6%, alcangando 6,2% (Tabela 4);

b) junho: 1 na Cirargica de Mulheres e 1 na Unidade de Terapia Intensiva;

¢) novembro: 1 na Cirurgica de Mulheres.

Tabela 4 — Densidade de Infe¢cdes do HU UFJF.

Meta Densidade
Més/Ano (%) de Infecgdes

(%)
mai/18 6 4,6
ago/18 6 3,9
set/18 6 3.8
out/18 6 5,1
nov/18 6 3,0
dez/18 6 3.4
mai/19 6 6,2
nov/19 6 3,3

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

3.2 SISTEMATIZACAO PARA ANALISES MICROBIOLOGICAS

Esta secdo apresenta a metodologia de coleta e analises microbiologica de amostras.
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3.2.1 Amostragem

Segundo a resolucao RE n°9 da ANVISA (BRASIL, 2003), o nimero minimo de pontos
para analises microbioldgicas a serem considerados para salas de at¢ 1000 m? é 1. J4 a Nota
Técnica Portuguesa NT-SCE-02 (2006) utiliza a equagdo: N = 0,15 x Area"?, que para uma
area de aproximadamente 20 m? também resulta em 1 ponto. Assim, optou-se por escolher um
numero superior as duas normatizagdes, sendo um total de 3 pontos.

Para diversificar as amostras e coletar o maximo de géneros fingicos distintos, optou-
se por escolher pontos em paredes com diferentes incidéncia de radiacao solar, bem como em
alturas diferentes (localizagao diferente), uma vez que os pontos mais baixos podem conter mais
umidade decorrente da diferenga de umidade interna entre teto-piso e a presenga do ar
condicionado.

Nesse contexto, as amostras foram coletadas nos elementos verticais de vedagao
(paredes) nos seguintes pontos (Figura 1):

a) ponto 1 — localizado embaixo da janela, parede divisoria do ambiente externo/interno
diretamente exposta as alteragdes climaticas (sol, chuva, etc), altura em relagao ao piso
de 0,5 metros, vedagao da alvenaria era bloco ceramico macigo;

b) ponto 2 — parede diviséria com um corretor ambiente externo e protegida do sol e da
chuva, amostra coletada a uma altura de 1,5 m, vedacao de alvenaria de bloco ceramico
vazado;

c) ponto 3 — localizado na divisoria entre ambiente interno e protegida; amostra coletada
uma altura igual a 1,0 m, vedacao de alvenaria de bloco ceramico vazado.

Os locais onde foram realizadas as coletas foram escolhidos ap6s uma analise pelo
emprego da camara termografica Flir One, que auxiliou a identificagdo da abrangéncia de uma
possivel infiltracdo. Os termogramas possibilitaram identificar a regido onde ndo ha presenca
significativa de umidade possibilitando, portanto, delimitar a drea de cenario favoravel ao
crescimento fungico. A Figura 2 apresenta o termograma do ponto 3 onde ndao hd um um

gradiente de temperatura, o que indica a inexisténcia de infiltracao de adgua.



52

Figura 1 — Demarcagdo de pontos para coleta.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Figura 2 — Termografia para identificacao de possiveis infiltragdes pontuais.

Lo

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Para validar que os pontos escolhidos apresentavam condigdes diferentes de temperatura
e umidade relativa, as condicionantes ambientais do substrato (parede de alvenaria) foram
levantadas utilizando um aparelho termohigrometro. Para isso, foi utilizado um sensor de

temperatura ¢ umidade relativa de concretos e argamassas, Hygropin (marca Proceq),
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padronizado segundo a ASTM F2170 (Fotografia 4). Assim, os trés locais escolhidos foram
perfurados em cerca de 3 centimetros e um sensor de temperatura e umidade relativa foi inserido
no interior dos orificios. A andlise destas condicionantes se deu por 48 horas e os valores foram

levantados 5 vezes.

Fotografia 4 — Aparelho termohigrometro para argamassas Hygropin.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

3.2.2 Amostragem Microbiologica do Substrato

Conforme mencionado, os substratos investigados sdo constituidos por bloco ceramico
macico (ponto 1) e ceramico vazado (pontos 2 e 3), revestidos com argamassa de cimento e
areia e, finalmente, recebem uma pelicula de tinta em sua superficie. Salienta-se que neste
trabalho, a identificacdo géneros de fungos foram efetuadas nas trés camadas da envoltéria da
edificacdo: a camada de tinta (exposta ao ambiente), a camada de revestimento argamassado e
a camada de bloco de alvenaria; a fim de se avaliar qual a profundidade de possivel colonizagao
dos fungos, considerando uma profundidade méaxima igual a 6,5 centimetros, sendo 2 do
revestimento (pelicula de tinta e argamassa) e 4,5 centimetros referente a metade da largura do

tijolo/ lajota.
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3.2.2.1 Camada de tinta

Na primeira camada de revestimento, isto ¢, a tinta, foi utilizado o método de abrasdo
com swab estéril umedecido com agua destilada, realizando a coleta em triplicatas (Fotografia
5). Logo apds, utilizou-se uma faca esterilizada para escarificar a superficie de tinta e o material
particulado foi coletado em duplicatas.

Os trés swabs foram entdo inoculados em placas de Petri contendo o meio de cultura
Agar Sabouraud Dextrose (SB) (Kasvi/UE) suplementado com 200 pg/mL de cloranfenicol
(Sigma/EUA) através da abrasao por esgotamento, isto €, friccionou o swab por toda area da
placa. O meio de cultura foi suplementado com cloranfenicol, antibidtico com agao
antibacteriana, para que fosse possivel o crescimento apenas de fungos e ndo de bactérias.

Para o material particulado, foi coletado 1 grama da amostra e adicionado em 10 mL de
agua destilada esterilizada. Desta solugdo, foi retirado 1 mL e novamente diluido em mais 9 mL
de 4gua destilada esterilizada, totalizando uma diluicdo, isto ¢, 10 *'. Dessa dilui¢do de 10
retirou-se 100 pL e aplicou-se na placa de Petri utilizando uma al¢a de Drigalski. Todo o
processo foi feito em duplicatas no Laboratorio de Qualidade Ambiental (LAQUA) da

Universidade Federal de Juiz de Fora.

Fotografia 5 — Coleta microbiologica da camada de tinta.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).



55

3.2.2.2 Camada de argamassa

Para a coleta de possiveis fungos na camada de argamassa, utilizou-se uma adaptacao
do método proposto por Jasalavich, Ostrofsky e Jellison (2000) e Guglielmo (2010) que ¢
utilizado em diversos estudos para analisar os microrganismos presentes no interior de madeiras
nas edificagdes e, como a argamassa ¢ um material poroso, apesar de inorganico, apresenta-se
como sendo adequado para verificagdo da existéncia de microrganismos em seus poros.

Foi realizado um furo-teste na regido proxima da coleta, para que fosse possivel
encontrar a espessura do revestimento de argamassa, ja que no estudo de caso foi constatado
uma variacdo destas dimensodes. Posteriormente, fez-se a raspagem da tinta utilizando uma
talhadeira e deixou-se exposto o revestimento de argamassa, o qual teve sua superficie borrifada
com alcool 70% para evitar contaminagdo cruzada do revestimento de tinta. Logo apos,
utilizou-se uma broca de 1/8 polegadas para perfurar a parede perpendicularmente a face do
revestimento em cerca de 80% de sua espessura, para evitar o risco de coleta do revestimento
subsequente. No orificio foi introduzido um swab umidificado com 4gua destilada (Fotografia
6), o qual foi inoculado numa placa contendo meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose (SB)
(Kasvi/UE) suplementado com 200 ug/mL de cloranfenicol (Sigma/EUA) por esgotamento.
Além disso, o p6 produzido pelo furo foi levado ao laboratério, utilizando 1g para uma dilui¢ao
de 107! para inocular uma placa de Petri contendo SB suplementado com cloranfenicol. Todo
esse processo foi feito em duplicadas, totalizando quatro amostras, dois swabs e duas amostras

de material particulado.

Fotografia 6 — Coleta microbioldgica da camada de argamassa.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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3.2.2.3 Camada de bloco

Para a camada de alvenaria, constituida pelos tijolos ou blocos ceramicos o
procedimento também seguiu a adaptagdo proposta por Jasalavich, Ostrofsky e Jellison (2000)
e Guglielmo (2010). Primeiramente, foi necessario expor a camada de bloco removendo as
camadas subsequentes. Assim, foi removida a camada de argamassa a um raio de 5 cm do ponto
de origem com ajuda de uma serra copo esterilizada, para que pudesse expor o elemento
ceramico. A superficie foi borrifada com alcool 70% para evitar contaminacdo cruzada do
revestimento anterior. Logo apos, utilizou-se uma broca de 1/8 polegadas para perfurar a parede
perpendicularmente a face do revestimento em cerca de 3 cm de profundidade (Fotografia 7).
Diferentemente da camada de argamassa, esta camada ndo havia tantas restrigdes da
profundidade de furo, j& que possui uma espessura maior. Por fim, foi introduzido um swab
umidificado com agua destilada no orificio para coleta microbioldgica. Além disso, foram
coletados o material particulado dos furos. A amostra também foi feita em duplicadas para

ambos os casos, totalizando duas amostras de swab e duas de material particulado.

Fotografia 7 — Coleta microbiologica da camada de bloco de vedacao.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Durante a coleta, algumas precaugdes adicionais foram adotadas para que se evitasse a

contaminagdo das amostras:

a)
b)

c)

d)

)

h)

forma:

b)

todos os operadores utilizaram luvas esterilizadas com alcool 70%;

antes e depois de tocar qualquer objeto e superficie as luvas eram novamente borrifadas
com alcool 70%;

para a raspagem, a talhadeira e a faca foram embebidas em élcool 70% e flambada logo
apos;

as brocas utilizadas foram autoclavadas e armazenadas em envelope estéril;

o material particulado coletado foi inserido em sacos plasticos que foram previamente
autoclavados e envelopados;

cada coleta utilizou-se uma nova broca e um novo saco plastico estéril para se evitar
contaminagao cruzada;

a serra copo foi reutilizada visto que foi utilizada apenas para remover a camada de
argamassa, ¢ nao para fazer a coleta;

a furadeira, que nao entra em contato com as amostras, também foi limpa
superficialmente com alcool;

todas as amostras coletadas foram vedadas e levadas imediatamente para laboratorio
para evitar a secagem de possiveis esporos.

Salienta-se que as amostras coletadas na sala de estudo foram identificadas da seguinte

ponto de coleta (1 ou 2 ou 3);
camada do elemento de vedacgao vertical adotando-se:
- “A” para a camada de tinta;
- “B” para a camada de argamassa;
- “C” para a camada de alvenaria;
0 nimero que representa as colonias de fungos detectadas adotando numera¢do romana
(I 11, 111, etc.).

Nesse contexto, exemplifica-se, uma identificagdo 2BV como sendo: correspondente a

do ponto 2 (da sala de estudo, vide Erro! Fonte de referéncia nio encontrada.), do material e

xtraido na camada de argamassa de revestimento, sendo a 5 colonia.

Esta classificagdo possibilitou identificar a origem do local de coleta das amostras

fingicas.
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3.2.3 Inoculacio de Placas e Identificacdo de Géneros

Conforme mencionado as amostras foram inoculadas em placas de Petri contendo o
meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose (SB) (Kasvi/UE) suplementado com 200 pg/mL de
cloranfenicol (Sigma/EUA), totalizando 40 placas, sendo em cada um dos trés pontos: 5
referentes ao revestimento de tinta, 4 referentes a argamassa e 4 na camada de alvenaria (bloco
de vedacdo); além da placa de controle. O meio de cultura foi suplementado com cloranfenicol,
antibidtico com a¢do antibacteriana, para que fosse possivel o crescimento apenas de fungos e
nao de bactérias. A composicao do meio de cultura para cada litro de 4gua destilada consistia
em: dextrose 40 g/l; digestao péptica de tecido animal 5 g/, digestdo pancreatica de caseina 5
g/1, agar 15,0 g/l, cloranfenicol 0,2 g/I.

As placas inoculadas foram armazenadas em estufa num intervalo de 30 dias a
temperatura de 25° graus, favorecendo, assim, o crescimento do numero de colonias. Apds
retirar da estufa, as placas foram fotografadas e as colonias foram entdo pontuadas de acordo
com caracteristicas morfologicas (vide Fotografia 8). Cada colonia distinta de cada placa foi
entdo repicada e purificada para uma nova placa de Petri contendo meio de cultura Agar
Sabouraud Dextrose (SB) (Kasvi/UE), previamente esterilizada. Para as amostras onde ndo
ocorreu a formacgao de coldnia, efetuou-se o descarte. As placas purificadas foram novamente

colocadas em estufa a 25°C até a formag¢ao da colonia pura.

Fotografia 8 — Placa com formacao de trés tipos de colonia.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Os isolados purificados foram fotografados em suas respectivas placas na frente e no
verso e agrupados segundo algumas caracteristicas macromorfoldgicas como textura da
superficie da colonia, cor, aspecto da borda e o tempo e intensidade do crescimento.
Posteriormente, os grupos classificados de acordo com as caracteristicas descritas tiveram seu

género identificados conforme apresentado no APENDICE B.

