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Microbiological evaluation of indoor air
quality: legal and methodological aspects

Resumo

A contaminagio microbioldgica do ar de interiores ¢ um grave proble-
ma de saude publica por estar associada a alergias e a doengas respiratérias. O
objetivo desta revisao foi apresentar e discutir os métodos utilizados na ava-
liagdo microbioldgica da Qualidade do Ar de Interiores (QAI) e os aspectos
legais em relagdo aos Valores Maximos Recomendaveis (VMR). A amostra-
gem ativa por impactagdo em meio sélido tem sido o método mais utiliza-
do, entretanto, diferencas metodoldgicas contribuem para a dificuldade de
padronizagdo dos VMR. Os testes in vitro sdo considerados uma nova ferra-
menta para esse tipo de avaliagio, entretanto, faltam estudos que utilizem tais
métodos para todos os tipos de ambientes. As limitagdes da Resolugdo RE n°
9/2003 indicam a necessidade de uma nova legislagdo principalmente para

servicos de saude.

Palavras-chave: Poluicdo do ar de interiores. Monitoramento ambiental. Bio-

aressois. Vigilancia Sanitaria.

Abstract

The microbial indoor air contamination is a serious public health pro-
blem since it is associated with allergies and respiratory diseases. This review
aimed to present and discuss different methods used to evaluate the micro-
biological indoor air quality (IAQ) and the legal aspects related to maximum
acceptable levels (MAL). Active air sampling by impactor sampler on a solid
medium has been the most widely used method, however, differences be-
tween methods and difficulties in recovery of microorganisms contribute to
the difficulty of standardizing MAL. The in vitro tests are considered a new
tool for this type of evaluation, however, there are few studies that use these
methods for all types of environments. The limitations of the Act n° 9/2003

indicate the need for new legislation mainly for health.

Keywords: Indoor air pollution. Environmental monitoring. Bioaerosol. Sa-

nitary Surveillance.
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1 Introducéao

Problemas relacionados a qualidade do ar de in-
teriores (QAI) sio mundialmente reconhecidos como
um fator de risco para a saide humana e uma importan-
te questdo de Saude Publica (NUNES et al., 2005; QUA-
DROS et al., 2009). Recentemente, a Organizagdo Mun-
dial da Saude (OMS) apontou a poluigio do ar de interio-
res como responsavel por 2,7% dos casos de doengas res-
piratorias e alérgicas no mundo, causadas principalmente

pela presenca de bioaressdis no ambiente (WHO, 2009).

Essas particulas sdo numerosas e diversificadas,
compreendendo virus, bactérias, esporos fingicos, poei-
ras organicas, componentes da parede celular das bacté-
rias Gram-negativas (endotoxinas) e Gram-positivas (aci-
do lipoteicoico), pelos de animais, pdlen e poeira do dcaro
doméstico (PANTOJA et al., 2007). Como consequéncia
da presenca dessas substancias nas vias aéreas e circulagio
sanguinea, macréfagos e monocitos que expressam CD14
podem ser ativados iniciando uma cascata de transdugéo
de sinal com liberagdo de uma variedade de mediadores
inflamatérios, especialmente IL-1 3, TNF-a e IL-6 (BER-
NASCONI et al., 2010; BONETTA et al., 2010).

Quando a exposi¢do a esses agentes ocorre em
areas hospitalares, principalmente areas criticas onde os
pacientes possam estar imunossuprimidos, as consequén-
cias podem ser mais complexas levando ao agravamento
da doenga e em alguns casos ao ébito (NUNES et al., 2005;
PEREIRA et al., 2005; ORTIZ et al., 2009; QUADROS et
al., 2009). Da mesma forma, areas laboratoriais que neces-
sitem de ambientes estéreis devem ter um controle ade-
quado para evitar a contaminagdo do ambiente e garantir
a qualidade das andlises (PASQUARELLA et al., 2000).

