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RESUMO

A diversidade de fungos anemofilos pode ser diferente dependendo do
ambiente, regido e sazonalidade da mesma. Os elementos fangicos
encontrados no ar atmosférico sdo 0s esporos ou conidios, estruturas
reprodutivas que irdo dar origem a novas colonias. O objetivo deste trabalho foi
identificar a diversidade de fungos filamentosos dos galpdes de uma granja
experimental de Manaus. Para este estudo, as coletas foram realizadas em trés
turnos do dia, 10h00, 14h00 e 18h00, nos quatro galpbes do Setor de
Avicultura da FCA/UFAM. Durante a coleta, as placas de Petri contendo 0 meio
de cultura BDA e acrescido de antibi6tico para inibir o crescimento de bactérias,
foram abertas e colocadas a um metro de altura do piso durante dez minutos.
Apoés a coleta, as placas foram incubadas por cinco dias em estufa BOD em
temperatura de 25 °C, apds esse tempo foi realizada a contagem das unidades
formadoras de coldnias. As colbnias com diferencas morfologicas foram
repicadas para tubos de ensaio contendo o mesmo meio de cultura utilizado
para o isolamento. Depois de cultivadas em tubo, as colbnias foram repicadas
e cultivadas em placas de Petri para a observacdo macroscoépica das coldnias.
A identificac@o foi feita através de microcultivo e observagcdo das estruturas
reprodutivas em microscépio de luz. Os seguintes géneros foram identificados:
Aspergillus, Curvularia, Penicillium, Scopulariopsis, Fusarium, Paecilomyces,
Pestalotiopsis, Mucor, Colletotrichum, Trichoderma, Xylaria, Phomopsis,
Gliocladium, Periconia, Cladosporium, Dreschlera e Microsporum. Dentre
esses, 0s seis primeiros foram os mais recorrentes. As colbénias que nao
esporularam ou ficaram apenas na forma miceliana foram classificadas como
nao identificadas, ndo necessariamente Mycelia sterilia. O maior numero de
unidades formadoras de colbnias ocorreu no turno da tarde e a maior
diversidade foi a noite. Os géneros mais frequentes foram Aspergillus e
Curvularia com 15% e Penicillium com 12%, todos com ocorréncia nos turnos

investigados.

Palavras-chave: Avicultura. Diversidade. Fungos filamentosos. Aspergillus sp.
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1 INTRODUCAO

A dispersdo de esporos fangicos na natureza ocorre através do ar
atmosférico ou por outros meios de dispersdo como agua, insetos, homem e
animais. Os fungos que sao dispersos através do ar atmosférico sao
denominados fungos anemdfilos. Desta forma, a microbiota fangica se
diferencia de regido para regidao e ambiente de onde se pretende estudar a
distribuicdo destes microrganismos. Sao encontrados em ambientes com
variacbes de temperatura, umidade e oxigénio, 0 que permite que sejam
facilmente isolados de qualquer ambiente favoravel para seu desenvolvimento
e reproducao.

Os fungos que sdo frequentemente isolados do ar circulante de
ambientes fechados e abertos, que variam de hospitais, bibliotecas, instalacdes
de animais e a atmosfera sdo: Aspergillus sp., Penicillium sp., Cladosporium
sp. e Curvularia sp. E inevitavel a presenca destes microrganismos em
qualquer ambiente, o problema é quando suas populacbes estdo acima do
normal, o que possibilita o desenvolvimento de alergias respiratdrias, que
podem afetar tanto animais quanto seres humanos que transitam por esses
ambientes.

O Setor de Avicultura da Faculdade de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Amazonas vem desenvolvendo pesquisas com
nutricdo de aves e ensino a cursos de graduacdo pertencentes a referida
Faculdade, por esse motivo buscou-se avaliar a microbiota fungica do ar
circulante nos galpbes de criacdo desses animais, onde nenhuma ave
apresentou sintomas de aspergilose pulmonar anteriormente, que é a forma

mais grave de infec¢ao pelo fungo do género Aspergillus.



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Isolar e identificar fungos anemdfilos de uma granja experimental

localizada em Manaus.