3.2.4 Susceptibilidade de Crescimento Fungico em Materiais de Construcio.

Salienta-se que para as colonias puras avaliou-se sua capacidade de crescimento em
ambientes como os materiais de construgdo, ou seja, que possuem reduzida umidade relativa e
alta concentragao de sais; sendo realizado o ensaio de xerofilia.

As coldnias puras foram novamente repicadas em uma placa de Petri, desta vez contendo
o meio de cultura Agar Dicloran Glicerol (DG), que ¢ um meio utilizado para testar o
crescimento de fungos xerofilos, isto ¢, fungos capazes de crescer em ambientes com baixa
umidade relativa e alta concentracao de sais. A reducdo de atividade de 4gua ¢ alcangada neste
meio com a introdugdo do glicerol. A composi¢ao do meio de cultura para cada litro de agua
destilada utilizado foi composta por: peptona 5 g/l; glicose 10 g/l; fosfato monopotassico 1 g/l;
sulfato de magnésio 0,5 g/1; sulfato de zinco 0,01 g/1; sulfato de cobre 0,005 g/1; dicloran 0,002
g/1; cloranfenicol 0,05 g/1; clortetraciclina 0,05 g/l; agar 15 g/l.

Para o teste foram utilizadas 4 concentragdes de glicerol, sendo: 18 % (DG18), 36%
(DG36), 54% (DG54) e 72% (DG72); a concentragdo mais comum do ensaio € a de 18%
(HOCKING; PITT, 1980; BEUCHAT; HWANG, 1996; DEAK et al., 2001) mas optou-se por
avaliar, além disso, multiplos desta concentracao.

As amostras foram entdo inseridas em estufa a 28 °C, sendo analisado ap6s 30 dias de
idade, a existéncia de fungos. Em resumo, avaliou se o género fingico ¢ capaz de se proliferar
neste meio e em quais concentragdes. A mensuragao da propagagdo de seu crescimento foi feita
encontrando-se a area da formagao da coldnia (halo flingico), sendo dividida pelo didmetro total
da placa (igual a 90 mm).

Posteriormente, foi possivel calcular o crescimento médio relativo, o qual considerou a
porcentagem de crescimento das quatro concentracdes com pesos (contribuigdes) diferentes em
cada uma delas: a concentragdo mais baixa (DG18) com peso de 18 e a mais alta (DG72) com

peso de 72, conforme a Equagdo 1. Este valor foi util para fazer analises comparativas.

18x(Cresc.a 18%)+36x(Cresc.a 36%)+54(Cresc.a 54)+72(Cresc.a 72)
18+36+54+72

Cres. Médio Relativo=

(1)
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3.2.5 Capacidade Infectante Fungica em Temperatura Corporal

Uma das formas de avaliar se determinada espécie ou género fungico ¢ apto a causar
infeccdes em humanos (e, consequentemente infecgdes hospitalares) € através da avaliacao do
seu crescimento sob a temperatura do corpo humano.

Assim, apds cerca de 25 dias de estufa, as colonias previamente purificadas foram
novamente repicadas e inoculadas em placas inertes contendo Sabouraud Dextrose (SB)
(Kasvi/UE) da seguinte maneira: cada colonia foi repicada em duas placas distintas, uma que
permaneceu a 25°C e outra a 37° C. Assim, metade das placas foram inseridas novamente em
estufa a 25 °C por 7 dias e a outra metade, a 37° C.

Depois do periodo de analise de temperatura corporal, as placas foram fotografadas e a
area de abrangéncia da formag¢do de colonia foi contabilizada. A porcentagem de crescimento
do género fungico foi calculando utilizando a relagdo da area de formagao da coldnia, pela area
da placa (% Crescimento = Area da colonia/Area Total da Placa).

Cabe ressaltar que o crescimento na temperatura corporal ndo ¢ uma propriedade
suficiente para concluir que o fungo ¢ patogénico em humanos, uma vez que sua estabilizagdo
em seres vivos depende de outros fatores como umidade, nutrientes, etc. No entanto, esta

propriedade ja pode dar indicio de ser um agente causador de infeccdes.

3.2.6 Matriz de Risco: Infecoes e Materiais de Construcio

Efetuou-se a analise de risco dos géneros flingicos crescerem no objeto de estudo
(materiais de construcao) e concomitantemente, no corpo humano através de um coeficiente
por uma matriz de risco. Salienta-se que o valor do coeficiente de risco considera dois fatores,
de mesma equivaléncia:

a) a média relativa de crescimento fungico em meio xerofilo como os materiais de

construgdo (apresentado em 3.2.4);

b) o crescimento na temperatura corporal (apresentado em 3.2.5).

Nas analises efetuadas com os resultados obtidos adotou-se, de forma mais didatica,
uma classificagdo qualitativa, conforme apresentado na Tabela 5. Para delimitagdo das faixas
de classificagdo, utilizou-se a diferenca entre o maior e menor coeficiente encontrado no estudo

de caso, e depois dividiu-a em 5 partes.
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Tabela 5 — Classificagdo qualitativa da matriz de riscos.

1 2 3 4 5

- ALTO INTERMEDIARIO - INSIGNIFICANTE

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

3.3 CONDICIONANTES FiSICOS

Para avaliar a possibilidade de crescimento fingico do estudo de caso abordado,
algumas condicionantes fisicas e ambientais foram levantadas. E possivel estimar, através de
modelos de previsdo de crescimento fungico, a susceptibilidade do ambiente em proliferar estes
microrganismos. Assim, avaliou-se as condicionantes do ambiente interno e externo bem como,

do substrato em estudo, elementos de vedagdo vertical (paredes).

3.3.1 Condicionantes Fisicos do Ambiente Interno

Para analise dos condicionantes do ambiente interior, foi seguida a metodologia
proposta pela resolu¢do RE n® 9 da ANVISA (BRASIL, 2003). Para obtengdo de dados de
temperatura ¢ umidade relativa do ar, foi utilizado um aparelho termo higrometro com data
logger, que analisa as condicionantes do ar através de um sensor capacitivo (vide Fotografia 9).
Tal procedimento possibilita correlacionar os modelos de previsdo apresentados nesse trabalho

no Capitulo 2.

Fotografia 9 — Aparelho termo higrometro com data logger.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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A RE n°9 da ANVISA (BRASIL, 2003) recomenda um ponto de analise para ambientes
de até¢ 1000 m? e assim foi seguido. As variantes foram coletadas a 1,5 metros de altura do piso
da regido ocupada com afericdes a cada uma hora por um periodo dos dias 11/09/2019 a

11/02/2020, sendo 5 meses ou 3696 aferigoes.

3.3.2 Condicionantes Fisicos do Ambiente Externo

Para a andlise das condicionantes de temperatura e umidade relativa do ar do ambiente
externo, foram obtidos dados junto ao Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais, através do
Banco de Dados Meteorologicos para Ensino e Pesquisa (INMET, 2007). Foram registrados
dados horarios de temperatura e umidade relativa do ar instaveis do dia 11/09/2019 a

11/02/2020.

3.3.3 Condicionantes Fisicos do Elemento de Vedac¢ao (Transferéncia de Calor)

Para uma melhor andlise das condicionantes de temperatura ¢ umidade relativa das
camadas internas da parede foi utilizado um método matematico proposto pela norma brasileira
NBR 152202 (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2005)
considerando um regime de transferéncia de calor estaciondrio entre o ambiente interno e
externo. Sendo assim, torna-se necessario identificar o material de constru¢do empregado na
confec¢do da alvenaria: alvenaria de bloco ceramico ou bloco de concreto, bem como o nimero
de furos dos mesmos. Além disso, com a ajuda de uma furadeira, encontrou-se a espessura da
argamassa, ¢ através da analise de relatorios de obras do estudo de caso, as dimensdes e
caracteristicas do bloco ceramico da alvenaria analisada.

Salienta-se que esse procedimento foi realizado para o ponto de coleta 1 considerando
sua localizacdo (parede que separa o ambiente interno do externo) que, devido ao gradiente de
temperatura possibilita a ocorréncia de fendmenos de condensagdo que contribuem para o
aumento da umidade local.

Para o calculo (vide ANEXO A), alguns valores segundo a normatizagdo NBR 15220-
2 (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2005) foram adotados:

a) densidade aparente da camada de argamassa de 2000 kg/m?;
b) densidade aparente da camada de tijolo de 1600 kg/m?;

c¢) direcao do fluxo de calor na dire¢cdo horizontal;
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d) superficie altamente emissiva;
e) resisténcia do ar (Rar) de 0,16 m?>.K/W;
f) resisténcia térmica da superficie externa de 0,13 m2.K/W;
g) resisténcia térmica da superficie interna de 0,04 m>.K/W.
Por meio de relatorios de obra, identificou-se que a parede foi confeccionada
empregando-se blocos com dimensdes de 5,0 x 9,0 x 19,0 cm, a argamassa de assentamento
industrializada (colante) com uma espessura aproximada de 1 cm, argamassa de revestimento

(massa Unica) com espessura aproximada de 2 cm, conforme ilustrado na Figura 3.

Figura 3 — Dimensdes da alvenaria do estudo de caso para a parede externa.

A

4
I'T

Vista em perspectiva Elemento isolado

1
J

Vista superior

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Para a umidade relativa, considerando que os materiais que compde o elemento de
vedagao vertical sdo porosos e consequente ha a passagem de vapor de 4gua, utilizou-se a média
do ambiente interior com o do exterior. Para validar este calculo e comprovar esta transmissao
de umidade no elemento, fez-se uma analise de correlagdo da umidade relativa do ar interior e

do ar exterior segundo metodologia proposta em 3.4.4.

3.3.4 Analise estatistica de condicionantes ambientais

Para avaliar as aferigdes realizadas nos ambientes e do substrato, e entender como as
variagdes de temperatura e umidade relativa acontecem, utilizou-se algumas ferramentas
estatisticas através do software Minitab (MINITAB INC, 2010), no qual foi possivel encontrar

as seguintes informacdes descritivas: média, mediana, maximo, minimo, desvio padrao,
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primeiro e terceiro quartil, bem como a variancia das amostras, ou seja, a medida de dispersao
que apresenta o quao distante cada valor desta populacao esta da média. Quanto maior for a
variancia e desvio padrao, maior sera a amplitude da temperatura e umidade relativa didrias; e
quanto maior a amplitude térmica, maiores serdo os efeitos de condensag¢do nos elementos de
vedacao vertical, contribuindo para um maior crescimento fungico nas superficies construtivas.
Além disso, fez-se uma correlagdo de momento de produto de Pearson, que avalia a
relagdo linear entre duas varidveis, para saber se elas tém forte ou fraca correlag@o. Esta anélise
foi feita para as temperaturas internas, externas e do substrato, e principalmente, para a
umidade. Assim, a analise de correlagdo de varidveis teve o objetivo de verificar se a
temperatura e umidade relativa internas sofriam muita influéncia do ambiente externo, ou se o
isolamento e climatizagdo do ambiente interno amorteciam as oscilagdes destas condicionantes
ambientais. Diante disso, se a umidade do ar exterior possuisse influéncia (relagdo) nos niveis
de UR interiores, isso significaria que a troca de umidade acontecia também nos elementos de
vedagdo vertical, sendo possivel considera-lo com uma umidade relativa intermediaria entre os
dois ambientes, conforme considerado em 3.3.3.
O resultado desta analise € o coeficiente de Pearson (r) que mostra a relagao entre duas

variaveis sendo, segundo Hopkins (2000):

a) 0,00 a 0,19 = correlagdo muito fraca;

b) 0,20 a 0,39 = correlagao fraca;

¢) 0,40 a 0,69 = correlacdo moderada;

d) 0,70 a 0,89 = correlagao forte;

e) 0,90 a 1,00 = correlagao muito forte.

3.3.5 Analise de pH

Para andlise do pH utilizou-se 1 grama do pd produzido pela perfuragdo das camadas de
argamassa e dos blocos ceramicos com a broca de 8 mm (5/16 pol.), os quais foram feitos nos
mesmos locais de coleta microbiologica. O material foi entdo diluido em 100 mL de agua
destilada, homogeneizado, para que pudesse entdo ser feita a leitura do pH utilizando o

equipamento pHmetro do laboratério LAQUA logo apos a coleta das amostras.
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3.4 MODELOS DE PREVISAO

Os dados horarios dos condicionantes fisicos coletados através da metodologia proposta
em 3.3 foram tratados e inseridos em 7 (sete) modelos de previsdo, apresentados neste capitulo.
Sabe-se que estes modelos sdo passiveis de serem utilizados para a previsdo ou inicio de
crescimento de fungos em edificagdes, podendo ser desde diagramas mais simples de
temperatura-umidade, como as isopletas, até modelos mais complexos que utilizam modelagdes

estatisticas em programas computacionais.
3.4.1 Isopletas

Os modelos de previsdo de crescimento fingico do tipo isopletas constituem-se de
diagramas de temperatura e umidade relativa. Neste estudo iremos abordar trés: Smith e Hill
(1982), Modelo ESP-r (1999) e Sedlbauer (2001).
3.4.1.1 Smith e Hill (1982)

Smith e Hill (1982) criaram diagramas para temperatura e umidade de germinagao para
as espécies do género Aspergillus. Com base no estudo de Ayerst (1969), foi possivel gerar

diagramas de isopletas que mostram o crescimento fiungico em mm/dia (Grafico 1).

Grafico 1 — Isopleta de Smith e Hill (1982).

