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Isolamento e identificacao de fungos anemofilos no acervo da
biblioteca setorial sul da UFAM

Thalita Victoria Vieira Oliveira', Ana Eduarda de Aquino Veiga?,
Maria Ivone Lopes da Silva?

Resumo

Os fungos anemofilos tém a habilidade de colonizar diferentes substratos e habitats de
forma muito eficiente pois possuem dispersdo aérea. Esses fungos fazem parte de uma
grande diversidade de géneros e espécies, sendo a maioria contaminantes ambientais
que podem ser isoladas faciimente do ar com a utilizagdo de diferentes meios de cultura.
Dessa forma, o objetivo deste estudo foi isolar, identificar e avaliar a diversidade desses
fungos a partir da Biblioteca Setorial Sul no Campus da UFAM. O isolamento foi realizado
através do método de exposicdo ao ar de placas de Petri contendo meio Agar
Sabouraud, Batata Dextrose Agar e Agar Czapek. As placas foram expostas no ambiente
durante um periodo de 15 minutos, distante das paredes e em dreas opostas no setor
pesquisado. Apds a incubacdo, foi observado o crescimento dos fungos, sendo estes
purificados e identificados. Nos resultados foi possivel identificar os fungos: Alternaria sp.,
Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Cladosporium cladosporioides,
Cladosporium herbarum, Curvularia clavata, Curvularia lunata, Fusarium sp., Mucor
hiemalis, Penicillum expansum, Penicillium fellutanum, Penicillium frequentans e Verticillium
sp., sendo mais frequentes os géneros Penicillium, seguido de Aspergillus, Curvularia e
Cladosporium. Os dados obtidos por esse estudo indicam a importdncia do conhecimento
da diversidade de fungos anemdfilos no local, pois alguns dos géneros isolados sdo
causadores de patologias como micose e reacdes alérgicas.

Palavras-Chave: microrganismos, tfaxonomia, diversidade, ar.

Isolation and identification of anemophilous fungi in the collection of the southern
sector library of UFAM. Anemophilic fungi have the ability to colonize different substrates
and habitats very efficiently as they have aerial dispersion. These fungi are part of a great
diversity of genera and species, the majority of which are environmental contaminants that
can be easily isolated from the air with the use of different culture medium. Thus, the aim of
this study was to isolate, identify and evaluate the diversity of these fungi from the Southern
Sectorial Library on the UFAM Campus. The isolation was carried out through the method of
exposure to air of Petri dishes containing medium Sabouraud Agar, Potato Dextrose Agar
and Agar Czapek. The signs were exposed in the environment for a period of 15 minutes,
away from the walls and in opposite areas in the sector surveyed. After incubation, the
growth of fungi was observed, which were purified and identified. In the results it was
possible to identify the fungi: Alternaria sp., Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus niger, Cladosporium cladosporioides, Cladosporium herbarum, Curvularia
clavata, Curvularia lunata, Fusarium sp., Mucor hiemalis, Penicillum expansum, Penicillium
fellutanum, Penicilium frequentans e Verticillum sp. being the most frequent genera
Penicillium, followed by Aspergillus, Curvularia and Cladosporium. The data obtained by this
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study indicate the importance of knowing the diversity of anemophilic fungi at the site, as
some of the isolated genera are the cause of pathologies such as ringworm and allergic

reactions.

Keywords: microorganisms, taxonomy, diversity, air.

1. Introducao

Os fungos sdo organismos
eucariotos, produtores de  esporos
(sexuados e assexuados), com um Corpo
vegetativo formado por  estruturas
ramificadas e filamentosas (hifas) cujo
conjunto constitui o) micélio

(excepcionalmente unicelulares), parede
celular definida composta por quitina e

glucanos, por vezes celulose. Sem
pigmentos clorofilinos (nutricdo
heterotréfica por absorcdo), podem ser
saprobios, parasitas  ou  mutualistas

(MUELLER et al., 2004).

O ar atmosférico torna-se o meio de
dispersdo mais utilizado e mais bem-
sucedido dos fungos. A eficiéncia deste
processo estd associada 4 grande
producdo de esporos e propagacdo de
porcoes miceliais, sendo estes
disseminados, principalmente, quando o
fungo se encontra na sua fase assexuada.
Os fungos que possuem dispersdo aérea
sdo denominados anemdfilos, possuindo
a capacidade de colonizar diferentes
substratos e habitats de forma singular e
muito eficiente, além disso alguns podem
ser bioalergénicos (MEZZARI, et al., 2003).