2.2 Especificos

Isolar fungos anemdfilos de quatro galpdes do Setor de Avicultura da
Faculdade de Ciéncias Agrarias da UFAM, em trés periodos de tempo, 10
horas da manh@, 14 horas da tarde e 18 horas da noite;

Purificar e caracterizar os fungos isolados;

Identificar os fungos isolados, em nivel de género, a partir da
observacdo em microscopio Optico de suas estruturas de reproducao.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os fungos sdo seres heterétrofos, incapazes de produzir substancias
organicas a partir de elementos inorganicos; nao possuem clorofila ou qualquer
outro pigmento que Ihes permita utilizar luz como fonte de energia. Armazenam
glicogénio e nao formam tecidos verdadeiros (PELCZAR, CHAN e KRIEG,
1996; JAWETZ, MELNICK e ADELBERG, 1997) assim, para seu
desenvolvimento, exigem sempre fonte organica de carbono para suas
necessidades estruturais e energéticas.

Suas células sdo extremamente individualizadas, sendo capazes de
liberarem exoenzimas para decomposicao e obtencdo de nutrientes, capazes
de produzir metabdlitos complexos como exotoxinas e, se isoladas,
reproduzem-se para formacdo de uma nova colonia. Sao aerdbios, tendo
metabolismo respiratério que exige a presenca de oxigénio como aceptor de
ions hidrogénio, o que explica a prevaléncia de desenvolvimento em
superficies corporeas ou sua localizagdo em extratos superficiais do solo
(PELCZAR, CHAN e KRIEG,1996).

Os fungos dispersam-se na natureza através do ar atmosférico ou por
outras vias como agua, insetos, homem e animais. Os fungos que séao
dispersos através do ar atmosférico sdo denominados fungos anemofilos.
Sendo assim, a microbiota fungica anemofila pode ser semelhante ou diferente
em cada cidade ou regido. Os elementos fungicos que sédo encontrados no ar
atmosférico sdo os esporos (propagulos). Sdo aeroalérgenos que, quando
inalados, podem ser responsaveis por manifestacées respiratérias alérgicas,
como asma e rinite (MEZZARI et al., 2002).

N&o existem ambientes livres de fungos, pois estes se propagam em
locais habitados, além de poderem sobreviver a grandes variacdes de
temperatura e pH, baixa taxa de umidade, e baixas concentracdes de oxigénio,
sendo comum a exposicdo a propagulos fungicos e seus metabdlitos,
principalmente em ambientes internos como escritérios, escolas, hospitais e
residéncias (LOBATO, VARGAS e SILVEIRA, 2009).

A necessidade da expansdo do conhecimento sobre os fungos
anemdfilos, o crescente interesse por microrganismos alergénicos e a procura

de novos indicadores ambientais vem despertando interesse no estudo destes



no Brasil, jA& que a frequéncia e a diversidade dos mesmos pode estar
associada com fatores ambientais (SCHOENLEIN-CRUSIUS et al., 2001).

Na producéo animal, fungos anemofilos podem ser considerados um
grande problema, como por exemplo, na avicultura. A principal enfermidade
micoética das aves € a aspergilose, e apesar das diversas formas clinicas de
apresentacdo da doenca, a forma respiratéria, afetando especialmente os
pulmdes e sacos aéreos, é a de maior importancia (ANDREATTI FILHO, 2000).

Aspergilose é definida como uma doenca respiratoria, determinada por
qualguer membro do género Aspergillus, € usualmente conhecida como
aspergilose pulmonar e também como pneumonia micética (RICHARD, 1997).
Chute e Lacombe et al. (1956) observaram que frequentemente a aspergilose é
causada por A. fumigatus e A. flavus.

Os primeiros relatos de Aspergillus spp. em aves datam do inicio do
século XIX, quando foram descritos fungos azulados no sistema respiratorio de
aves marinhas. Entretanto, a primeira identificacdo da Aspergillus spp. em aves
com lesd@o no sistema respiratorio foi feita por Rayer e Montagne (1942).

A aspergilose pode apresentar duas formas clinicas da doenca: aguda e
crbnica. A forma aguda é caracterizada por severos surtos de mortalidade e
morbidade, principalmente, em aves jovens, as aves apresentam maior
susceptibilidade nas duas primeiras semanas de idade, tornando-se mais
resistentes a infec¢do na idade adulta. A forma crénica incide normalmente nas
aves mais velhas (RICHARD, 1997).