(Smith e Hill, 1982)

100

95 2.5
X 2.0
=90 '
E N
=85 N\ 1.0
§80 \\
§ \ 0-5
e
'§75 N0
D70 0.0

65

Temperatura (°C)

Fonte: adaptado de Smith e Hill (1982).
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3.4.1.2 Modelo ESP-r (1999)

Baseando-se numa extensa revisdo bibliografica, Clarke ef al. (1999) encontraram os
limites de crescimentos para seis categorias de fungos em materiais de construgao, em termos
da combinagdo minima de temperatura e umidade relativa do ar (Grafico 2). As categorias sao:

a) altamente xerofilico: Aspergillus repens;

b) xerdfilo: A. versicolor;

¢) moderadamente xerofilico: Penicillium chrysogenum;

d) moderadamente hidrofilico: Cladosporium sphaerospermumi
e) hidrofilico: Cladosporium Ulocladium;

/) altamente hidrofilico: Candida.

Grafico 2 — Isopleta EPS-r.

(EPS-1, 1990)
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Fonte: adaptado Clarke et al. (1999).

3.4.1.3 Sedlbauer (2001)

Sedlbauer (2001) utilizou as isopletas como meio de medir a intensidade de uma
deterioragdo causada por fungos em materiais de construgdo. Diferentemente de modelos que
ndo fazem a distingdo de substratos, o autor subdividiu as espécies de fungos em duas

classificacdes segundo uma extensa revisao na literatura (Grafico 3). Na primeira, as espécies
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foram classificadas de acordo com suas classes de perigo; ja na segunda divisao, foi feita uma
classificagcdo dentre diferentes tipos de substratos, sendo eles:
a) categoria 0: meio 6timo de cultura;
b) categoria 1: materiais bioreciclaveis como papel de parede, gesso acartonado, etc.;
c) categoria 2: materiais de construcdo porosos como revestimentos, agregados, certos
tipos de madeira etc, foco deste estudo;
d) categoria 3: materiais que ndo sdo biodegraddveis ou que ndo contenham nenhum
nutriente.

Grafico 3 — Isopleta de Sedlbauer.

(Sedlbauer, 2001)
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Fonte: adaptado de Sedlbauer (2001).

Para os trés modelos de isopletas foram utilizados os dados horarios de temperatura e
umidade relativa apresentados em 3.3 e inseridos nos diagramas através de graficos de dispersao
de pontos. Além disso, para uma melhor analise visual, as médias destas condicionantes no

periodo de anélise foram destacadas.

3.4.2 Tempo de molhagem

A partir de um extenso trabalho experimental, Adan (1994) realizou uma série de

experimentos para analisar a resposta do volume fungico ou teor de 4gua em casos de condi¢des
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de umidade relativa transitoria. Para indicar a disponibilidade de &4gua sob condi¢des
transitorias, ele introduziu o tempo de molhagem (“time of wetness”, TOW), que corresponde
a relagdo entre o tempo do ciclo molhado (Umidade Relativa (UR) > 80%) e o tempo total
(Equagao 2). Concluiu-se que um TOW abaixo de 0,5 retarda substancialmente o aparecimento

de fungos e bolores.

PERIODO MOLHADO (UR 280%) @)
PERIODO MOLHADO E SECO

TOW =

Para o modelo de Adan (1994), foram utilizados todos os dados horarios da umidade

relativa registrados em 3.3.

3.4.3 Hens

Hens (1999) inicialmente fez uso de isopletas para discriminar as zonas de crescimento
de fungos em edificacdes. Dentre as espécies de fungos encontradas em edificios, a espécie
xerofila Aspergillus versicolor é aquela que possui a curva de menor umidade relativa para
germinagdo. Diante disso, combinou-se a curva da espécie mais tolerante com uma equagao,
que foi possivel encontrar a umidade relativa limite (URiimitc), a qual acima do valor, o
crescimento de fungos ¢ esperado (Equagao 3).

UR e = 0.0330%2 — 150 +96 3)

Além disso, Hens (2006) também apresentou uma correlacdo entre a UR limite e o
tempo necessario de exposi¢ao a esta umidade, mostrada na Equacao 4. Com esta relagao foi
possivel calcular qual € o tempo de exposicdo maximo sob determinada condi¢ao de umidade
relativa, na qual ocorrera crescimento fingico, mostrada na Tabela 6.

URy e = min{1,0.8 [1.25 — 0.075In (t)]}  t — dias (4)

Assim, para este método foi criada uma matriz de dados que permitiu analisar quais os
dias que ocorreriam a germinacao e crescimento de fungos através do limite de UR% para a
quantidade de dias consecutivos de exposi¢do ou seja, se por exemplo a umidade do ambiente
fosse superior a 86,2% por 10 dias consecutivos, possivelmente teria ocorrido o crescimento

fangico. Os dados utilizados foram os condicionantes ambientais levantados em 3.3.
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Tabela 6 — Umidade Relativa limite pelo tempo de exposigdo.

Dias
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
100% 95,8% 93,4% 91,7% 90,3% 89,2% 88,3% 87,5% 86,8% 86,2%
Dias

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
85,6% 85,1% 84,6% 84,2% 83,8% 83,4% 83,0% 82,7% 82,3% 82,0%
Dias
21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
81,7% 81,5% 81,2% 80,9% 80,7% 80,5% 80,2% 80,0% 79,8% 79,6%

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

UR limite %

3.4.4 indice Fungico VIT

Hukka e Viitanen (1999) e Viitanen et al. (2000) apresentaram um modelo de
crescimento de fungos que é baseado na duracdo das condi¢des de exposi¢do adequadas
necessarias para o crescimento fungico em materiais de constru¢do. Na metodologia, as
condicionantes de temperatura, umidade relativa, substrato, tempo de exposi¢ao e periodos de
seca sdo considerados. O método € constituido de uma analise de regressao e utiliza varias
espécies de fungos. Considera que a umidade das amostras atinge o equilibrio quase que
instantaneamente ¢ que o fungo nao altera a umidade relativa do material (VEREECKEN E
ROELS, 2012).

O modelo ¢ baseado no crescimento visual de fungos que ¢ apresentado usando valores

de indice de 0 a 6, assim como mostrado na Tabela 7.

Tabela 7 — Indices do modelo VTT.

Indice Taxa de Crescimento Visibilidade
0  Sem Crescimento
1 Pequenas quantidades de mofo na superficie
2 Muitas coldnias pontuais de mofo na superficie
3

Mofos visiveis a olho nu < 10% cobertura / < 50%
cobertura de mofo através do microscopio
Mofos visiveis a olho nu 10 — 50% cobertura /> 50%
cobertura de mofo através do microscopio
5 Muito mofo na superficie > 50% cobertura
6  Crescimento denso, cobertura de aproximadamente 100 %
Fonte: adaptado de Hukka e Viitanen (1999).

Microscopio

4

Olho nu
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O modelo VTT permite, através de seu software WUFI Mould Index VTT 2.1, escolher
uma gama de materiais de construcdo para fazer sua avaliagdo (WUFI VTT, 2020). Cada
material tem algumas propriedades pré-estabelecidas, sendo:

a) sensibilidade: muito sensivel, sensivel, médio resistente, resistente;

b) classe do material em grau de decaimento de seu desempenho: significante, relevante,
relativamente baixo, sem decaimento;

¢) tipo da superficie: limpa ou incrustrada.

No software, deve-se escolher o material com suas respectivas propriedades na aba de
Inputs e inserir as condicionantes ambientais na qual estdo expostos na aba Climate. Assim,
para este estudo, foram escolhidos para a camada de argamassa a opgao “material a base de
cimento” e para a camada de bloco de alvenaria a op¢ao “tijolo” disponivel no software. Ja para
os materiais que serdo expostos diretamente ao ambiente interno e externo, utilizou-se os
parametros do material “tinta para parede” e as condicionantes aferidas do ambiente interior e
exterior. As propriedades dos materiais sdo as respectivas:

a) argamassa: médio resistente, decaimento relativamente baixo, limpo;
b) bloco de alvenaria: médio resistente, decaimento relevante, incrustrado;
c) revestimento de tinta: sensivel, decaimento relevante, limpo.
Nas condicionantes ambientais, os dados horarios da temperatura ¢ umidade relativa

foram convertidos para formato “.txt” e inseridos no software WUFI VTT (2020).

3.4.5 Modelo Biohigrotérmico

Sedlbauer (2002) desenvolveu o Modelo Biohigrotérmico, que permite calcular a
umidade dentro de um esporo sob condic¢des transitdrias de contorno, permitindo considerar a
secagem intermedidria destes. Como resultado, a ferramenta mostra o crescimento fingico ao
longo do tempo de andlise e utiliza escala de cores para mostrar a aceitabilidade do resultado
(assim como o VTT), sendo:

a) verde: crescimento fungico abaixo de 50 mm/ano e VTT index abaixo de 0.5 (aceitavel);

b) amarelo: crescimento fingico entre 50 mm/ano a 200 mm/ano (necessita de
verificacao);

¢) vermelho: crescimento acima de 200 mm/ano ou VTT index acima de 2 (inaceitavel).

O modelo, de forma similar ao VTT, permite classificar classes de materiais de
construgao através de seu software WUFI Bio 3.5 (WUFI BIO, 2020).

Cada simulagdo tem algumas propriedades pré-definidas, sendo:
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a) tipo do material: tipo 0 (meio de cultura 6timo), tipo I (substratos bio-utilizaveis como
nutriente, como exemplo, materiais biodegraddveis como a madeira) e tipo II (substratos
menos bio-utilizaveis, como por exemplo materiais de constru¢cdo de origem mineral
como o concreto e tijolo);

b) umidade relativa inicial do esporo, que varia de 0 a 100%.

Assim, para este estudo foi utilizado o tipo II para todos os materiais, uma vez que a
argamassa ¢ o tijolo vém de origem mineral. Quanto a umidade relativa inicial do esporo,
utilizou-se um valor de 50%, visto que este ¢ o UR padrdo do software. Os dados das

condicionantes ambientais utilizadas foram levantados e apresentados em 3.3.
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4 RESULTADOS E ANALISES

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos com a sistematiza¢ao proposta no
capitulo de metodologia. A partir dos resultados, sdo mostradas as analises e discussdes acercas

do tema.

4.1 ANALISES MICROBIOLOGICAS

Nesta secao serdo apresentados os resultados e analises relacionados a microbiologia

das amostras coletas e ensaios realizados.

4.1.1 Analise dos Pontos Escolhidos

A fim de se avaliar as condigOes existentes no interior do elemento de vedagao vertical,
no que se refere a temperatura e umidade, empregou-se o aparelho termohigrometro Hygropin
da marca PROCEQ que, em resumo, possibilitou a coleta de informagdes internas do substrato,
conforme apresentado na Tabela 8. Salienta-se que as leituras dos dados foram efetuadas no
instante da coleta e em horéarios pré-determinados a fim de se avaliar o equilibrio das condigdes
internas do material quando exposto as condi¢des da sala de estudo.

Analisando a Tabela 8 foi possivel caracterizar algumas diferengas entre os pontos. O
ponto 1 ¢ localizado na parede que divide o ambiente interno do externo, sem nenhuma protegao
as intempéries. Em dias chuvosos, a umidade desta parede pode ser muito alta e abrigar mais
espécies de fungos. No entanto, em dias ensolarados, os raios solares podem ajudar na
evaporacao de agua do interior da parede, reduzindo sua umidade relativa, uma vez que sua
fachada esta voltada para norte com alta exposicao a raios solares. Ja o ponto 2 € o que apresenta
maior umidade, uma vez que também estd localizado numa parede que divide o ambiente
interno do externo, s6 que num local onde recebe pouca luz solar, insuficiente para evaporar a
agua do interior das paredes, criando condi¢des 6timas para o crescimento fungico. Por fim, o
ponto 3, que se localiza numa parede que divide apenas o ambiente interno, é o mais seco, uma

vez que esta protegido das intempéries.
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Tabela 8 — Coleta com aparelho termohigrometro no interior da parede.

Coleta Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3
(Horas) UR Temp UR Temp UR Temp
(%) O (%) O (%) O
0 63,8 23,3 81,0 23,6 58,7 24,6
3 64,3 24,4 86,1 24,7 56,7 24,7
18 62,7 24,7 82,4 24,6 57,6 24,5
26 63,8 24,2 84,4 24,7 56,1 24,4
48 61,3 243 81,2 24,7 58,8 248
Média | 63,2 24,2 83,0 24,5 57,6 24,6
Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

4.1.2 Contagem, Purificacio e Identificacio de Colonias

A primeira analise realizada foi a discriminagdo de colonias para que cada uma
macromorfologicamente distinta pudesse ser posteriormente purificada em uma nova placa.
Assim, realizou-se a contagem de coldnias nas placas inoculadas com os swabs ¢ diluigdes, vide

Tabela 9.

Tabela 9 — Quantidade de colonias encontradas nos pontos.