Ao contrario dos riscos quimicos ou fisicos, a
avaliacdo da exposi¢do aos riscos bioldgicos ndo possui
metodologias e padrdes referenciais adequados (NUNES
et al., 2005; BERNASCONI et al., 2010). O procedimento
de amostragem ¢ realizado por coleta de ar e poeira de
forma passiva e ativa, e muitos métodos diferentes po-
dem ser usados na quantificacdo e na identificagdo des-
ses microrganismos (PASQUARELLA et al., 2000). Essas
diferengas contribuem para a dificuldade na comparagéo
dos resultados e, consequentemente, para a padronizagdo
de Valores Maximos Recomendaveis (VMR), limites que
separam as condi¢Oes de auséncia e presenca do risco de
agressdo a satide humana (NUNES et al., 2005). Recente-

mente, em estudos foram utilizados testes in vitro como
a dosagem de mediadores inflamatoérios no sangue total
humano e linhagens celulares que respondem a todos os
contaminantes bioldgicos presentes nas amostras de ar ou
poeira, assim como métodos de dosagem de endotoxinas
(KINDINGER et al., 2005; DANESHIAN; von AULOCK;
HARTUNG, 2009; LIEBERS et al., 2009; SCHINDLER et
al., 2009).

A concentragdo de microrganismos viaveis e cul-
tivaveis, principalmente fungos totais e bactérias, ¢ utili-
zada como padrio referencial microbioldgico para avalia-
¢do da QAL Esse padrdo é um parametro utilizado como
sentinela para determinar a necessidade da busca das fon-
tes poluentes ou das interven¢des ambientais (BRASIL,
2003a; WHO, 2009). Um grande problema na determina-
¢do dos critérios de avaliagdo desses microrganismos, de
forma a serem universalmente validos, ¢ a dificuldade de
medi¢do de uma resposta proporcional do corpo humano
a contaminagdo externa. A concentragdo de microrganis-
mos vivos e cultivaveis pode néo representar o potencial
risco bioldgico do ambiente devido a presenca de outros
contaminantes ndo mensuraveis pelos métodos disponi-
veis (SCHINDLER et al., 2009). No Brasil, a Agéncia Na-
cional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) regulamentou,
por meio da Resolugdo RE n° 9, de 16 de janeiro de 2003,
as orienta¢des técnicas para os “Padroes Referenciais da
Qualidade do Ar de Interiores em ambientes climatizados
artificialmente de uso publico e coletivo”. Nessa Resolugédo
foi definido em termos de contaminagéo bioldgica apenas
o VMR para fungos totais (BRASIL, 2003a; QUADROS et
al., 2009). Devido a falta de legislacdo adequada, alguns
estudos estabeleceram por meio de analises em dreas re-
sidenciais, ocupacionais e hospitalares, valores aceitaveis
para a contaminagdo microbioldgica que, juntamente aos
valores estabelecidos por 6rgaos internacionais, servem
para fins comparativos (DUTDIEWICZ, 1997; PASQUA-
RELLA; PITZURRA; SAVINO, 2000; BOUILLARD et al.,
2005). O objetivo desta revisao foi apresentar e discutir os
diferentes métodos utilizados na avaliagdo microbioldgica
da QAI e os aspectos legais em relacdo aos VMR atual-

mente utilizados.

2 Amostragem e avaliacao de bioaressois

O monitoramento de bioaerossois inclui a medi-

¢do de microrganismos vidveis (cultivéveis e ndo culti-
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vaveis) e componentes ou partes desses microrganismos
por coleta passiva e ativa. Entretanto, a maioria dos méto-
dos empregados representa apenas aproximagdes da con-
centra¢do de fungos ou bactérias em ambientes reconhe-
cidamente contaminados (PASQUARELLA; PITZURRA;
SAVINO, 2000; KINDINGER et al., 2005).

O método de coleta passivo ou método gravita-
cional é realizado por sedimentagdo de microrganismos
dispersos no ar em placas de Petri com meio de cultura
especifico e posterior contagem de UFC por superficie ou
por tempo de amostragem (UFC/dm? e UFC/h). E consi-
derado um método limitado devido principalmente a fal-
ta de padroniza¢do do tempo de exposi¢do, o que limita a
quantificacdo desses microrganismos (PANTOJA; COU-
TO; PAIXAO; 2007). Além disso, a coleta passiva possui
baixa sensibilidade para pequenas particulas como espo-
ros que nio se depositam somente pela agdo da gravidade
e pode sofrer influéncia direta da movimenta¢do do ar
no ambiente avaliado (NUNES et al., 2005). Entretanto,
devido a sua simplicidade, baixo custo e o fornecimen-
to de informagdes qualitativas sobre a exposicdo, ainda
é utilizado principalmente para monitorar salas limpas
e ambientes controlados (PASQUARELLA; PITZURRA;
SAVING, 2000).