Em funcdo disso, ndo existem
ambientes livres da presenca fungica.
Esses fungos compreendem uma grande
diversidade de géneros e espécies e
quase tfodos ele) contaminantes
ambientais, podendo ser isolados
faciimente do ar, ufilizando-se meio de
culturas adequados que colonizam
diferentes ambientes (MARTINS-DINIZ et
al., 2005).

Os conidios fungicos
grande parte do material bioldgico
suspenso no ar. O seu monitoramento
pode fornecer informacoes

constituem
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epidemioldgicas importantes quanto aos
géneros presentes e sua quantificacdo.
As concentracoes de fungos no ambiente
sofrem influéncias de diversos fatores,
incluindo varidveis ambientais (como
temperatura e umidade) e fatores fisicos
(forma, tamanho e densidade das
particulas) que podem aumentar a
quantidade de propdgulos no ambiente
(PERDELLI et al., 2006).

Um grande numero de fungos,
encontfrados na poeira e no ar
desempenha papel importante na
patologia médica. Processos alérgicos
como rinite, asma alérgica (caso de
aspergilose broncopulmonar alérgica),
alveolite alérgica, sinusite alérgica ndo
invasiva e micoses pulmonares bem
determinadas sGo algumas das
manifestacoes eventualmente
provocadas pela microbiota fungica
exdogena (JOSEP et al., 1999).

Entre as 150 espécies de fungos
descritfas como patogénicas aos seres
humanos também se encontram as
leveduras, que podem causar diversos
quadros infecciosos com formas clinicas
localizadas ou disseminadas. As portas de
entrada no hospedeiro sdo as vias aéreas
superiores ou quebra na barreira
epidérmica apds traumatismos com
objetos  perfuro-cortantes ~ (MENDES-
GIANNINI e MELHEM, 2001).

Os fungos anemdfilos assim como
podem ser causadores de reacoes
aléergicas em  humanos, também
aumentam a sua distribuicdo para outros
locais ou regides, potencializando o
aumento de micoses em humanos e
animais, bem como doencas em plantas
(WANKE et al., 2000).

Os principais géneros amplamente
distribuidos no ambiente sdo Aspergillus,
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Rhizopus e Mucor, encontrados
principalmente no solo e no ar, vindo
acidentalmente infectar o homem,
causando doenca apenas quando
encontra condicdes especiais favordveis

ao seu desenvolvimento. As
complicagcdes mais frequentes sdo
quadros  infecciosos, reacdes de

hipersensibilidade e toxicidade crénica,
causadas pela ingestdo de seus
metabdlitos (BARNETT e HUNTER, 1972).

A microbiota anemdfila pode ser
diferente em cada cidade ou regido sob
a influéncia da temperatura, presséo
barométrica, pluviométrica, umidade
relativa, velocidade do vento e insolagdo
hordria (LACAZ et al., 2002). Mezzari et al.
(2003), verificou a ocorréncia de grande
numero de esporos de fungos no ar na
cidade de Porto Alegre, RS, Brasil, sendo
eles responsaveis por 1538% das
sensibilizacdes alérgicas em individuos
atépicos com manifestacdes de asma e
ou rinite.

A contagem e caracterizacdo dos
fungos anemofilos, assim como os fatores
internos e externos que levam a formacdo
dessa microbiota, sGo importantes para
avaliacdo de locais onde lida-se com
material bioldgico, fabrica-se
medicamentos e onde hd exposicdo de
funciondrios. Ambientes que, geralmente,
possuem  controle de microbiota
ambiental, evitando assim possiveis
contaminacdes e patologias provocadas
por fungos oportunistas (KNEIFEL et al.,
2002).

A necessidade da expansdo do
conhecimento sobre 0s fungos
anemofilos, o crescente interesse por
microrganismos alergénicos e a procura
de novos indicadores ambientais vem
despertando inferesse no estudo de
fungos anemdfilos no Brasil, j&@ que a
frequéncia e a diversidade dos mesmos
podem estar associadas com fatores
ambientais (SCHOENLEIN-CRUSIUS et al.,
2001). Desta forma, o objetivo deste
trabalho € isolar e identificar fungos
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anemodfilos encontrados na Biblioteca
Setorial Sul no Campus da UFAM.