Quantidade de Colonias Distintas em Cada Placa Total
Ponto Camada ota
Diluicio 1 Diluicio2 Swab1 Swab2 Swab3 ponto
Tinta (A) 0 1 2 2 4(2) 9
1 Argamassa (B) 0 0 0 0 - 0 11
Bloco (C) 0 0 1 1(8) - 2
Tinta (A) 2(4) 1 (6) 1 0 1 5
2 Argamassa (B) 1(3) 2 1 0 - 4 12
Bloco (C) 1(2) 0 1 1(3) - 3
Tinta (A) 1 0 0 0 0 1
3 Argamassa (B) 0 0 0 0 - 0 1
Bloco (C) 0 0 0 0 - 0
Total de coldnias: 24

* Em parénteses sdo coldnias que se repetiram na mesma placa
Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Analisando a Tabela 9 € possivel observar que os pontos com maior presenca de coldnias
fungicas foram aqueles localizados nas paredes que estdo expostas a uma maior umidade e as
intempéries externas, isto &, pontos 1 e 2 (vide Tabela 8). Se considerarmos ainda as colonias
repetidas, o total de colonias no ponto 1 seria de 21 e no ponto 2, o total de 30. O ponto 3, por
outro lado, apresentou apenas 1 unidade formadora de colonia em sua camada de tinta e foi o

ponto de menor umidade no dia da coleta, além de ser o Unico que ndo estd exposto a
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intempéries externas. Assim, foi possivel ver que o ponto mais Umido foi aquele que
apresentava o maior nimero de fungos, € o menos imido, a menor quantidade.

A Fotografia 10, Fotografia 11 e Fotografia 12 apresentam as colonias formadas em
cada ponto, sendo que para o ponto 3 houve a presenca de fungos somente na primeira camada,

na tinta.

Fotografia 10 — Coldnias encontradas no ponto 1.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Fotografia 11 — Coldnias encontradas no ponto 2.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Fotografia 12 — Colonias encontradas no ponto 3 (apenas na cdmara de tinta).

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Para o desenvolvimento do estudo, conforme mencionado no item 3.2.3, cada colOnia
presente em cada placa foi entdo repicada ¢ mantida em estuda por 30 dias a 25°C, até a
obtencdo da coldnia pura. Dentre as 24 colonias encontradas incialmente, algumas, no momento
do sequenciamento, ndo foram possiveis de ser identificadas, sendo referidas neste estudo como
N.I (ndo identificada). Assim sendo, no total foram identificadas 17 colonias no estudo de caso,

conforme ilustradas no APENDICE C.
4.1.3 Susceptibilidade de Crescimento em Materiais de Construcio.

Para avaliar se os fungos sdo passiveis de crescer em ambiente como os materiais de
construgao foi realizado o ensaio de xerofilia, conforme mencionado no item 3.2.4. Assim, as
analises foram efetuadas aos 30 dias de idade para se verificar o crescimento (ou nao) da colonia
fingica no meio frente a diferentes concentragdes de Glicerol (DG) (composto que deixa o meio
“agressivo” aos fungos). A Tabela 10 mostra o resultado da andlise de crescimento, as
respectivas concentragdes e a média relativa de crescimento, onde € possivel constatar:

a) o fungo que conseguiu crescer em meio com 72% de glicerol, isto é, o meio mais
agressivo de todos, foi o encontrado na amostra 2CXI, entretanto ndo foi possivel ser

identificado através do sequenciamento genético;
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b) o género Aspergillus apresenta-se apto a crescer em ambiente contendo glicerol em
54%, sendo, inclusive, o que possui maior média relativa de crescimento dos géneros
identificados;

¢) géneros como Bipolaris e Cladosporium conseguiram crescer em 100% da placa na
menor concentrac¢ao (18%DG), no entanto, por terem caracteristica mais hidrofilica, isto
¢, necessitarem de um meio mais umido para sua sobrevivéncia, apresentam crescimento
nulo ou reduzido em maiores concentragoes;

d) outros géneros, como Septoriella e Cystobasidium, apresentaram desenvolvimento
insatisfatorio para sua proliferacao, apesar de terem sido encontrados no elemento de
vedacao vertical do estudo de caso; nesse contexto, estima-se que estes fungos nao
estariam aptos a se estabilizarem por muito tempo, necessitando de estudos mais

aprofundados.

Tabela 10 — Susceptibilidade de crescimento em materiais de construcao.

. . Média
Amostra Fungo % Crescimento (30 dias) Relativa de
18%DG  36%DG 54%DG 72%DG _Crescimento
1AI N.L 100%  100%  26% 0% -
1AIL Bipolaris 100% 0% 0% 0%
1AIII N.L 68% 31% 15% 0% 18%
1ALV Aspergillus 100% 46% 15% 0% 24%
1AV Cladosporium 0% 0% 0% 0% 0%
1AVI Septoriella 0% 0% 0% 0% 0%
1AVII  Cystobasidium 0% 0% 0% 0% 0%
TAVIII N.L 0% 0% 0% 0% 0%
1A-IX N.IL 100%  70% 28% 0%
1CX N.IL 0% 0% 0% 0% 0%
1CXI1 Penicillium 0% 0% 0% 0% 0%
2A1 Aspergillus 100% 42% 0% 0% 18%
2AI0 Aspergillus 43% 24% 10% 0% -
2AIIT Aspergillus 53% 30% 12% 0%
2A1IV N.L 0% 0% 0% 0% 0%
2AV Cladosporium 0% 0% 0% 0% 0%
2BVI  Cladosporium  100% 37% 0% 0% 17%
2BVII Periconia 0% 0% 0% 0% 0%
2BV  Aspergillus 53% 16% 7% 0% Bi%
2BIX Penicillium 32% 0% 0% 0% 3%
2CX Penicillium 26% 8% 0% 0% 4%
2CXI N.L 100%  61% 29% 23%
2CXII Penicillium 12% 0% 0% 0% 1%
3AI Cladosporium 0% 0% 0% 0% 0%

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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4.1.4 Capacidade Infectante em Seres Humanos

As colonias purificadas passaram novamente por outro repique, conforme mencionado
no item 3.2.5, ou seja, cada colonia pura foi novamente encubada na estufa na temperatura do
corpo humano (37° C) e na temperatura ambiente (25° C), para avaliar sua possibilidade de ser

um patdgeno causador de infecgdes hospitalares. Os resultados sdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 — Capacidade Infectante em Seres Humanos.

Crescimento

25°C  37°C

1AI N.L 100% -

1AII Bipolaris 100% | 6%
1AIII N.L 38% | 11%
1ALV Aspergillus 18% 3%
1AV  Cladosporium  34%, 1%
1AVI Septoriella 12% 0%
1AVII  Cystobasidium 6% 2%
2A1 Aspergillus 90% S51%
2AI1 Aspergillus 22% 3%
2AIII Aspergillus 30% 4%
2AV  Cladosporium 34% 0%

2BVI  Cladosporium 87% | 63%
2BVII Periconia 54%, 0%
2BVIIl  Aspergillus 20% 2%
2BIX Penicillium 18% 3%
2CX Penicillium 4%, 1%
2CXI N.I 5% 1%
2CX1I Penicillium 19% 2%

3AI Cladosporium 28% 1%
Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Amostra Género

Conforme Tabela 11, pode-se observar:

a) as amostras 1Al e 1AIl (contendo o género Bipolaris), localizadas na camada de tinta
foram aquelas que tiveram crescimento por toda area da placa em 25°C; destas, a
amostra 1Al ndo foi possivel ser identificada, entretanto, se mostrou apta a crescer na
temperatura corporal em 100%, enquanto que a segunda (Bipolaris) teve um

crescimento de apenas 6%;
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b) dos géneros encontrados que mais teriam a possibilidade de se estabelecerem no corpo
humano, e serem possiveis causadores de infe¢des fingicas hospitalares destacam-se:
- N.L. no ponto 1 e 4Aspergillus do ponto 2 presentes na camada A (tinta);
- Cladosporium do ponto 2 presentes na camada B (argamassa);
c) géneros como Septoriella, Cystobasidium, Periconia e Penicillium tiveram crescimento
apenas em 25 °C e em temperatura corporal, seu crescimento foi desprezivel, sendo de

no maximo 3% da area da placa.

4.1.5 Discussao dos resultados

A Tabela 12 apresenta os resultados obtidos nas andlises microbioldgicas efetuadas.

O ponto 2 teve a presenca de Aspergillus e Cladosporium, que sdo dois dos trés géneros
que mais necessitariam de maior atengdo, uma vez que podem se proliferar e se estabilizar nos
materiais de construcdo (tinta, argamassa e os constituintes da alvenaria). Além disso, no caso
da presenca de intervengdes construtivas (servicos de manutengdo preventivas ou reformas),
podem ter esporos propagados ao ambiente interno da edificacao, sendo a possivel causa de
doengas, incluindo as infec¢des hospitalares. Ademais, o ponto apresentou elevada umidade
(Tabela 8) e ¢ um local de fachada exposto as intempéries, entretanto, sem incidéncia de
radiagdo solar direta sob sua superficie (diferente do ponto 1); assim, apresentou o maior
numero observado de coldnias, sendo um total de 30.

No que se refere ao material de construgdo, verificou-se que a tinta, primeira camada da
superficie, ¢ onde ha maior quantidade de fungos, ja que se encontra exposta aos aerossois do
ambiente interno e externo. Diante disso, hd a possibilidade que os esporos fungicos se
acomodem nos materiais de construcao e germinem, muitas vezes, tornando-se visiveis a olho
nu através da formacao de mofos e bolores. Cabe ressaltar que, apesar de ser mais exposta do
que a camada de bloco de alvenaria, a camada de argamassa ¢ aquela que abrigou a menor
quantidade de colonias (no total foram 7 unidades formadoras apenas). Isto ¢ explicado pelo
ambiente altamente adverso a manuten¢do de microrganismos que s3o os materiais a base de
cimento (ISAIA, 2007): muito basicos (pH de aproximadamente 12) e com alta presenca de
sais.

Através deste estudo, ndo foi possivel encontrar a real influéncia da altura para a
contaminacdo fungica. Os pontos de maior contaminagdo sdo localizados na parte mais baixa e
na parte mais alta da sala de estudo. J4 o ponto intermedidrio, foi aquele onde foi encontrado o

menor nimero de coldnias. Assim, seria possivel concluir que a altura nao tem relagao com o
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nivel de contaminacao. No entanto, cabe ressaltar que o ponto intermediario coincidiu de ser

localizado na parede de menor umidade e menos exposta a intempéries, explicando sua baixa

proliferagdo fingica. Assim, mais aferi¢cdes seriam necessarias para entender como se comporta

a umidade e o efeito da condensa¢do ao longo da altura da parede.

Tabela 12 — Resultados de analises microbioldgicas do estudo de caso.

Capacidade Susceptibilidade

Descricdo A n Infectante em  de Cresc. em .
Pnt. Camada do Ponto Colonia Género Temperatura ~ Materiais de Risco
Corporal Construcao
I NI 100% 33% o
s 8 I Bipolaris 6% 10% Insignificante
2 ¢ I N.L 11% 18% *
&
g é w & v Aspergillus 3% 24% Insignificante
E < 2 1% —§ lf \Y% Cladosporium 1% 0% Insignificante
1 % g5 S VI Septoriella 0% 0% Insignificante
5 2 L VIl Cystobasidium 2% 0% Insignificante
S " "g VIII N.L CT. 0% -
g ‘g IX N.L CT. 32% -
§ S R R ¥ X N.L CT. 0% -
m XII Penicillium CT. 0% -
o I Aspergillus 51% 18% Intermediario
5 _ 2 8 II Aspergillus 3% 12% Insignificante
< & & 111 Aspergillus 4% 15% Insignificante
- NI CT 0%
I o A . ()
853 § g V  Cladosporium 0% 0% Insignificante
5 g 28%Y VI Cladosporium 63% 17% Intermediério
g a 2 E fg 1 VI Periconia 0% 0% Insignificante
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Contatou-se, além disso, que um fator de grande influéncia ¢ a incidéncia de radiagdo

solar nas regides, que ocorria de forma demasiada no ponto 2 e muito baixa no ponto 1. Para o

caso de divisorias entre ambiente interno/interno (Ponto 3 da coleta), verificou-se que nao ha

uma influéncia significativa. Neste contexto ¢ possivel concluir que o meio ambiente onde a

edificacdo se encontra possui um efeito significativo na permanéncia e proliferacao dos fungos,



81

tornando-se necessario, também, uma analise, em futuros estudos acerca dos poluentes ¢ das
condigdes atmosféricas presentes no entorno da edificacao.

Deve-se reforgar que os géneros mais encontrados neste estudo de caso foram
respectivamente Aspergillus, Cladosporium e Penicillium, da mesma forma que reportado por
Garcia et al. (2006), Rojas et al. (2008) e Guiamet et al. (2011), que destacam como sendo os
comumente detectados em ambientes internos de edificagdes e se caracterizam por serem:
onipresentes, aéreos e de facil hospedagem (FLORIAN; MANNING, 2000).

Algumas pesquisas apresentam que a incidéncia do Aspergillus (comum em ambientes
umidos das edificagdes) e do Penicillium (comum em ambientes das edificacdes em geral) ¢
mais alta em ambientes internos, do qual se conclui que muitos deles provém dos proprios
materiais de constru¢ao (LUGAUSKAS; LEVINSKAIT; PECIULYT, 2003; MEKLIN et al.,
2004; AIRA et al, 2007; LIGNELL et al., 2008). Ambos ocasionam, como manifestagao
patologica nos materiais de construgdo, a desfiguragao estética da superficie da edificagdo em
tons de preto e verde. Além disso, estimulam os sintomas alérgicos e respiratorios observados
em pessoas alérgicas expostas a altos niveis de esporos desses organismos (SCHWAB;
STRAUS, 2004).