Condicbes propicias de temperatura (30 °C) e umidade (80%)
intensificam o crescimento do Aspergillus spp. A temperatura e a umidade em
ambientes avicolas, seja em granjas de reprodutoras ou de frangos de corte, e
especialmente durante a incubacdo, favorecem o desenvolvimento destes
fungos (ANDREATTI FILHO, 2000).



4 MATERIAL E METODOS

O isolamento dos fungos anemdfilos foi realizado em quatro galpdes de
criacao de aves do Setor de Avicultura da Faculdade de Ciéncias Agrarias/FCA
da Universidade Federal do Amazonas/UFAM, situado no Setor Sul do Campus
Universitario Manaus — AM (Figura 01). No galpdo n° 1 havia matrizes, no n° 2
galos, no n® 3 matrizes e poedeiras e no galpao n° 4, poedeiras. O primeiro
isolamento foi realizado as 10h00, o segundo as 14h00 e o terceiro as 18h0O0.
As analises microbioldgicas foram realizadas no Laboratorio de Principios
Bioativos de Origem Microbiana/LPBOM da FCA da UFAM.

Figura 01 — Localizagdo do Setor de Avicultura da Faculdade
de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Amazonas

Fonte: Google Earth (2014)

Os isolamentos foram feitos nos periodos da manha, tarde e noite,

devido as condicbes ambientais, que podem ser favoraveis ou desfavoraveis



10

para o desenvolvimento de fungos. Para cada turno, foram utilizadas 12 placas,
totalizando nove placas de isolamento para cada galp&do, somando 36 o total de
placas de todos os galpdes nos trés horarios. Foi realizada a técnica de
sedimentacdo em placa de Petri contendo o meio de cultura BDA (agar, batata,
dextrose com pH 6,8), acrescido de antibiético cloranfenicol (50 pg/mL) para
inibir o crescimento de bactérias, permanecendo aberta por dez minutos a um
metro do piso. As placas de Petri foram incubadas a 28 °C pelo periodo de
cinco dias. Apds o crescimento de microrganismos nas placas de isolamento,
foram realizados repiques para tubos de ensaio contendo o meio BDA
inclinado.

As colonias que se encontravam puras nos tubos de ensaio foram
repicadas e cultivadas em placas de Petri para observacdo macroscoépica das
colénias. Para a identificacdo microscopica (Figura 02), dois cubos de meio de
cultura, um de BDA e outro de Agar Malte (agar, malte com pH 6,8) foram
colocados em cima de uma lamina de vidro e em cada extremidade desses
cubos foi colocado um pequeno fragmento da colbnia pura a ser identificada.
Em seguida, em cima dos cubos foram colocadas laminulas para que
servissem de suporte para as hifas que crescem por baixo e produzem as
estruturas reprodutivas, que irdo liberar conidios. Para evitar o ressecamento
dos cubos de meio de cultura, foi colocado papel filtro com agua destilada
estéril. Antes do inicio deste procedimento, as placas contendo o papel filtro, a
lamina de vidro e as laminulas foram esterilizadas a fim de se evitar a
contaminacdo futura dos cubos de meio de cultura por bactérias, leveduras ou

algum outro fungo contaminante.
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Figura 02 — Microcultivo de fungo filamentoso
para observagdo das estruturas
em microscépio 6ptico

Para a observacao das estruturas microscopicas foi utilizada a coloragéo
em lactofenol (ONIONS et al., 1981) com a finalidade de analisar as estruturas
de reproducéo sexual e assexual para identificacdo dos isolados (ELLIS, 1971,
BARNETT e HUNTER, 1972; ARX, 1974).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificados 17 géneros (Tabela 01). A grande diversidade de
fungos filamentosos pode ter ocorrido em funcdo da localizacdo do Setor de
Avicultura, que tem ao seu redor uma vegetacdo que pode influenciar na
diversidade dos microrganismos identificados. Um numero considerado de
colbnias identificadas possui comportamento endofitico ou fitopatégeno nas

plantas que circulam o Setor de Avicultura.