Na amostragem ativa sio utilizados equipamentos
que coletam um volume conhecido de ar direcionado em
um meio nutriente por diferentes técnicas, quantifican-
do os padroes referenciais a partir da contagem de UFC/
m’. Os processos mais utilizados sdo por impactagio em
meio sdlido por amostradores do tipo linear de 1, 2 ou 6
estagios, que podem simular o trato respiratorio huma-
no em fun¢ido do tamanho das particulas retidas (PAS-
QUARELLA; PITZURRA; SAVINO, 2000; NUNES et al.,
2005). Apesar da vantagem de se determinar o numero de
particulas respiraveis e, portanto, seu potencial em causar
infec¢bes, os impactadores de multiplos estagios sdo me-
nos precisos, possuem um maior custo e sdo mais dificeis
de serem manuseados do que os de um estagio (NUNES
et al., 2005).

Outras técnicas por amostragem ativa podem ser
utilizadas como a impacta¢do em meio liquido e por cen-
trifugacdo, filtragao (através de um filtro de membrana)
e precipitagdo eletrostatica (Tabela 1). A determinagio
da estimativa de poeira no ar por métodos gravimétricos
também tem sido utilizado; entretanto, somente a quan-

tidade de poeira nao fornece nenhuma indica¢ao de ati-

vidade bioldgica dos componentes presentes na amostra
(NUNES et al., 2005; QUADROS et al., 2009).

O emprego de diferentes tipos de amostragem,
técnicas e equipamentos podem influenciar a quantifica-
¢do dos microrganismos presentes no ambiente, geran-
do problemas na avaliagdo dos resultados em fungio dos
diferentes niveis de eficiéncia e custo. A dificuldade de
compara¢do de resultados dependendo do método de
amostragem foi apresentada em avaliagdes de salas cirur-
gicas demonstrando que o numero de UFC/m’® de espé-
cies patogénicas obtidos com o método de sedimentagdo
foi em média inferior aos encontrados por impactagdo
(FLEISCHER et al., 2006).

A identificagdo dos microrganismos presentes no
ambiente também ¢é uma tarefa dificil e extremamente
trabalhosa. Podem ser utilizados métodos morfoldgicos e
de coloragao por microscopia classica e dosagens de com-
ponentes quimicos como ATP, enzimas e DNA por metro
cubico de ar (ACGIH, 1989; PASQUARELLA; PITZUR-
RA; SAVINO, 2000). A utilizagdo da microscopia eletro-
nica ou por varredura, fluorescéncia e técnicas de biologia
molecular ou imunoquimica como citometria de fluxo,
reacdo em cadeia da polimerase em tempo-real, andlise
do polimorfismo de fragmentos de restricdo enzimatica
e ensaios imuno-enzimaticos também sdo ferramentas
importantes na identificagdo tanto dos microrganismos
vivos como partes ou constituintes desses contaminan-
tes. Certas espécies de microrganismos de crescimento
lento podem ser demasiadamente exigentes para crescer
em cultura de laboratério sendo dificeis de serem iden-
tificadas (PASQUARELLA; PITZURRA; SAVINO, 2000;
LIEBERS et al., 2009).

Métodos de cultura tradicionais provaram ser de
uso limitado para avaliagdo da exposi¢do, fornecendo
dados quantitativos de pouca reprodutibilidade,
selecionando determinadas espécies em fung¢do do
método de amostragem e meios de cultura especificos
(WHO, 2009). Além disso, os métodos existentes nem
sempre permitem a coleta ideal de microrganismos,
bem como partes deles, que sio reconhecidamente
importantes na contaminagdo do ar ambiente e que se
relacionam com efeitos a saide humana, por exemplo, as
endotoxinas (SCHINDLER et al., 2009).

A contagem de fungos totais, apesar de ser um pa-

drao referencial que melhor representa o nivel de ocupagio
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do ambiente e recomendado pela Resolu¢ao RE 09/2003,
pode ndo ser o mais adequado para os hospitalares, por
exemplo, nos quais, bactérias sdo responsaveis por grande
nimero de infec¢oes (BRASIL, 2003a; NUNES et al., 2005;
QUADROS et al.,, 2009). Alguns estudos demonstraram

que quantidades significativas de bactérias e leveduras
podem crescer em meios especificos para fungos, neces-
sitando ser esclarecido se a contagem deve ser somente de
fungos filamentosos ou se as leveduras devem ser inclui-
das (QUADROS et al., 2009; DASCALAKI, 2009).