Nesse contexto, a Tabela 13 mostra o mapeamento de risco comparativo entre os
géneros fungicos identificados no estudo. O género Aspergillus ¢ aquele que oferece maior risco
as edificacdes, a medida que pode se instalar em seus materiais de construgdo, e causar doengas
em seus usuarios. Nos estudos efetuados por Denning (1995) e Curtis (2005) foi mostrado a
alta taxa de mortalidade por infecgdes causadas por arpergilose em pacientes hospitalares, que

pode atingir taxas de mortalidade de 66% até 99%.

Tabela 13 — Matriz de risco dos géneros fingicos.

Média da Meédia da
Capacidade Susceptibilidade Risco
Género Infectante em ao Cresc. em (Comparativo
Temperatura Materiais de entre géneros)
Corporal Construcao
Bipolaris 6% 10% Intermediario
Aspergillus 13% 16% _
Cladosporium 16% 4% Alto
Septoriella 0% 0% Insignificante
Cystobasidium 2% 0% Insignificante
Periconia 0% 0% Insignificante
Penicillium 2% 2% Insignificante

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Algumas pesquisas mostram a forte relacdo de surtos de infecgdes hospitalares causadas
pelo género Aspergillus com a presenga de atividades construtivas. Pini et al. (2008) realizaram
um rigoroso programa de vigilancia fungica ambiental em uma unidade de hematologia e
observaram que de 97 pacientes, os 3 casos comprovados de arpergilose ocorreram com o
periodo de obras de renovagdo e atividades construtivas, quando a concentracao de Aspergillus
fumigatus foi médxima. Da mesma forma, Chabrol et al. (2010) observaram, ao longo de trés
anos, que houve um aumento consideravel de fungos do género Aspergillus no ar e na superficie
de uma unidade hospitalar quando havia uma interven¢ao de manutengao nas redondezas. Oren
et al. (2001) observaram em 4 meses, durante extensa constru¢ao hospitalar e reforma interna,
que ocorreu um surto hospitalar de aspergilose pulmonar invasiva em pacientes com leucemia
aguda, resultando numa taxa de infeccdo de 50%.

Conforme a Tabela 13, o género com aptidao para desenvolvimento, na temperatura do
corpo humano e, consequentemente, passivel de provocar infecgoes € o Cladosporium; outro
agravante ¢ sua alta mobilidade na presenga de ar e, por isso, este género ¢ comumente
encontrado em aerossois internos de edificagdes (LIM; TAN; TOH, 1989; KIM; KIM, 2007;
ROJAS et al., 2012) podendo causar infecgdes (AIRA; ROJAS; JATO, 2002; NUGARI;
ROCCARDI, 2001) e alergias nos usuarios (BREITENBACH; SIMON-NOBBE, 2002).

O terceiro género mais problematico para as edificagdes de ambientes hospitalares foi o
género Bipolaris. Algumas de suas espécies podem causar doencas em seres humanos como
infeccdes, alergias e inflamacgdes (TAGUCHI et al, 2004; EGHTEDARI et al., 2006; BASHIR;
HUSSAIN; RIZVI, 2009). Mesmo nao sendo frequentes, estas doencas fungicas ndo podem ser
negligenciadas (LJALJEVIC-GRBIC et al., 2011), principalmente no Brasil, uma vez que foi
constatado por El Khizzi et al. (2010) que os principais casos das doengas causadas por
Bipolaris foram encontrados em areas onde predominam climas quentes.

Alguns géneros como Septoriella, Cystobasidium e Periconia se mostraram com risco
reduzidos aos materiais de construgao e aos humanos. Entretanto, ha uma caréncia de estudos
que abordam os efeitos destes fungos nas edificacdes, assim, mais estudos devem ser feitos para

confirmar esta hipdtese.

4.2 ANALISES DE CONDICIONANTES AMBIENTAIS

Nesta secdo serdo apresentados os resultados e analises relacionados as condicionantes

ambientes dos ambientais de estudo.
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4.2.1 Temperatura

Os dados de temperatura e umidade relativa do ambiente externo e da sala onde
ocorreram as coletas foram analisados conforme apresentado em 3.3.1 e 3.3.2, respectivamente,
no periodo 11/09/2019 a 11/02/2020. Adotando-se o procedimento descrito no item 3.3.3,
obteve-se as condicionantes ambientais dos materiais do elemento de vedagdo vertical
(argamassa e bloco de vedacao).

O Gréfico 4 apresenta os dados referentes a temperatura com sua respectiva analise

estatistica dos dados apresentados na Tabela 14.

Grafico 4 — Série temporal da temperatura do ambiente interno e externo.
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Fonte: Minitab (2019) elaborado por autor (2020).

Analisando a Tabela 14 e Grafico 4 foi possivel constatar que a temperatura interna
apresentou uma baixa variancia e desvio padriao (3,14 e 1,77 respectivamente) e, portanto,
possui uma menor amplitude térmica diaria, o que caracteriza um comportamento esperado para

a os elementos de vedagdo vertical das edificacdes, ou seja, minimizar as oscilagdes térmicas
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do ambiente externo, favorecendo o conforto aos usuarios. Entretanto, as oscilacdes térmicas
criam diferenciais térmicos, que podem favorecer o crescimento fingico, uma vez que elas

contribuem para uma maior condensacao de vapor de agua nas superficies construidas.

Tabela 14 — Estatisticas descritivas da temperatura das aferigdes.

df)?gﬁfgf:ﬁ:; Média g:srvgg Varidncia Min. QI Mediana Q3  Méx.
Interno 2620 1,77 304 20,00 2500 2600 27,00 33,00
Argamassa  23.68 1,96 382 17.83 2244 2366 2492 29.78
Bloco 2225  2.57 658 1567 2052 2205 2381 3128
Externo 2039 358 1279 1190 17.90 1990 2250 33.30

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

O valor médio da temperatura no ambiente interno foi superior ao externo, 26°C e 20
°C, respectivamente. Ressalta-se que, para os seres humanos, a temperatura ideal de conforto
em ambientes de trabalho estd compreendida entre 20 °C a 23 °C (NR 17, 2020); no entanto,
ndo ¢ possivel afirmar que as condigdes externas sdo melhores uma vez que as oscilagdes
térmicas deste ambiente causam muito desconforto. Assim, as condicionantes ambientais
exteriores registraram temperaturas minimas de até 11,9 graus, ja no interior, este minimo foi
20°C. Além disso, a grande maioria de espécies fungicas crescem numa temperatura média de
25 °C, muito recorrente no ambiente interno analisado e muito proxima da média da camada de
argamassa (23,7 °C).

Por fim, analisou-se a correlagdo de Pearson entre a temperatura interna, externa, da
argamassa interna e do bloco. O objetivo da andlise era saber se o isolamento e a climatizagao
da sala de estudo eram aptos a amortecer as oscilagdes e extremos de temperatura. Assim, foi
realizado a matriz de correlagdo entre as temperaturas dos ambientes, apresentada no Grafico
5.

Através da matriz de correlacao do Grafico 5 foi possivel ver a alta dispersao dos dados
da temperatura interna e externa, apresentando um coeficiente de Pearson de 0,131, isto €, uma
relagdo muito fraca. Isto significa que o ambiente interno tinha pouca influéncia do externo,
que pode ser justificado pela capacidade isolante da edificacdo e da climatizagdo artificial
utilizada. Assim, pode-se ver que esta relacdo foi muito maior entre o ambiente externo e a
camada de bloco (0,795, “relagdo muito forte”), sendo reduzido ao longo do elemento de
vedagdo vertical. Uma edificagdo bem isolada resulta numa menor condensagdo de vapores em
seu interior ¢ assim, diminui a umidade superficial das paredes e consequentemente a

proliferagao de fungos e outros microrganismos.
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Grafico 5 — Matriz de correlacdo de Pearson das temperaturas.
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Fonte: Minitab (2019) elaborado por autor (2020).

4.2.2 Umidade Relativa

No que se refere a umidade relativa, o Grafico 6 mostra o comportamento histérico da
variavel e a Tabela 15 as informacdes de estatistica descritiva. Através destas ¢ possivel
observar que a umidade do ambiente externo tendia a ser mais alta que do interno ao longo dos
dias, inclusive, em alguns momentos, a externa chegou a valores muito préximos do ponto de
saturagdo, isto ¢, 100%, muito favoravel ao crescimento fingico. Nos dias mais secos, a
umidade externa atingia valores fora dos limites recomendados pela Organizagdo Mundial da
Saude (OMS), que ¢ de 50 a 80%, atingindo até 20%; enquanto a interna teve poucas
ocorréncias de valores inferiores a 50%.

A umidade relativa do ambiente interno variou muito menos que o externo, inclusive a
variancia foi trés vezes menor (77 e 253 respectivamente). Isto mostra a capacidade da
edificagdo em controlar a umidade interna, mesmo com as oscilagoes externas. Além disso, a
sala de estudo ¢ formada por um ambiente climatizado artificialmente, o que pode contribuir
para a diminuicao desta variagdo. A média interna foi aproximadamente 70%, um valor alto e
que pode induzir o crescimento fingico, no entanto, ndo se compara ao externo, que teve uma
média de 82%, acima da UR limite de crescimento fingico para muitos pesquisadores (>80%).
Apesar de possuir as maiores URs, ndao se pode descartar o efeito benéfico das oscilagdes de

umidade, que quando sdo de redugao, influenciam os processos de secagem de esporos.
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Grafico 6 — Comportamento historico da umidade relativa (UR) dos ambientes.
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Fonte: Minitab (2019) elaborado por autor (2020).

Tabela 15 — Estatisticas descritivas da umidade relativa.

Umidade

Relativa dos  Média Eaej:alz Varidncia Min. Q1 Mediana Q3  Max.
Ambientes (%)

Interno 70,45 8,80 77,51 40,00 64,00 71,00 77,00 95,00
Parede 76,46 10,74 115,25 31,50 70,50 79,00 85,00 95,50
Externo 82,47 1591 253,04 20,00 73,00 88,00 96,00 98,00

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Por fim, mostrou-se a influéncia da umidade relativa externa em relagdo a interna através
da matriz de correlagdo de Pearson. Com esta relagdo foi possivel entender como o ambiente
externo influenciava o interno e em caso positivo, influenciaria também o ambiente
intermedidrio, isto é, o elemento de vedagao vertical. Como pode ser visto no Grafico 7, o
coeficiente de Pearson foi de 0,405, o que indica uma correlagdo moderada. Assim, mesmo que
a edificacdo seja uma boa isolante de temperatura e climatizada artificialmente, ela ndo ¢ apta

a absorver totalmente as oscilagdes de UR do ambiente externo. Assim, em dias mais umidos e
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susceptiveis a crescimento e proliferacdo fingica, espera-se que, de certa forma, o ambiente

interno e as paredes se tornem mais umidas também.

Grafico 7 — Matriz de dispersdao de UR dos diferentes ambientes.
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Fonte: Minitab (2019) elaborado por autor (2020).

4.2.3 Consideracgoes

Com os resultados apresentados em 4.2.1 e 4.2.2, foi possivel observar que a
temperatura externa, na grande maioria das vezes, foi inferior a temperatura interna, enquanto
que a umidade relativa externa foi superior a interna, isto €, a sala de estudo era mais quente e
seca. As condicionantes internas apresentaram uma variancia menor, ou seja, amplitudes de
temperatura e umidade relativa mais baixas ao longo dos dias.

As oscilagdes térmicas do estudo de caso causam a formacdo de um gradiente de
temperatura entres os ambientes e possivelmente, a condensac¢ao de vapor de agua no elemento
de vedagdo vertical, que contribui para o aumento da umidade da superficie construida e
consequentemente a proliferacao de fungos. No entanto, com a ferramenta de correlacao, foi
possivel identificar que a edifica¢do era capaz de absorver as oscilagdes térmicas, justificada
por sua capacidade isolante, o que reduziria esse efeito da condensacao.

Com a ferramenta de correlacao da umidade relativa dos ambientes foi possivel observar
que, apesar de isolar bem a temperatura, a sala de estudo tem uma influéncia da UR externa,
sendo esta caracteristica perpetuada pelo elemento de vedagdo vertical através de seus poros.

Assim, em dias mais umidos, a tendéncia da sala e do substrato era ficar mais imido e vice
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versa, mas sempre de forma mais constante e variando menos em relagao ao clima externo. As
bruscas oscilagdes de umidade relativa externa, causam, em casos de redu¢do, a secagem dos
esporos fungicos, e como a edificagdo € sujeita a influéncia externa, também teriam este efeito

secativo.

4.3 ANALISES DE CONDICIONANTES DO SUBSTRATO

Como pode-se observar na Tabela 16, o pH de todos os pontos variou muito pouco,
sendo muito proximo da faixa neutra (7). Como afirmado por Sedlbauer (2001) e Tudor,
Robinson e Cooper (2013), estes valores encontram-se dentro da faixa 6tima de crescimento

fungico, que ¢ de 5 a 7, podendo, para algumas espécies ser de aproximadamente 2 a 11.

Tabela 16 — pH dos pontos.