Tabela 01 - Distribuicdo dos géneros de fungos filamentosos anemdfilos observados nos quatro
galpdes de aves da Faculdade de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do

Amazonas
Géneros Turno Total
Manha Tarde Noite Total %
Aspergillus sp. 20 15 9 44 15
Scopulariopsis sp. 6 1 9 16
Cladosporium sp. - - 1 0
Colletotrichum sp. 5 - 3 8 3
Curvularia sp. 22 17 4 43 15
Dreschlera sp. - - 1 1 0
Fusarium sp. 9 5 2 16 5
Gliocladium sp. 1 - 1 2 1
Microsporum sp. - - 1 1 0
Mucor sp. 3 3 9 3
Paecilomyces sp. 4 4 11 4
Penicillium sp. 8 14 12 34 12
Periconia sp. 1 - - 1 0
Pestalotiopsis sp. 5 4 2 11 4
Phomopsis sp. 2 - 1 1
Trichoderma sp. - - 5 5 2
Xylaria sp. 5 - - 2
NI* 26 20 34 80 27

(*) Nao identificados

Os géneros Curvularia, Fusarium, Pestalotiopsis, Phomopsis,
Trichoderma, Dreschlera, Gliocladium, e até mesmo Aspergillus e Penicillium
podem facilmente ser isolados de qualquer planta, com comportamento

endofitico, vivendo em simbiose com determinado vegetal, ou com
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comportamento patdgeno, causando alguma fitopatologia. Além dos fungos
citados, também foram identificados os géneros Microsporum e Scopulariopsis.
Zampronha e Oliveira et al. (2005) investigando microrganismo em aves, estas
apresentaram elevado indice de contaminacéo fangica (92,98%) bem como a
maior variabilidade de fungos patogénicos; observaram também alta incidéncia
de Candida sp. (29,83%), seguida de Cladosporium sp. (15,79%) e Penicillium
sp. (12,28%) e com frequéncia intermediaria A. fumigatus (8,77%),
Paecilomyces sp. (7,02%) e Mucor sp. (5,26%), e com incidéncia menor do que
4% seguem-se C. albicans, A. niger, Trichophyton sp. e Curvularia sp.

ApGs cinco dias do isolamento, foi realizada a contagem das unidades
formadoras de colbnias (UFC) nas placas de isolamento, de acordo com a
tabela 02, o galpdo com maior nimero de UFC’s foi 0 galpdo n° 2 com 2.424 e
0 menor o galpdo n° 4, com 812. O turno que apresentou maior numero de
UFC’s foi o turno da tarde com 2.493, e o menor foi o turno da noite com 1.682.
Apesar do turno da tarde apresentar o maior numero de UFC’s, o turno da noite
foi o que apresentou a maior diversidade de géneros, com 15 géneros

identificados.

Tabela 02 - Distribuicdo das unidades formadoras de colbnias de fungos
filamentosos anemdfilos, observadas em placas de Petri nos quatro
galpbes de aves

Turno
Galpéo Total
Manha Tarde Noite

1 580 866 315 1.761
2 649 973 802 2.424
3 338 400 281 1.019

4 274 254 284 812
Total 1.841 2.493 1.682 6.016

A maior frequéncia foi observada de Aspergillus sp. (15%), Curvularia sp.
(15%), e Penicillium sp. (12%). Aspergillus sp. e Curvularia sp. foram os mais
frequentes no turno da manhé, enquanto Penicillium sp. a tarde. Segundo Kern
e Blevins (1999), a inalagdo de conidios de Penicillium spp. e Aspergillus spp.
pode acarretar, respectivamente, em patologias como peniciliose e aspergilose,
ambas caracterizadas por uma patologia pulmonar, que pode se espalhar pelos

vasos sanguineos vizinhos, disseminando-se pelo liquido cefalorraquidiano
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(LCR), rins e endocardio, sendo esta forma disseminada geralmente fatal,
principalmente em individuos imunodeprimidos.

A figura 03 mostra as diferencas morfoldgicas de alguns dos fungos
identificados. O cultivo dos mesmos em placa de Petri foi um dos fatores que
associado com a visualizacdo das estruturas reprodutivas em microscopio,
possibilitou a rapida identificacdo dos isolados.

Apés dez dias da realizagdo do microcultivo, as laminulas foram
retiradas e colocadas em laminas de vidro esterilizadas e coradas com o
corante azul de lactofenol, corante bastante utilizado na micologia. Depois de
coradas, as laminas foram visualizadas em microscépio de luz. Na figura 04 se

observa as estruturas reprodutivas dos fungos que foram mais frequentes.