Tabela 1: Comparagio entre as coletas de ar por amostragem ativa e passiva

Universitas: Ciéncias da Saude, Brasilia, v. 10, n. 1, p. 51-60, jan./jun. 2012

AMOSTRAGEM PASSIVA ATIVA

-Qualitativa; -Quantitativa;

-Microrganismos -Permite a detec¢do de microrganismos vidveis e cultivaveis e partes

vidveis e cultiviveis.  desses microrganismos;

ANALISES -Possibilidade do uso de métodyos in vitro: *L.ALzl solucdo apds lavagem

do filtro amostrado para deteccio de endotoxinas’
*TAM: contato direto do filtro amostrado com sangue total humano
fresco ou cultura de linhagens monociticas. Dosagem de citocinas para
contaminantes bioldgicos em geral.

-Baixo custo; -Preconizada por diretrizes oficiais;

-Maior

disponibilidade de -Mais sensivel;

uso;

VANTAGENS -Maior nimero de

analises em menor -Mais eficiente;

tempo.
-Permite avaliagdo de particulas de varios tamanhos incluindo as
alveolares.

-D1ﬁc1{ldade na -Variedade de equipamentos dificulta comparagéo e a reprodutibilidade

detecgio de particulas
dos resultados;

pequenas como

DESVANTAGENS esporos fungicos;

-Influéncia do tempo
de amostragem que
ndo é definido.

-Necessidade de constante calibra¢io do equipamento.

*LAL- Lisado dos Amebdcitos de Limulus; TAM - Teste de Ativagdo de Mondcitos.

Recentemente, novos estudos comprovam a im-
portancia do uso de métodos toxicoldgicos in vitro que
avaliem a atividade bioldgica e tornem possivel a quan-
tificagdo de todos os contaminantes bioldgicos presentes
no ar ambiente (LIEBERS et al., 2009; SCHINDLER et al.,
2009; BERNASCONI et al., 2010) e sua relagdo com do-
engas respiratorias (CASTRO et al., 2005). Dentro desse
contexto, no qual a amostragem e a andlise da qualidade
do ar sdo os primeiros passos para determinar se o am-
biente apresenta uma ameaga potencial para as pessoas
expostas, os modelos in vitro contribuem como uma im-
portante ferramenta nas amostragens de medi¢ao (KIN-
DINGER et al., 2005; BLAAUBOER; 2008; BERNASCO-
NI et al., 2010).

As metodologias empregadas sdo adaptacdes de
métodos utilizados para a avaliagio de contaminantes
bioldgicos em produtos injetéveis de uso humano e re-
centemente incorporados na Farmacopeia Europeia es-
pecificamente para esses produtos (BERNASCONI et al.,
2010). A amostragem do ar ¢ realizada por coleta ativa
com o uso de bombas individuais com fluxo definido e
sistemas coletores formados por cassetes e filtros especi-
ficos (DANESHIAN; von AULOCK; HARTUNG, 2009).

Atualmente, dois métodos in vitro tém sido uti-
lizados: o Teste de Endotoxina Bacteriana e o Teste de
Ativagdo de Monocitos (KINDINGER et al., 2009). O
Ensaio de Endotoxina Bacteriana é baseado na reacio do

lisado de amebdcitos do caranguejo-ferradura (Limulus
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polyphemus) com a endotoxina e por isso também co-
nhecido como Lisado de Amebdcitos do Limulus (LAL).
Para a analise deve ser realizada a lavagem dos filtros,
cujo extrato é centrifugado e usado para dosar especifica-
mente endotoxinas por uso de kits comerciais, sendo sua
poténcia expressa em unidades de endotoxina (UE)/m3
de ar ou UE/mg de poeira. O resultado deve ser sempre
comparado ao segundo padrao internacional de endoto-
xina (Escherichia coli sorotipo O113: H10). Assim, esse
ensaio reflete apenas uma pequena parte do todo espec-
tro de microrganismos transportados por via aérea. Além
disso, como a endotoxina é medida apenas na forma livre,
complexos formados com proteinas e outras particulas
contidas nos bioaress6is como fungos, glicanos e DNA
sdo interferentes nesse ensaio, que tem também como li-
mitagdo o fato de ndo poder ser usado diretamente em
amostras solidas como poeiras e particulados e nem
amostras que possuam alguma colora¢ao (SCHINDLER
et al., 2009). Além disso, estudos em ambientes domésti-
cos indicam que a atividade bioldgica encontrada em ex-
tratos de poeira nido é mediada apenas por endotoxina, e
sim por bactérias Gram-positivas e outros contaminantes
que ndo sdo detectados por LAL (LIEBERS et al., 2009).