2. Material e Métodos

Local e Periodo de Coleta

Para a realizacdo deste projeto
foram isolados fungos anemdfilos da
Biblioteca Setorial do Setor Sul localizada
no Bloco O na UFAM nos meses de
outubro/2018 e abril/2019.

Técnica de Isolamento dos Fungos

O isolamento dos fungos foi feito
através do método de exposicdo ao ar,
em triplicatas, de placas de Petri
contendo meio Agar Sabouraud (Sab),
Batata Dextrose Agar (BDA) e Agar
Czapek (Cz). Essas placas foram expostas
no ambiente durante 15 minutos, situadas
de 50 centimetros a 1 metro acima do
piso e distante das paredes e em dreas
opostas no setor pesquisado, sendo essas
dreas o acervo da biblioteca e o local de
estudo dos alunos. Transcorrido o tempo
da coletq, essas placas foram fechadas,
identificadas e conduzidas de maneira
segura até o Laboratdério de Micologia do
Departamento de Parasitologia do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da
UFAM.

As placas incubadas a
temperatura ambiente,
aproximadamente 28°C, por 3 a 7 dias,
com observacoes didrias.

Apds o desenvolvimento, as coldnias
foram contadas e, em seguida, repicadas
para fubos de ensaio contendo o
respectivo meio de cultura em que foram
isoladas.

foram

Técnica de purificacao das colonias
microbianas isoladas

As colbénias que apresentaram
contaminagdo foram purificadas até
se obter culturas puras.

A técnica de purificacdo foi
realizada através da cultura
monosporica das amostras de fungos.
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Com o auxilio de uma alca de platina
foi retrado um pequeno fragmento
de indculo, e transferido para tubo
contendo 10 mL de solucdo dagua
destilada, agitando em voértex (SAO
JOSE et al., 1994). Foi readlizada a
diluicdo em série, retirando-se 100 uL
da suspensdo da amostra,
fransferindo-a para um tubo
contendo 900 yL de dgua destilada
(diluicdo 101), a diluicdo foi entdo
homogeneizada e a operacdo
repetida em diluicdes sucessivas até a
diluicdo de 103. Ao final da série de
diluicoées, foi inoculada 100 uL das
diluicées 103 nas placas contendo
meio de cultura Agar Sabouraud,
Agar Batata Dextrose e Agar Czapek,
pH 6.8. As placas devidamente
identificadas foram incubadas d
temperatura de 28°C por um periodo
de 48 horas. Apds este periodo,
iniciou-se a separacdo das coldnias
para tubos identificados contendo os
mesmos meios de isolamento e
incubados por oito dias. As amostras
puras foram repicadas em placas de
Petri contendo BDA e Agar Czapek
com pH 6.8, por oito dias para
identificacdo a nivel genérico e
especifico.

Técnica de microcultivo em lamina

Para identificacdo morfoldgica dos
fungos foi uliizada a técnica de
microcultivo em I&dmina, segundo Riddell
(1950), modificada, foi colocado
inicialmente um pedaco circular de
papel filtro sobre o fundo de uma placa
de Peftri, a qual recebeu sobre o papel um
par de ldminas, 76 x 26 mm e laminulas e
em seguida, esterilizadas em autoclave.
Para inoculacdo, dois blocos de meio de
cultura  (Agar Sabouraud, BDA ou
Czapek) foram transferidos com uma
espdtula para a superficie central da
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lGdmina estéril contida na placa. Nas
quatro extremidades do bloco de meio
foi inoculada um fragmento da colénia.
Duas laminulas estéreis foram depositadas
sobre a superficie dos blocos de meio de
cultura. Com uma pipeta, uma pequena
quantidade de dgua destilada
esterilizada foi depositada no fundo da
placa para umedecer o papel de filtro,
suficiente para manter umidade por
cinco a sete dias. Quando o crescimento

fungico mostrou-se visualmente
suficiente, as laminulas foram
cuidadosamente removidas e entdo

dispostas sobre uma gota do corante
Azul-de-lactofenol na superficie de uma
IGmina de 76 x 26 mm e analisadas em
microscopia optica (ONIONS et al., 1981).
As colbnias que ndo desenvolverem
estruturas reprodutivas foram
reinoculadas e submetidas & variagdo na
temperatura, pH, luz e nutrientes para
estimular o desenvolvimento reprodutivo.