Camada 1 PO; o 3 Média
TINTA 7,0 6,9 7,1 7,0
Argamassa 7,1 6,9 7.3 7,1
Bloco 7,1 7,0 7,3 7,2

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

O pH nao foi um pardmetro adequado para distinguir os ambientes e os materiais de
constru¢do, uma vez apresentou valores proximos ao pH neutro (7,0), sento estes adequado a
proliferagao fingica. Ressalta-se que o pH, a temperatura e a umidade relativa sdo parametros
que nunca podem ser analisadas isoladamente para se avaliar o risco de crescimento fungico,

uma vez que esses, assim como as propriedades do substrato, sdo complementares.

4.4 ANALISES DOS MODELOS DE PREVISAO DE CRESCIMENTO FUNGICO

Nesta secdo serdo apresentados os resultados e analises relacionados aos modelos de

previsdo de crescimento fingico em edificagdes.

4.4.1 Isopletas

Os resultados referentes ao modelo de previsao do tipo isopletas serdo mostrados nesta

secao.
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4.4.1.1 Smith e Hill (1982)

Pelo modelo de isopleta proposta por Smith e Hill (1982) ndo h4 ocorréncia de
crescimento fingico em umidades relativas abaixo de 70% em materiais de constru¢do. Assim,
como pode ser visto no Grafico 8, a média da temperatura e umidade relativa do ambiente
interno esta abaixo da faixa limite de crescimento. Neste ambiente, o crescimento fungico anual
seria abaixo de 3,65 mm/ano, valor muito insignificante.

Por outro lado, a média do ambiente externo se localiza na faixa de crescimento entre
0,1 a 0,5 mm/dia. Estimasse que o crescimento fingico de materiais expostos a este ambiente
seja de 36,5 a 182,5 mm/ano. Além disso, pela dispersdo de pontos € possivel verificar que ha
muitas ocorréncias de aferigdes no ambiente externo que resultaria em mais de 1 mm/dia de
crescimento fungico na edificagdo exposta a estes condicionantes. No ambiente interno, a

dispersdo ndo atingiu crescimentos tao altos com muita frequéncia.

Grafico 8 — Isopletas de Smith e Hill (1982).
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Fonte: Adaptado de Smith e Hill (1982)

Ja no elemento de vedagao vertical, ¢ possivel observar ocorréncias bem distribuidas

entre as temperaturas de 20 a 30 graus. A argamassa foi aquela que apresentou mais aferi¢des
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em condigdes suficientes para o crescimento fungico. A média dos pontos do elemento de
vedagdo vertical, ou seja, da parede, equivale a um crescimento de aproximadamente 0,1
mm/dia. No entanto, cabe ressaltar que ha muitas afericdes onde foram registrados
condicionantes suficientes para um crescimento de 1 mm/dia. Pela dispersdo, ¢ possivel ver
uma densidade maior de aferi¢cdes entre os crescimentos de 0,01 mm/dia a 0,5 mm/dia. Assim,

estima-se que o crescimento fungico dentro da parede seja de aproximadamente 35,5 mm/ano.

4.4.1.2 Modelo ESP-r (1999)

Ja o segundo modelo, ESP-r de Clarke et al. (1999), ¢ possivel ver os diferentes tipos
de fungos (Grafico 9). Desses, as espécies altamente xerdfilas sdo as mais resistentes a
temperatura e umidade: com apenas 15 graus de temperatura e umidade acima de 80% seu
crescimento ja ¢ esperado. Como pode ser visto através da dispersdo de pontos, o tipo xerofilo
iria ocorrer tanto no ambiente interno e externo, quanto no elemento de vedagao vertical. Este
tipo de fungo ¢ capaz de crescer em materiais de constru¢do devido a suas propriedades de alta
presenca de sais e baixa atividade de dgua. O género Aspergillus, por exemplo, € xerofilo e foi
encontrado no ponto 1 e 2 do estudo de caso deste trabalho; inclusive, ¢ causador da doenca

aspergilose, infecgdo com altissima taxa de mortalidade em pacientes imunodeprimidos.

Grafico 9 — Modelo ESP-r (1999).
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Por outro lado, as espécies hidrofilicas, isto €, as que necessitam de maior atividade de
agua, cresceriam de forma mais frequente nos materiais de constru¢do expostos ao ambiente
externo, uma vez que neste as umidades relativas passam de 95%, e em alguns casos, atingem
o ponto de saturagao. No entanto, nao se pode descartar o seu crescimento no elemento de
vedagao vertical, a medida que em alguns pontos ha condigdes para seu crescimento; inclusive,
neste estudo de caso, o género Cladosporium (hidrofilico) foi encontrado nos trés pontos

analisados.

4.4.1.3 Sedlbauer (2001)

Para a isopleta de Sedlbauer (2001), a média das condicionantes externas resultaria num
crescimento menor que Imm/dia nas edificagdes, conforme pode ser visto no Grafico 10.
Assim, espera-se que 0os materiais expostos a essas condigdes permitam o crescimento fingico
de aproximadamente 365 mm/ano. Pela dispersdao dos pontos ¢ possivel verificar que no

ambiente externo existe a possibilidade de ter um crescimento superior a 3mm/dia das colonias

fingicas.
Grafico 10 — Isopleta de Sedlbauer (2001).
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J& para o ambiente interno, assim como para o elemento de vedagdo vertical, ndo haveria
crescimento nas condi¢gdes médias, uma vez que o método considera que a umidade limite para
existéncia de crescimento fungico ¢ acima de 80%. Mesmo assim, o elemento de vedagdo
vertical seria mais afetado (no seu interior) pelo crescimento fingico do que o material de
construgcdo exposto as condicdes do ambiente interno (camada de tinta interna). Com este
modelo ndo foi possivel estimar o crescimento fiungico do ambiente interno e do elemento de

vedacdo vertical por ficarem abaixo da linha limite de crescimento.

4.4.2 Tempo de Molhagem (TOW)

Segundo o modelo Tempo de Molhagem (ADAN, 1994), o ambiente externo ¢ muito
susceptivel ao crescimento fingico, a medida que seu TOW foi acima de 0,5 (Tabela 17). Isto
¢ explicado pela alta frequéncia de afericdes com umidades superiores a 80%, contabilizando
para o coeficiente. Ja o ambiente interno, assim como o elemento de vedagao vertical (parede),
teve seu TOW muito baixo, uma vez que apenas 12% e 44%, respectivamente, de suas aferigoes
resultaram em umidades tao altas. Nestes ambientes ndo se espera um crescimento fungico,

resultado parecido com o encontrado no modelo de Sedlbauer (2001).

Tabela 17 — Tempo de molhagem.
TEMPO DE MOLHAGEM (TOW)

Ambiente Interno 0,12
Parede (Bloco de Alv. e Argamassa) 0,44
Ambiente Externo 0,64

Fonte: Adaptado de Adan (1994).

4.4.3 Hens

De acordo com o modelo de Hens (1999) houve crescimento fingico apenas no
ambiente externo, que ocorreu no dia 27/09, quando a umidade relativa foi superior a 95,8%
por 48 horas seguidas. No ambiente interno e no elemento de vedagdo vertical, ndo houve
crescimento em nenhum dos 154 dias, resultados parecidos com os modelos de Sedlbauer

(2001) e Adan (1994).
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4.4.4 indice Fingico VIT

Os resultados do modelo de previsdao VTT para os materiais constituintes da parede de

alvenaria (argamassa de revestimento e bloco cerdmico) sdo mostrados no Grafico 11.

Grafico 11 — Indice de crescimento fungico VTIT da parede.
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Fonte: Adaptado de WUFI VTT (2020).

Através do software € possivel observar os meses que o crescimento fungico ocorreu de
forma mais acelerada, como o més de novembro de 2019. Este més registrou umidades relativas
no revestimento acima de 80% por longos periodos. Outros meses, como outubro, o crescimento
foi muito baixo por ter sido um més mais seco em relacdo aos demais.

A camara de argamassa resultou em um indice VIT de 0,006 e o bloco de alvenaria um
indice de 0,007, sendo valores muito baixos, a medida que a faixa de valor aceitavel segundo a
ASHRAE 160 ¢ menor que 1. De forma geral, foi possivel ver que a camada de tijolo favoreceu
mais o crescimento fingico que a camada de argamassa interna, mas em ambas ele foi muito
ameno.

Para analisar os materiais que serao expostos diretamente ao ambiente interno e externo
utilizou-se os parametros do material “tinta para parede” e as condicionantes aferidas do

ambiente interior e exterior.
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Gréfico 12 — Indice VTT de materiais expostos aos ambientes.
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Fonte: Adaptado de WUFI VTT (2020).

Conforme ¢ apresentado no Grafico 12, o indice do material exposto ao ambiente
externo, isto €, o revestimento de tinta externa esta sujeito a um indice de 2,08. A ASHRAE
160 define que o inaceitavel ¢ acima de 3, mas um valor entre 1 e 2 j& carece de muita atencao,
ainda mais este, que foi alcangado em menos de 6 meses de analise.

O software s6 permite mostrar a classificacao final de crescimento com dados de, no
minimo, um ano. Assim, fez-se uma previsao baseada no comportamento historico, no qual as
condicionantes do inicio da analise (dia 11/09/2019) comegaram a se repetir novamente depois
do ultimo dia de analise (dia 11/02/2019) formando um ciclo de repeticao. Com estes dados foi
possivel estimar a previsao de crescimento fingico dos materiais, sendo:

a) camada de bloco e argamassa: “pequenas quantidades microscopicas de mofo na
superficie” sendo aceitavel;

b) camada de tinta exposta ao ambiente interno: “pequenas quantidades microscopicas de
mofo na superficie” sendo aceitavel;

c) camada de tinta exposta ao ambiente externo: “mofos visiveis a olho nu com cobertura
de 10 — 50% do elemento ou acima de 50% de cobertura de mofo através do

microscopio”, sendo inaceitavel.



95

4.4.5 Modelo Biohigrotérmico

Pelo Modelo Biohigrotérmico (SEDLBAUER, 2002) e no Grafico 13 ¢é possivel ver que
o crescimento fungico, que comeca em novembro por conta de seus periodos com umidade
superior a 80%, se estagna em dezembro e volta a crescer novamente em janeiro. Claramente,
a argamassa interna seria um ambiente que possivelmente ocorreria um maior crescimento de
fungos se comparado ao de tijolo. No periodo de andlise, 5 meses, foi previsto um crescimento
de 72 mm na argamassa e aproximadamente 66 mm no elemento de bloco de alvenaria. No ano,
o software estima que haja um crescimento de cerca de 160 a 173 mm/ano, sendo este valor

classificado como “amarelo”, que necessita de aten¢ao ou de mais investigacoes.

Grafico 13 — Modelo biohigrotérmico do elemento de vedagao.
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Fonte: Adaptado de WUFI Bio (2020).

Para a camada de tinta exposta ao ambiente interno e externo utilizou-se as mesmas

caracteristicas da analise do elemento de vedagao: tipo II com umidade relativa inicial do esporo

de 50% (vide Grafico 14).
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Grafico 14 — Modelo biohigrotérmico de materiais expostos aos ambientes.
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Fonte: Adaptado de WUFI Bio (2020).

Conforme Grafico 14 ¢ possivel ver o crescimento fingico anual de materiais expostos
ao ambiente interno, que chegou a 8,35 mm/ano, valor considerado muito baixo e aceitavel. Ja
o material exposto as intempéries externas, isto ¢, a camada de tinta exterior, teria uma
colonizagdo fungica com crescimento de 744 mm/ano, considerado um valor inaceitavel, a

medida que o maximo ¢ 200 mm/ano.

4.4.6 Consideracoes Sobre os Modelos adotados

A Tabela 18 mostra uma andlise comparativa entre os modelos de previsao de
crescimento fingico utilizados neste estudo.

Os métodos de isopletas tém uma caracteristica em comum que ¢ considerar
principalmente a temperatura e umidade como condicionantes, desconsiderando outros
parametros, como tempo de exposi¢ao. O método de Smith and Hill (1982) foi um dos primeiros
a mostrar a estimativa de crescimento de fungos, no entanto, ndo faz diferenciagdo a respeito
do tipo de substrato. J& o modelo ESP-r (CLARKE et al.,1999) apresenta algumas
desvantagens, como ndo considerar a presencga de fungos com temperaturas superiores a 30° C
(valores muito recorrentes em paises como o Brasil) e ndo apresenta uma estimativa de

crescimento, sendo apenas qualitativo. O ultimo modelo de isopleta utilizado, proposto por
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Sedlbauer (2001), foi o primeiro a considerar diferentes tipos de substrato. No entanto, os
valores limites sao encontrados em experimentos estacionarios de laboratério, que para
Vereecken e Roels (2012) ¢ uma limitagdo, ja que o método ndo considera uma secagem do

esporo.

Tabela 18 — Andlise comparativa entre modelos de previsdo de crescimento fungico.

Smith peopietas Time of Hens VTT B?Ohi.gro

e Hill ESP-r Sedlbauer Wetness (1999) (2000) térmico

(1982) (1999) (2001) (TOW) (2002)
Temperatura N N N N
Umidade Relativa \ \ \ \ \ \ \
Tempo de Exposi¢do V \ \ v
Tipo de Substrato \ \ \
Inicio do Crescimento \ \ \ \ \ \
Estimativa do Crescimento v \ \ \
Limite de Crescimento v \ v \ \ \ \
Software Computacional \ \

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

O modelo Tempo de Molhagem (ADAN, 1994) possui um critério quantitativo de
ocorréncia de fungos, que ¢ o valor 0,5, e analisa as variaveis de tempo de exposi¢ao e umidade
relativa. No entanto, ndo podem ser feitas conclusdes significativas em relacdo a este modelo,
j& que ele analisa apenas alguns substratos, limitando sua abrangéncia, devendo ser utilizado
com outro método complementar.