Devido as limitagdes do LAL, foi desenvolvido o
Teste de Ativacao de Mondcitos que detecta todos os ti-
pos de contaminantes bioldgicos por meio da dosagem
de mediadores inflamatérios em sangue total humano
(TNF-a; IL1-f e IL-6) e culturas de células monociticas,
principalmente a MonoMac 6, apos contato direto do
sangue humano com o filtro amostrado. Os resultados
sdo expressos em unidades equivalentes de endotoxina
(UEE)/m® de ar sempre comparado ao padrdo interna-
cional de endotoxina da OMS (RIECHELMANN et al.,
2007; BERNASCONI et al, 2010). A vantagem dessa
metodologia reside no fato de refletir a carga biologica
presente no ambiente independentemente da sua origem,
incluindo microrganismos vidveis cultivéveis e ndo cul-
tivaveis e substincias potencialmente alergénicas (DA-
NESHIAN; von AULOCK; HARTUNG et al., 2009; KIN-
DINGER et al., 2009; SCHINDLER et al., 2009; LIEBERS
etal.,, 2009; BERNASCONI et al., 2010). Algumas criticas
dizem respeito ao perfil individual de liberagao de citoci-
nas dos doadores, ja que essa resposta pode ser influen-
ciada por fatores como ritmo circadiano, polimorfismo
genético do receptor TLR4, além da dificuldade de ob-

ten¢do de quantidades significativas de sangue de apenas

um doador. Entretanto, segundo Schindler et al. (2009),
a utilizacdo do pool de sangue de 3 a 5 doadores, assim
como a criopreservacdo do sangue podem contornar esse
problema diminuindo as diferencas interindividuais en-

tre os doadores.

A dosagem de mediadores inflamatdrios no san-
gue total humano de trabalhadores expostos a Silica foi
utilizada por Castro et al. (2005) como indicador de pre-
dicdo para a fibrose pulmonar. Nesse estudo, foi encon-
trada uma diferenca estatisticamente significativa nas
médias de IL-1 B, TNF-a e IL-6 entre o grupo exposto e
0 ndo exposto, apontando a possibilidade do uso dos ni-
veis de citocinas como um biomarcador da gravidade da

fibrose pulmonar causada pela exposi¢io a Silica.

3 Normas, diretrizes e aspectos legais sobre a

QAI

Devido ao grande nimero de contaminantes e
poluentes existentes no ar de interiores e seus efeitos ad-
versos, varias normas e diretrizes foram elaboradas por
uma variedade de agéncias ndo havendo tanto consenso
mundial quanto harmoniza¢do de metodologias (QUA-
DROS et al., 2009).

Grande parte dos pardmetros definidos para QAI
no Brasil sdo extrapolagdes dos limites estabelecidos por
orgaos internacionais e normalmente relacionados a am-
bientes ocupacionais para parametros fisicos e quimicos
(BRICKUS; AQUINO NETO, 1999). Para tal, sao utili-
zados: os limites para ambientes urbanos definidos pela
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (En-
vironmental Protection Agency - EPA) e OMS; os valores
de referéncia do Instituto Nacional de Seguranga e Saude
Ocupacional dos Estados Unidos (National Institute for
Occupational Safety and Health - NIOSH) e os limites
de exposi¢do ocupacional (Occupacional Exposure Le-
vel - OEL) adotados pela Administragdo de Seguranca e
Saude Ocupacional dos Estados Unidos (Occupational
Safety and Health Administration - OSHA) (QUADROS
et al., 2009). No caso da avaliagdo dos riscos bioldgicos,
as normas e diretrizes variam entre os érgaos e agéncias

regulatorias assim como VMR (tabela 2).