Figura 03 - Diversidade morfolégica de fungos anemdfilos
isolados em galpbes de aves. A) Aspergillus sp.;
B) Pestalotiopsis sp.; C) Trichoderma sp.; D)
Colletotrichum sp.; E) Phomopsis sp.; F)
Curvularia sp.; G) Fusarium sp.; H) e I) Xylaria
spp.
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Figura 04 - Estruturas reprodutivas observadas em microscépio 6ptico. A)
Aspergillus sp.; B) Curvularia sp.; C) Penicillium sp.; D)
Paecilomyces sp.; E) Fusarium sp.; F) Scopulariopsis sp.

Cada género ou espécie de fungo libera seus conidios (propagulos
reprodutivos) em determinadas temperaturas. De acordo com Gambale,
Purchio e Paula (1983), e Lacaz et al. (2002) os fungos apresentam variacdes
muito amplas em sua incidéncia, podendo ser influenciados de acordo com a
estacao do ano, temperatura, umidade relativa do ar, hora do dia, velocidade e
direcdo dos ventos, presenca de atividade humana e tipo de climatizacdo dos
ambientes.

Um estudo realizado por Machado (1979), em 12 areas de Recife
(Pernambuco), verificou que os fungos mais frequentemente isolados do ar
atmosférico foram Aspergillus sp. (58,9%), Penicillium sp. (41,4%), Candida sp.
(30,6%), Cladosporium sp. (20,8%), Fusarium sp. (19,6%), Phoma sp. (19,4%),
Curvularia sp. (18,9%) e outros, com menor incidéncia.

Para Bernardi e Nascimento (2005) que buscaram avaliar a diversidade
de fungos anemdfilos em uma praia do laranjal (Pelotas-RS) tiveram como
maior incidéncia Cladosporium, Alternaria e Penicillium. Diferenciando-se deste
trabalho que teve como os mais frequentes os fungos Aspergillus, Curvularia,
Penicillium, Fusarium e Scopulariopsis. Para Nevalainen (2007) o ar exterior €
a principal fonte de fungos no interior, o que pode fazer por exemplo, com que
a diversidade de fungos de ambientes que sejam fechados ou parcialmente
fechados se iguale total ou parcialmente a diversidade de ambientes abertos.
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A grande incidéncia de Penicillium sp. dentro do periodo avaliado
corrobora com Richardson e Warnock (1993), quando relataram que o0s
esporos de Penicillium sp. podem ser encontrados em todos os locais
espalhados pelo ar, apresentando uma grande distribuicdo ambiental.

No que diz respeito a avaliagdo qualitativa da contaminacado fungica do
ar, Samson et al., em (1994), sugeriram que, entre outras espécies, A.
fumigatus e espécies de Penicillium, Trichoderma, Fusarium, sejam
consideradas como indicadoras de problemas de humidade ou potencial risco
para a saude.

Em estudo executado em algumas cidades brasileiras, Oliveira Lima et
al. (1963) concluiram que os fungos mais frequentes na atmosfera foram
Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Rhizopus, Curvularia, Helminthosporium
e Phoma, como também outros em menor incidéncia. Outro fato correlacionado
a distribuicdo de fungos anemdfilos diz respeito as estacdes do ano, onde para
Mezzari et al. (2002), o maior numero de esporos fangicos foi constatado no
verao, seguido pelo inverno, primavera e outono.

Neste levantamento realizado com fungos anemdfilos houve ndmero
significativo de fungos filamentosos ndo esporulados, também constatados nos
levantamentos realizados por Gambale, Purchio e Paula (1981) para o
Municipio de Sao Paulo/SP e foram considerados como nao identificados, nao
necessariamente como Mycelia sterilia, que € quando determinadas colénias

ficam apenas na forma miceliana, e ndo produzem conidios.
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6 CONCLUSAO

Foram isolados fungos anemdfilos nos trés turnos investigados.

No turno da tarde ocorreu o maior niumero de unidades formadoras de
colbnias, entretanto a maior diversidade foi a noite.

Dentre os 17 géneros identificados, as maiores frequéncias foram
Aspergillus sp. (15%), Curvularia sp. (15%) e Penicillium sp. (12%).
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