O modelo de Hens (1999, 2006) trabalha com duas condicionantes em duas possiveis
andlises. A primeira andlise ¢ uma isopleta que apresenta a temperatura e umidade relativa
limite para o comeco do crescimento fingico. A segunda analise, muito mais completa, mostra
uma relacdo da umidade limite para cada tempo de exposi¢ao, sendo uma versao aperfeicoada
do Tempo de Molhagem de Adan (1994). Com este modelo ¢ possivel saber em quais dias
especificos houve um crescimento fingico. O método proposto ¢ exigente pois ndo considera
pequenas flutuagdes. Por exemplo, se um ambiente mantém uma umidade relativa do ar de 90%
por 6 dias e no sétimo a umidade cai para 88% em determinada hora e logo depois volta para
90% por mais um dia, segundo o modelo, ndo haveria risco de germinagdo de fungos,
simplesmente por causa de uma redug@o de 2% de UR em uma hora desses oito dias.

O modelo biohigrotérmio de Sedlbauer (2002) apresenta a quantidade de mofo em
termos do tamanho de crescimento; ja o VIT (Hukka; Viitanen, 1999; Viitanen, Hanhijérvi,

Hukka, et al., 2000) usa um indice de seis niveis, cada qual com sua respectiva faixa de
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crescimento. Ambos os modelos consideram diferentes substratos, mas o VTT apresenta
diversas opc¢des de materiais de constru¢do enquanto o Modelo Biohigrotérmico tem apenas
uma opg¢ao que representa todos os materiais de constru¢do. Ambos os modelos analisam
condicionantes ambientais e propriedades do material de construcdo, além de fazerem analises
estatisticas através de seus programas computacionais; diante disso, estes sao os mais eficazes
e assertivos para se avaliar e prever o crescimento fingico.

Conforme Tabela 19 ¢ possivel ver, através de todos os modelos de carater qualitativo
€ quantitativo, as predi¢des do crescimento flingico nos materiais de construgdo que compde o
elemento de vedagao vertical do estudo de caso. Através dela, ¢ possivel afirmar:

a) para todos os modelos, havera o crescimento fingico nos materiais expostos ao
ambiente externo, este valor pode alcangar dimensdes de até 744 mm/ano, numero que
ira causar prejuizo estético a edificag¢do, assim como a seus ocupantes;

b) nos materiais constituintes do elemento de vedacdo vertical (argamassa e bloco de
alvenaria) a tendéncia € que ndo ocorra ou seja pouco provavel o aparecimento de fungos
e caso ocorra, ndo ultrapassara valores de 173 mm/ano, sendo aceitavel;

C) nos materiais expostos ao ambiente interno, a probabilidade ¢ que ndo ocorra

crescimento fingico, e se ocorrer, serd muito insignificante.

Tabela 19 — Resultado final da previsao de crescimento.

Materiais

Materiais L Materiais
constituintes do
expostos ao expostos ao
elemento de .
amb. externo ~ . amb. interno
vedagdo vertical
Modelos qualitativos Havera crescimento nos elementos de vedagao?
ESP-r (1999) Sim Pouco provavel Poqu|§5|mo
provavel
Time of Wetness (TOW) Sim N3o N3o
Hens (1999) Sim N3o Nao
VTT (2000) Sim Pouco provével ' ouduissimo
provavel
Modelos Quantitativos Estimativa do Crescimento (mm/ano)
Smith e Hill (1982) 36,5 -182,5 35,5 < 3,65
Sedlbauer (2001) <365 =0 =0
Modelo Biohigrotérmico 744 160-173 8,35

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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5 CONCLUSAO

Este trabalho apresentou uma proposta de sistemdtica para investigagao da presenca de
fungos em elementos de vedacao vertical de edificagdes, vulgo paredes, através de um estudo
de caso em ambiente hospitalar, devido as consequéncias que estes organismos podem causar
neste tipo de edificacdo e em seus usuarios.

Com base no estudo de caso, foi possivel observar que o ponto mais umido (ponto 2)
foi aquele onde ocorreram o maior numero de unidades formadoras de colonia nas amostras.
Este ponto estd exposto a intempéries externas, mas diferentemente do local 1, ndo recebe luz
solar direta, o que impede a evaporagdo de sua umidade e consequentemente a secagem de
esporos. Além disso, neste ponto abrigou-se duas das trés espécies que mais oferecem risco a
edificacdo e a seus ocupantes; no caso deste estudo: o hospital e seus pacientes. Quanto ao tipo
de material constituinte do elemento de vedagdo vertical, a camada de tinta foi aquela que
abrigou o maior nimero de colonias fingicas, uma vez que estd exposta aos aerossois do
ambiente interno, que podem conter uma gama de esporos fungicos. Ja a camada de argamassa,
que ¢ a segunda mais exposta, foi a que possuia 0 menor numero de colonias, uma vez que os
materiais a base de cimento sdo muito adversos a estes microrganismos.

Como em outros trabalhos, os géneros que foram mais encontrados foram o Aspergillus,
Cladosporium e Penicillium; que s3o responsaveis por causar a desfiguracdo estética das
edificagdes em tonalidades escuras e esverdeadas, além de serem uma das causas da sindrome
do edificio doente. Dos fungos encontrados que necessitam de maior atengdo, os géneros
Aspergillus, Cladosporium e Bipolaris sao aqueles que possuem a maior capacidade de se
instalar em materiais de constru¢do, e concomitantemente, de serem o possivel agente de
infec¢des hospitalares.

Nos procedimentos adotados foi possivel observar a capacidade da edificagdo,
especificamente o elemento de vedacdo vertical, em absorver as oscilagdes de temperatura,
configurando sua capacidade isolante. Esta caracteristica influenciaria na redu¢do do
crescimento fingico, uma vez que limita a condensacao de vapores nas superficies construtivas
internas, sendo a possivel fonte de umidade local. Portanto, através dos modelos de previsao de
crescimento fungico foi possivel concluir que nos materiais de constru¢ao expostos ao ambiente
externo ocorrera o crescimento ¢ estabilizagao de fungos, em valores que podem alcangar mais
de 700 mm/ano. J4 nos materiais constituintes do interior do elemento de vedacao vertical e
aqueles expostos ao ambiente interior, também haveria um crescimento, no entanto, de forma

mais amena e possivelmente imperceptivel. Assim, ¢ possivel constatar a capacidade da
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edificacdo de proteger as areas internas das intempéries, que neste estudo de caso, foi
satisfatoria.

Os modelos de estimativa de crescimento fungico auxiliaram a prever a proliferagao de
fungos para que medidas possam ser adotadas. Muito destes métodos ndo tem critério de
aceitacdo e alguns deles desconsideram as condicionantes dos substratos, como o pH, a
presenca de nutrientes, porosidade e rugosidade; fatores que influenciam diretamente o
aparecimento de mofos e bolores em uma superficie. Apesar da limitacdo, as metodologias sdo
passiveis de serem utilizadas, principalmente se usadas em conjunto ou em andlises
comparativas. Assim, ressalta-se que € necessario a criagao de um modelo mais completo, que
consiga analisar a presenca de fungos e de todas suas condicionantes de crescimento, assim
como as do substrato, de forma mais holistica possivel.

A sistematica apresentada foi satisfatdria para se estudar a contaminagao por fungos no
interior de elementos verticais, uma vez que foi possivel encontrar géneros associados ao
ambiente construido; cabe, no entanto, avaliar sua reprodutibilidade. O trabalho contribuiu,
através das técnicas propostas, com novas formas de se investigar a presenca destes
microrganismos nas edificagdes, principalmente no ambiente hospitalar, visto que as

consequéncias nesses locais sao mais prejudiciais.

5.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Recomenda-se, para trabalhos futuros:

a) o estudo de um ambiente com controle fungico maior, como em centros cirurgicos e
salas de transplantados, para que entdo seja possivel sugerir medidas eficazes no
controle e combate ao crescimento fingico em superficies construtivas;

b) aavaliagdo da reprodutibilidade da metodologia proposta neste estudo;

c) considerar os esporos flungicos presentes no ar, fazendo sua coleta e andlise, e
relacionando-os com as espécies fungicas presentes nos materiais de construgdo, para
entender sua real influéncia;

d) aanalise de um maior nimero de pontos de coleta em diferentes ambientes, com alturas
e niveis de exposicao a luz solar diferentes, a fim de se avaliar a real relagdo destas duas
condicionantes com a contaminagao fungica em materiais de construgao;

e) aavaliagdo de outras condicionantes dos materiais de construgdo como a rugosidade e

a porosidade dos materiais, assim como sua capacidade de absorc¢ao de agua,;
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a otimizagao no procedimento de identificagdo de amostras de modo que nenhuma delas
se perca durante o processamento;
a criacdo de novos produtos e métodos que combatam a proliferacdo de fungos no

ambiente construido.
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APENDICE B — Identificacio de géneros flingicos

Os isolados purificados foram fotografados em suas respectivas placas na frente e no
verso e agrupados segundo algumas caracteristicas macromorfologicas como textura da
superficie da colonia, cor, aspecto da borda e o tempo e intensidade do crescimento. As colonias
purificadas tiveram seu DNA extraido e o produto final passou pela ferramenta biomolecular
utilizada na amplificacdio de amostras de DNA, a chamada PCR (reagdo em cadeira de
polimerase) utilizando o oligonucleotideo sintético (GTG)s. O produto desta etapa passou por
uma eletroforese, formando bandas onde pode-se identificar a diferenca ou semelhanga genética
entre as colonias. Cada colonia distinta passou por um sequenciamento da regido espagadora

transcrita interna (ITS1-5.8S-ITS2) do gene do RNA ribossomal (rRNA).

1 Extragdo de DNA Fungico

As placas contendo as coldnias purificadas tiveram seus micélios raspados e colocados
num tudo de 1,5 mL (até completar a metade do tubo), adicionando 400 uL. de tampao de lise.
Sabe-se que a célula fungica ¢ composta pelo citoplasma (onde ficam as organelas), pela
membrana plasmatica e pelo nucleo, onde estd o DNA. Assim, para extrai-lo € necessario causar
a lise celular, isto é, o rompimento das membranas celulares e a liberagdo das organelas e do
nucleo. No caso deste estudo, foi utilizado o tampao de lise Tris-HCl -
trishidroximetilaminometano 0,05 M, EDTA - acido etilenodiamino tetra-acético 0,005 M,
NaCl 0,1 M e SDS — s6dio dodecil sulfato 1%. Esta mistura foi deixada a 20°C por cerca de 10
minutos. Além disso, a solu¢cdo de micélios com o tampao foi também inserida no extrator
celular Bullet 600 BlenderTM 24 (Uniscience) e macerada juntamente com trés esferas de aco
inox (3,175 mm de diametro).

Na solucao contendo o lisado celular foram inseridos 162 uL do tampdo de extragdo
CTAB (detergente cationico de brometo de cetil-trimetil amonio) que ajudar a separar o DNA.
A solucao foi entdo inserida no vortex para homogeneizagao e incubada por 10 minutos a 65
°C. Posteriormente, foram acrescidos 570 puL da mistura cloroférmio/alcool isoamilico (24:1)
seguido de homogeneizagado. O tubo foi deixado por 30 minutos em gelo. O objetivo desta etapa
¢ fazer a separacdao em fases da solugdo, a parte mais polar do lisado migraria para o alcool
isoamilico e a menos polar iria para a fase de cloroférmio. Para facilitar esta separacdo de fases
o contetdo foi centrifugado a 13.200 rpm por 15 minutos. O DNA fica na fase de menor

densidade, assim, o liquido sobrenadante ¢ transferido para um novo tubo de 1,5 mL.
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No novo tubo foram inseridos 10% do volume de uma solugao de acetato de s6dio 3 M.
O tubo passou novamente por uma homogeneizacao em gelo por 30 minutos e, posteriormente,
foi centrifugado a 13.200 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi novamente transferido para
um novo tubo, onde foram acrescentados 50% do volume de isopropanol (Merck) e mantido
por 15 minutos para ajudar na precipitacdo do DNA. O tubo passou por uma centrifugacao a
13.200 rpm por 5 minutos e desta vez, o sobrenadante foi descartado por inversdo, uma vez que
o DNA se assentou no fundo do tubo. Posteriormente, adicionou-se mais 200 puL de etanol
(Merck) 70% frio e a suspensdo foi novamente homogeneizada. A amostra foi entdo
centrifugada a 13.200 rpm por 5 minutos e o sobrenadante desprezado mais uma vez. A amostra
foi entdo deixada para secagem por 24 horas.

Apos a secagem, foram adicionados 50 pL. de Tris-EDTA (Tris-HCI 0,01 M e EDTA
0,001 M), um agente quelante. A amostra foi incubada por 60 minutos a 65 °C para hidratacao
do DNA. Esta solugdo hidratada do DNA passou por um espectofotdmetro a 260/280 nm
(NanoDrop ND 1000 Thechnologies, EUA) para a quantificagdo do DNA extraido.