No caso de exposi¢cdes ocupacionais a bioaeros-
sdis, nao existem valores de OEL ou Limites de Tolerancia

(Threshold Limit Values - TLV) reconhecidos por érgaos
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regulatorios (PASQUARELLA; PITZURRA; SAVINO,
2000). O NIOSH preconiza até 1000 UFC/m? como valor
maximo recomendavel (ROOS et al., 2004). Os valores de
OEL de 104 UFC/m?, citados por Dutkiewicz et al. (1997)
para os microrganismos totais estabelecidos em ambien-
tes com grandes quantidades de poeira organica como na
agricultura, tém sido utilizados para fins comparativos
em alguns estudos. Algumas recomendacdes foram esta-
belecidas pelo Comité sobre bioaerossol da Conferéncia
Americana de Higienistas Industriais Governamentais
(American Conference of Governamental Industrial Hy-
gienists - ACGIH), a qual, baseada em estudos anterio-

res, estabeleceu que a concentragdo de fungos anemofi-

los em ambientes externos “rotineiramente excede 1000
UFC/m’ e podem alcangar em média 10.000 UFC/m’ nos
meses de verdo”. Esse mesmo Comité estabeleceu como
OEL o limite de 250 UFC/m?® para ambientes fechados.
A ACGIH também adverte que concentragdes menores
que 100 UFC/m® podem ser consideradas insalubres em
ambientes que atendam individuos imunossuprimidos
(BOUILLARD et al., 2005). Portanto, a concentragdo de
microrganismos presente no ambiente ndo deve apenas
ser quantificada, mas avaliada também sobre seu poten-
cial toxigénico, levando-se em consideragdo que a baixa
concentragdo de microrganismos no ar, por si s6, nio in-
dica um ambiente limpo e saudavel (ACGIH, 1989).

Tabela 2: Normas e diretrizes de érgaos governamentais, agéncias regulatdrias e estudos cientificos para avaliagdo de bioaressois

AGENCIAS E ORGAOS REGULATORIOS

REFERENCIA AMBIENTE PADRAO REFERENCIAL VALOR
ACGIH Ocupacional OEL Fungos 250 UFC/m’
NIOSH Ocupacional OEL Microrganismos totais 1000 UFC/m?
OMS Limites para ambientes urbanos Fungos 500 UFC/m*
ANVISA Ambientes coletivos VMR Fungos totais 750 UFC/m?
NRCC Populagdo nao exposta Fungos totais 150 UFC/m’
VR Fungos anemdfilos 100 UFC/m’
ARTIGOS CIENTIFICOS
DUTKIEWICZ, 1997 Ocupacional - OEL Microrganismos totais 10* UFC/m3
DACARRO et al.(2000) Ambientes coletivos GIMC Microrganismos totais 1000 GIMC/m3
Alto risco 25 UFC/h
PASQUARELLA et al. (2000) Hospital-IMA Microrganismos totais Médio risco 5 UFC/h
Baixo risco 750 UFC/h
Fungos 5 x 10° UFC/m’
Ocupacional Bactéria 100 x 10° UFC/m’
. (poeira organica) ]
GORNY e OEL Endotoxina(LAL) 2000 UE/m?
DUTKIEWICZ (2002) Fungos 5 % 10° UEC/m?
Popula¢ao nido exposta Bactéria 5 x 10° UFC/m?
RLV Endotoxinas (LAL) 50 UE/m?
Crindourode  Aves Contamm(?;ﬁj[;) iologicos ;5\ 10% 3,8 x 10° UEE/m?
KINDINGER et al. (2005) animais Contaminantes bioldgicos
Estébulos 0,1 a 16x10° UEE/m’

(TAM)

BERNASCONI et al. (2010) Populagdo ndo exposta

Contaminantes bioldgicos

3
(TAM) 150 UEE/m

ACGIH - Conferéncia Americana de Higienistas Industriais e Governamentais; NIOSH - Instituto Nacional de Seguranga e Satde
Ocupacional dos Estados Unidos; OMS - Organiza¢ao Mundial da Satde; ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria; NRCC
- Conselho Nacional de Pesquisas Canadense; OEL- Limite de Exposi¢io Ocupacional; GIMC - Indice Global de Contaminagio
Microbiana; IMA - Indice de Contaminagdo Aérea Microbiana; RLV - Valores Limites Residenciais; LAL - Lisado dos Amebdcitos de

Limulus; TAM- Teste de Ativagao de Mondcitos.