Analise Estatistica dos Dados

Foi utilizada a seguinte metodologia
para determinar a diversidade e
frequéncia com que esses organismos se
desenvolvem:

a) Frequéncia de ocorréncia (%) — a
frequéncia de ocorréncia (LOBO e
LEIGHTON, 1986) €& expressa em
porcentagem e calculada para cada
espécie durante o periodo de estudo. As
espécies sdo consideradas:

Constantes: quando F>50%

Comuns: quando 10%<F<50%

Raras: quando F<10%

F=PA/P*100 onde

PA = n° de meses onde a espécie
esteve presente

P = n° total de meses coletados

Preservacao dos Fungos

Os fungos identificados e
devidamente purificados e esporulados
foram preservados no Laboratério de
Micologia  do  Departamento  de
Parasitologia do ICB/ UFAM, segundo



Ciéncias Bioldgicas

método de Castellani (1939), no qual
fragmentos (10) de meio de cultura
contendo colénias puras do fungo
(aproximadamente 5 mm x 10 mm) foram
depositados em um pequeno frasco
contendo dgua destilada esterilizada,
sendo posteriormente identificado,
selado e armazenado em temperatura
ambiente.

Identificacao dos Fungos
Os fungos foram identificados por

meio de observacdes macro e
microscopicas e com o auxiio de
bibliografia  especializada  (BARNETT,
HUNTER, 1972; SCHIPPER, 1975;

CARMICHAEL et al., 1980; DOMSCH,
GAMS, ANDERSON, 1993; O'DONNELL,
1979; ALVES et al., 2002; LACALZ et al., 2002;
SEIFERT et al., 2011; TEIXEIRA, 2011).

As colbnias que ndo foram
identificadas a nivel especifico foram
classificadas a nivel de género.

3. Resultados e Discussiao

Durante o isolamento dos fungos, foi
readlizada a contagem do nUmero de
colbénias desenvolvidas. Foi obtido, nas
duas coletas, um total de 499 coldnias,
distribuidos em: primeira, 305, e segunda,
194,

A Tabela 1 apresenta a quantidade
total de colénias e os géneros de fungos
em relacdo aos meios de cultura
utilizados. Foram identificados: Alternaria
sp., Aspergillus flavus, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus niger, Cladosporium
cladosporioides, Cladosporium herbarum,
Curvularia clavata, Curvularia lunata,
Fusarium sp., Mucor hiemalis, Penicillium
expansum, Penicillium fellutanum,
Penicilium frequentans e Verticillium sp.,
sendo  Penicilium o género mais
frequente com 271 coldnias no total.

Além dessas espécies, também foi
observado o desenvolvimento de fungos
que ndo esporularam (Mycelia sterilia) e
alguns fungos unicelulares (leveduras).
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Todos os géneros identificados nesse
trabalho, j& foram citados em outros
estudos de fungos anemdfilos em outras
regioes.

A maioria dos isolados apresentou
desenvolvimento no meio de cultura Agar
Sabouraud e Agaz Czapek. O meio
Batata Dextrose Agor apresentou com
menor quantidade e diversidade de
espécies em comparacdo aos anteriores.

Além desse estudo, nos resultados
obfidos por Menezes, Alcafor e Cunha
(2006) no isolomento de  fungos
anemofilos na sala de periddicos da
biblioteca de Ciéncias da salde da
Universidade Federal do Ceard foi
observada a maior frequéncia dos
géneros: Aspergillus sp., Penicilium sp.,
Curvularia sp. e Cladosporium sp.

De acordo com a Tabela 1 pode ser
observada a maior frequéncia dos
géneros Penicillium spp., seguido de
Aspergillus spp., Cladosporium spp. €
Curvularia spp. Estes géneros também
foram frequentes no trabalho de Martins
(2014) que identificou fungos anemofilos
presentes na biblioteca publica do
municipio de Ariguemes, Ronddnia, Brasil
onde destacaram-se 0s  géneros:
Acremonium  sp., Cladosporium  sp.,
Penicillium sp., e Aspergillus sp.