2 PCR

Quando se extrai o DNA de fungos, ha chances de que o produto final, isto ¢, a sequéncia
de DNA extraida, seja insuficiente. Assim, ¢ necessario fazer a PCR (reagdo em cadeia da
polimerase) que ¢ uma ferramenta biomolecular utilizada na amplificagdo de amostras de DNA.
Neste estudo, o DNA total extraido foi submetido a PCR através do iniciador (GTG)s.

A PCR consiste, primeiramente, no aumento da temperatura de reacdo para desnaturar
o DNA. Essa fase, chamada de desnaturacdo, ocorre a 95°C e ¢ responsavel por alterar sua
estrutura de dupla hélice e quebrar as ligagdes entre as bases nitrogenadas resultando na
formacdo de duas fitas moldes. A etapa conseguinte ¢ a insercdo dos primers. A enzima
responsavel pela sintese de DNA, DNA Polimerase, ndo ¢ capaz de iniciar a producdo de uma
nova fita utilizado apenas uma fita molde do DNA. Assim, utiliza-se um iniciador (ou primer),
que sdo pequenos segmentos de RNA que conseguem iniciar a ligacdo nas fitas moldes na
direcdo 3' para 5', chamada de fase de anelamento, a 50°C. A temperatura entdo ¢ elevada a 72°
para dar inicio a fase de extensdo da fita de DNA, alcancada através da ligacdo das bases
nitrogenadas com o auxilio da DNA polimerase. Por fim, a temperatura ¢ reduzida para que
ocorra novamente a formagao da estrutura em dupla hélice semelhante a original e o inicio de
um novo ciclo.

Assim, a PCR deste estudo utilizou os seguintes produtos:
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a) 2,5 pL de tampao 10X (MBI Fermentas), que ajuda a manter o sistema em equilibrio
para que a enzima DNA polimerase nao se desnature;
b) 1 puL de dNTP 0,05 mM (Invitrogen, EUA), que sdo as bases nitrogenadas do DNA

(adenina, guanina, citosina e timina);

c) 1,5 uL de MgCI2 1,5 mM (MBI Fermentas), que atua como cofator otimizando a reagao
quimica;

d) 2 pL do iniciador (primer) (GTG)s 10 pmol-1 (Invitrogen, EUA);

e) 0,2 uL de tag DNA polimerase 1,25 U (MBI Fermentas);

f) 1a5 puL do DNA extraido (de maneira que a reacao final contenha entre 50 a 500 ng/uL
de DNA);

g) completou-se com agua esterilizada a reacao final até formar 25 pL.

A PCR foi feita em um termociclador PCR Express (Vapo.protect - Eppendorf) que ¢
um equipamento que simula ciclos de variacdes de temperatura. A sequéncia de ciclos seguiu
as seguintes etapas:

a) fase inicial de desnaturacdo a 94 °C por 2 minutos e 40 ciclos de desnaturagdo a 95 °C
por 45 segundos;

b) anelamento a 50 °C por 1 minuto, que é quando os primers iniciam a ligagdo nas fitas
moldes de DNA;

c) extensdo a 72 °C por 1 minuto e extensdo final a 72 °C por 6 minutos, que ¢ quando as
bases nitrogenadas sao ligadas nas fitas pela DNA polimerase.

Para validar a multiplicacdo das fitas de DNA, os produtos amplificados passaram pela
etapa de eletroforese. Assim, os produtos foram inseridos em gel de agarose (Pronadisa, 635
Espanha) a 1,5%, que apds se solidificar foi mergulhado numa cuba contendo tampao TBE
0,5% (54 g de Tris Base, 27,5 g de acido borico, 20 mL de EDTA 0,5 M, pH 8,0) e deixado por
60 minutos com a uma voltagem de 80 volts para obteng¢ao de bandas. O gel foi corado com
uma solucio do agente eGelredTM (Biotium, EUA) a 0,2%. A medida que a corrente passava
pelo liquido, o produto com coloragdo migrava de um eletrodo para o outro, sendo visualizado

e analisado segundo os padrdes de deslocamento sob luz ultravioleta.
3 Amplificagcdo do gene RNA ribossomico
Cada agrupamento teve o gene do RNA ribossémico (rRNA) amplificado utilizando os

iniciadores ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-37) e ITS4 (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’).
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Para alcancgar a amplificagdo, foi necessario primeiramente fazer a PCR, que continha:
5,0 uL de tampdo 10X (Fermentas) (para ajustar o meio de a¢do das enzimas);

2,0 uL. de ANTP 10 mM (Invitrogen, EUA) (nucleotideos);

3,0 uL de cloreto de magnésio (MgClz) 25 mM (Fermentas) (cofator enzimatico);

1,0 uL de ITS1 e ITS4 10 umol-1 (Invitrogen, EUA) (iniciadores);

0,2 uL de Tag DNA polimerase 1,25U (Fermentas);

1,0 a 5,0 puL de DNA contendo 50 a 500 ng/uL;

completou-se com agua de injecdo (dgua extremamente pura) até alcangar um volume
de 50 pL.

Toda a operacdo foi realizada no temociclador PCR (Vapo.protect - Eppendorf) nas

seguintes premissas:

a)
b)
©)
d)
e)

primeira desnaturagdo a 94 °c por 5 minutos;
desnaturagdo em 35 ciclos a 94 °c de 1 minuto;
anelamento a 55 °c;

extensao inicial a 72 °c por 1 minuto;

extensao final por a 72 °c por 5 minutos.

Para analisar os amplicons , isto é, os produtos de amplificagdo, foi necessario submeté-

los em uma aplica¢do em gel de agarose (Pronadisa) em 1% em tampao TBE 0,5% (54 g de

Tris Base, 27,5 g de 4cido boérico, 20 mL de EDTA 0,5 M, pH 8,0) e mergulhados na cuba de

eletroforese a 120 V para obtencao das bandas. Os géis foram colorados com a ajuda de uma

solucao de GelRed (Biotium) e analisados sob luz ultravioleta (UV) através de um sistema de

captacdo de imagem (Vilber Lourmat).

4 Purificag¢do dos amplicons

Os resultados obtidos nas amplificacdes das reagdes de PCR, isto €, os amplicons, foram

purificados para serem preparados para o sequenciamento. Isto foi feito utilizando a

metodologia de EDTA- Etanol. A purificagdo seguiu as seguintes etapas, consecutivamente:

a)

b)

c)
d)

juntamente ao produto da ferramenta PCR, adicionou-se 141 puL de Etanol e 11,25 puL
de EDTA;

a solucao manteve-se por 15 minutos em temperatura ambiente;

centrifugou-se o tubo contendo a solugdo em 13.500 rpm por 25 minutos;

retirou-se o sobrenadante por inversdo e adicionou-se ao tubo contendo 120 pL de etanol

70% resfriado a 4 °C,;



g)
h)

)

119

centrifugou-se o tubo novamente em 13.200 rpm por 10 minutos e o retirou-se o etanol
por inversao;

o tubo com a solucdo manteve-se a temperatura ambiente para evaporagdo de todo o
excesso de etanol;

adicinou-se 10 ul de 4gua para injecao estéril;

homogeneizou-se o tubo em voértex por 15 segundos;

incubou-se o tubo em banho-seco por 60 minutos a 37 °C;

o produto final foi dosado em NanoDrop ND 1000 (NanoDrop Technologies) e foram

utilizando apenas aqueles que apresentaram dosagens 80 e 150 ng/pL.

5 Reacdo de Sequenciamento

Os produtos obtidos nas amplificagdes passaram por um sequenciamento, isto €, uma

metodologia da biologia molecular que tem como objetivo determinar a ordem das bases

nitrogenadas da molécula de DNA: adenina (A), guanina (G), citosina (C) e timina (T).

Neste estudo, o sequenciamento de DNA foi do tipo Sanger Automatizado e foi feito

utilizando o kit Big Dye versao 3.1 (Applied Biosystems) com o sistema automatizado 810 ABI

3730. Para o sequenciamento foram utilizados:

a)
b)

a)

5 a 20 ng do DNA (purificado);

reagentes ¢ iniciadores presentes no kit Big Dye.

Para a reacdo de PCR, foi necessario:

96 pocos de volumes de 1 pul. do tampao do kit Big Dye. (presente no kit de
sequenciamento);

1 uL de Big Dye;

1 puL do iniciador a 5 umol-1;

1 a5 uL de DNA;

completou-se o volume final com 4gua para injeg¢do autoclavada.
O programa de termo ciclagem foi feito da seguinte forma:
primeira desnaturag@o por 1 minuto a 36 °c;

desnaturagao em 36 ciclos de 15 minutos a 96 °c;

anelamento por 15 segundos a 50 °c;

extensdo por 4 minutos a 60 °c.

6 Analise computacional das sequéncias
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As sequéncias de bases nitrogenadas nos DNAs encontrados nas amostras foram
analisadas através do banco de referéncia de fungos no GenBank através do software BLASTn
(versdo 2.215 do BLAST 2.0). As sequéncias das amostras de fungos analisadas foram
comparadas aquelas presentes no banco de dados do GenBank, e os resultados que apresentaram
o menor valor de E e identidade maior que 99%, além da proximidade filogenética, analisada
pelo software MEGA 6 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (TAMURA et al., 2013)

foram considerados como pertencentes ao mesmo género fungico.
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APENDICE C — Colonias identificadas

Das 24 colonias encontradas neste estudo, 17 foram identificadas através dos
procedimentos propostos no APENDICE B. As demais ndo foram possiveis de serem
sequenciadas, sendo referidas neste estudo como N.I. (ndo identificada). Segue as coldnias
identificadas a nivel de género sdo mostradas na Tabela 1 e nas figuras deste Apéndice.

Tabela 1 — Coldnias Identificadas.

Amostra Género

1Al N.I.

1All Bipolaris
1Al N.I.

1AV Aspergillus

1AV Cladosporium
1AVI Septoriella
1AVII Cystobasidium
IAVIII N.I.

1AIX N.I.

1CX N.I.

1CXl N.I.
1CX1 Penicillium

2Al Aspergillus

2All Aspergillus
2AllI Aspergillus
2AIV N.I.

2AV Cladosporium
2BVI Cladosporium
2BVII Periconia
2BVIII Aspergillus
2BIX Penicillium

2CX Penicillium
2CXI N.I.
2CXI Penicillium

3Al Cladosporium

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
As fotografias das colOnias encontradas, sequenciadas e identificadas a nivel de género

deste trabalho sdo apresentadas neste apéndice, na Tabela 2.
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Tabela 2 - Coldnias encontradas nos estudos.

(Continua)

1AVII - Cystobasidium

2Al - Aspergillus
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(Continuagao)

2All - Aspergillus 2Alll - Aspergillus

2AV - Cladosporium 2BVI - Cladosporium

2BVII - Periconia 2BVIII - Aspergillus
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(Conclusao)

2CXII - Penicillium 3Al - Cladosporium

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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ANEXO A — Caélculo de transferéncia de calor

Foi utilizado um método matematico proposto pela NBR 15220-2 (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2005) considerando um regime de transferéncia de
calor estacionario entre o ambiente interno e externo. Para o calculo, primeiramente sera
necessario calcular a resisténcia térmica (R) de cada camada. A resisténcia nada mais ¢ do que
a espessura da camada (e) dividida por sua condutividade térmica (A) (Equagdo 5).

R=e/A (1)

Depois de calculada a resisténcia das camadas, sera calculado a resisténcia térmica total
(RT), que ¢ um somatorio da resisténcia da parede (Rt), calculada através do somatorio das
resisténcias de todas as camadas, com a resisténcia da superficie interna (Rsi) e da superficie
externo (Rse), ambos valores normatizados, sendo descrita na Equacao 6.

RT =Rse + Rt + Rsi 2)

Com a resisténcia total é possivel calcular a transmitancia (U), isto €, a quantidade de
calor que atravessa um metro quadrado de um material em cada um segundo a uma estrutura
com um metro de espessura com uma diferenca de temperatura de um Kelvin entre camadas,
que € o inverso da resisténcia térmica total, conforme Equagao 7.

U=1/RT 3)

Com a area de andlise e a transmitancia térmica, ¢ possivel calcular a temperatura
aproximada das camadas que compde uma parede. Para isso sdo necessarias as temperaturas
externas e internas que envolvem a parede. Assim, os dados obtidos pelo data logger da
temperatura do ambiente interior serdo inseridos nos calculos numéricos, assim como os dados
de temperatura do ambiente externo que serdo obtidos junto ao Instituto Nacional de Pesquisas
Espaciais, através do Banco de Dados Meteorologicos para Ensino e Pesquisa (INMET, 2007).

Com a temperatura interna e externa de cada intervalo de tempo sera possivel encontrar
a temperatura das camadas utilizando o célculo do fluxo de calor por area (®/A), sendo a
multiplicagdo entre a transmitancia total e a diferenga de temperatura entre o ambiente interior
para o exterior, descrita na Equacao 8.

®/A=UxAT 4)

Com o fluxo de calor por area ¢ possivel encontrar as temperaturas da camada, uma vez
que ja temos a resisténcia de todas elas. Assim, na camada de argamassa, tem-se a Equacao 9.

®/A x Rsi =T interna — Targamassa (%)

Para a cama de bloco ceramico, ha a Equagao 10.

®/A x Rbloco= Targamassa — Tbloco (6)