Alguns 6rgaos definiram padrdes para niveis de fun-

gos no ar em populacdo ndo exposta, principalmente onde

a populagdo permanece em ambientes fechados o ano todo

em decorréncia das condigbes climaticas. Em ambientes
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climatizados, a OMS e o Conselho Nacional de Pesquisas
Canadense (National Research Council Canada - NRCC)
consideram aceitaveis concentragdes de fungos de até 500
UFC/m* de ar (WHO, 1988; CHARLES et al, 2005). O
NRCC estabelece que tal concentragao deva ser aceita desde
que corresponda primariamente a Ladosporium ou outros
fungos anemofilos comuns e também deve ser considerado
que concentragdes maiores do que 50 UFC/m® de uma tinica
espécie acarretem uma investigacio imediata e niveis até 150
UFC/m® devem ser considerados aceitaveis se corresponde-
rem a uma mistura de espécies (RAO; BURGE; CHANG,
1996; CHARLES et al., 2005; GONTIJO FILHO et al., 2000).

No Brasil, o Ministério da Satde publicou a Portaria
n © 3.523 de 28 de agosto de 1998, contendo Regulamento
Técnico que visa “promover o estabelecimento de medidas
referentes a limpeza dos sistemas de climatizagdo e medidas
especificas de padrdes da qualidade do ar”. Contudo, esse re-
gulamento causou muita discussdo e discordancia entre os
membros do grupo técnico e sem conclusdes consensuais
sobre VMR (BRASIL, 1998; GIODA e NETTO, 2003).

As principais resolugdes partiram da Agéncia Nacio-
nal de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) que publicou, a partir
dessa portaria governamental, a Resolu¢do RE n° 176 de 24
de outubro de 2000 com algumas orientagdes técnicas sobre
“Padroes Referenciais da Qualidade do Ar de Interiores em
ambientes climatizados artificialmente de uso publico e co-
letivo”. Tal Resolugao foi pioneira nessa area porque foram
definidas as principais fontes de contaminagao bioldgica de
ar de interiores (bactérias, fungos, protozoarios, virus, al-
gas polen e artrépodes). Também foi definido em termos
de contaminagio biolégica 0 VMR para contaminac¢do mi-
crobiolégica de fungos, a qual deve ser menor do que 750
UFC/m’?, sendo inaceitavel a presenca de fungos patogéni-
cos (QUADROS et al., 2009). Segundo Nunes (2005), esse
limite foi alvo de criticas em relagdo a sua origem sem base
cientifica ja que foi obtido a partir da quantidade de espo-
ros inalados de Penicillium sp, capaz de induzir um surto
asmatico quando inalado em 7 x 10°/10 m’ de ar por um
individuo adulto sem estudos e critérios cientificos que o
correlacionem a potenciais efeitos a saude humana. Além
disso, também foi estabelecida nessa Resolugio a relagio I/E
a qual deve ser menor ou igual a 1,5, em que I é a quantidade
de fungos no ambiente interior e E é a quantidade de fun-
gos no ambiente exterior. Também sdo determinados nessa
Resolugao valores de umidade relativa do ar, temperatura e

contaminagio quimica (BRASIL, 2000).

A Resolugdo RE n° 176/90 foi atualizada para a Re-
solugdo RE n° 9, de 16 de janeiro de 2003 que esta em vigor
atualmente, sem altera¢des nos valores para contaminan-
tes bioldgicos (BRASIL, 2003a; GIODA e NETTO, 2003).
Esta Resolugio apresentou o numero minimo de pontos de
amostragem em fungao do espago fisico, 0 que gerou gran-
de ntimero de criticas em fun¢io do nimero reduzido de
pontos exigidos por metro quadrado, por exemplo, em uma
area de até 1.000 m? deve-se coletar apenas 1(um) ponto
amostral (NUNES et al., 2005).