A Figura 1 apresenta a comparacdo
dos fungos isolados nos meses de

outubro/2018 e abril/2019.
120 A
O Alternaria
100 B Aspergillus
20 O Cladosporium
B Curvularia
60 .
@ Fusarium
40 | B Mucor
20 | @Penicillium
OVerticillium
0 ,
Outubro Abril Olevedura
Figura 1 - Comparacdo dos fungos anemdfilos

isolados da biblioteca Setor Sul, UFAM, entre os
meses coletados (out/18 e abr/19).
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Tabela 1: Géneros de fungos anemdfilos isolados da Biblioteca Setorial do Setor Sul da UFAM,

Out/2018 e Abr/2019, Manaus, AM.

Géneri:sde Cultura Agar Sabouraud BaiaiigDce‘:drose Agar Czapek
Alternaria sp. 1
Aspergillus flavus 2
Aspergillus fumigatus 2
Aspergillus niger 45
Clodoqurigm 5
cladosporioides
Cladosporium herbarum 1 5
Curvularia clavata 2
Curvularia lunata 31 1
Fusarium sp. 1
Mucor hiemalis 1 1
Penicillium expansum 65
Penicillium fellutanum 7 15 26
Penicillium frequentans 21 60
Verticillium sp 1
Leveduras 18 15 3
Mycelia sterilia 4 4 5
Total 128 66 148
Conforme a Figura 1, o més de foram isoladas em ambas coletas e

outubro apresentou maior diversidade de
géneros assim como a maior quantidade
de colbnias. Também pode ser
observada, tanto em outubro quanto em
abril, a regularidade dos géneros
Penicilllum e Aspergillus. Estes Ultimos se
destacaram e desenvolveram maior
guantidade de coldnias em ambas
coletas em comparacdo a outros
géneros.

De acordo com a andlise estatistica,
as espécies que obtiveram 100% de
frequéncia de ocorréncia seguindo a
metodologia de Lobo e Leighton (1986)

B6

consideradas constantes. As espécies
constantes  foram: Aspergillus  niger,
Cladosporium herbarum, Cladosporium
cladosporioides, Curvularia lunata, Mucor
hiemalis,  Penicilium  fellutanum e
Penicilium frequentans.

As espécies comuns com 50% de
frequéncia de ocorréncia, que foram
isoladas em apenas uma coleta, foram
Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus e
Curvularia clavata.

Por fim, as espécies raras que
obtiveram frequéncia menor que 10%
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foram Alternaria sp.,
Verticillium sp.

Segundo Rodriguez-Amaya e
Sabino (2002) os géneros Penicilium e
Aspergillus podem ser produtores de
micotoxinas as quais, conforme a
exposicdo podem ser nocivos a saude
humana.

As espécies identificadas Aspergillus
niger, Cladosporium cladosporioides,
Cladosporium herbarum e Curvularia
lunata podem ser responsdveis por muitas
doencas oportunistas como
onicomicoses, ceratites, otites, quadros
alérgicos, micotoxicoses, além de
infeccdes urindrias, pulmonares e até
sistémicas (DE HOOG et al., 2000; SIDRIM
et al., 2004).

De acordo com os trabalhos citados
anteriormente e juntamente com este
trabalho, constata-se que hd uma grande
variedade de fungos anemdfilos nas
bibliotecas, sendo os mais comuns, que
apareceram em todos os trabalhos os
géneros: Aspergillus, Cladosporium e
Penicillium.

Em vista disso, s@o importantes
estudos como estes para verificacdo da
microbiota em ambientes com constante
circulacdo de pessoas a medida que
alguns desses géneros sdo causadores de
diversas patologias como  micoses
oportunistas e reacdes alérgicas.

Fusarium sp., e

4. Conclusao

Todos os géneros identificados neste
trabalho j&@ foram citados em outros
estudos como fungos anemofilos.

Neste  frabalho, o©os  géneros
observados com maior frequéncia foram
Penicilium spp., seguido de Aspergillus
spp., Curvularia spp. e Cladosporium spp.

O conhecimento da diversidade de
fungos anemdfilos no local é importante
visto que alguns desses géneros sAo
causadores de diversas patologias como
micoses oportunistas e reacdes alérgicas.
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