Existem ressalvas ndo contempladas na Resoluc¢do
RE n°09/03 que foram incluidas na consulta ptiblica n° 109,
de 11 de dezembro de 2003, a qual foi encerrada sem um
consenso por parte dos pesquisadores e sociedade. Essa
consulta intitulada “Orientacio Técnica referente aos indi-
cadores de qualidade do ar interior em ambientes de servi-
¢os de saude” seria uma proposta para atualizar parametros
bioldgicos, quimicos e fisicos, identificacdo das possiveis
fontes poluentes e métodos analiticos. A proposta também
reconhecia a falta de uniformidade de instalagoes de siste-
mas de climatizagio em servi¢os de satide no Brasil por sua
extensdo territorial e diferencas econdmicas e tecnoldgicas.
Outro ponto a ser destacado é a delimitacdo de areas de ris-
co de ocorréncia de infecgdes, classificadas em nivel 0 (zero)
(4rea onde o risco ndo excede aquele encontrado em am-
bientes de uso publico e coletivo); nivel 1 (drea onde néo
foi constatado o risco relacionado a efeitos adversos, porém
algumas autoridades, organizagdes ou investigadores suge-
rem que o risco deva ser considerado); nivel 2 (drea onde
existem fortes evidéncias de risco de ocorréncia de eventos
adversos relacionados a qualidade do ar de seus ocupantes
ou de pacientes que utilizarao produtos manipulados nestas
areas, baseadas em estudos experimentais, clinicos ou epi-
demiologicos bem delineados); e nivel 3 (area onde existem
fortes evidéncias de alto risco de eventos adversos de seus
ocupantes ou de pacientes que utilizam produtos mani-
pulados nestas areas, baseados em estudos experimentais,
clinicos ou epidemioldgicos bem delineados). De acordo
com esses niveis, foram estabelecidas contagens méximas
de UFC cujo indicador de qualidade de ar ambiental inte-
rior é a contagem total de bactérias e fungos: a. nivel zero
< 750 UFC/m’; nivel 1 = 500 UFC/m’, nivel 2 = 200 UFC/
m? e nivel 3 = 50 UFC/m . Esses valores foram baseados na
norma da ABNT NBR 7256 sobre o tratamento de ar em
estabelecimentos assistenciais de satde (EAS) e consequen-

temente nos tipos de filtros estabelecidos na norma (BRA-
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SIL, 2003b; PEREIRA et al., 2005). Apesar da necessidade
de manutengao rigorosa do sistema de ar condicionado em
clinicas e hospitais, essa consulta deveria ser adaptada a rea-
lidade dessas unidades de forma que um niimero maior des-
ses estabelecimentos pudesse ser contemplado. Uma nova
discussdo sobre uma legislagio especifica para os servicos
de satide demonstraria a necessidade do estabelecimento de
parametros para ambientes hospitalares, que deveriam ser
enquadrados em uma categoria especial para a qualidade do
ar de interiores pela importancia da participagdo do meio
ambiente na transmissdo de processos infecciosos em fun-

¢do de usudrios mais susceptiveis.

4 Estudos cientificos na adogao de valores limites
para bioaerossois

A necessidade de um maior numero de estudos para
o estabelecimento de valores limites para bioaerossois, tanto
em exposi¢des ocupacionais quanto da populagdo em geral,
fez com que desde a década de 1980 surgissem propostas a
partir de analises em diversos tipos de ambientes. Para am-
bientes considerados especiais ou criticos, como os servicos
de satde, foram padronizados limites méximos de UFC por
amostragem passiva. Esses limites foram classificados em
6timos, aceitaveis e inaceitaveis para: i) enfermarias (0 a 450;
451 a 750 e acima de 750 UFC/dm?/h); ii) farmdcia (0 a 100;
101 a 180 e acima de 180 UFC/dm?/h); iii) sala asséptica (0
a 50; 51 a 90 e acima de 90 UFC/dm?*h); iv) sala cirurgica
em repouso (0 a4; 5a 8 eacima de 8); e v) sala cirtirgica em
atividade (0 a 60; 61 a 90 e acima de 90 UFC/dm?*/h). Esse
trabalho foi usado como base por Pasquarella et al. (2000)
para estabelecer por meio de um modelo matematico, va-
lores limitrofes de acordo com o risco ambiental para areas
hospitalares com o uso do Indice de Contaminagio Aérea
Microbiana (Index of Microbial Air contamination - IMA),
calculado pela contagem das unidades formadoras de co-
l6nia. Segundo os mesmos autores, o risco pode ser classifi-
cado como: muito alto IMA até 5 UFC/h (salas ultralimpas,
isolamento reverso, sala cirurgica para protese articular,
sala para produgao de solugdes injetaveis); alto IMA até 25
UFC/h (salas limpas, centro cirtrgico, UTI, unidade de dia-
lise); médio IMA até 50 UFC/h (enfermarias); e baixo IMA
até 75 UFC/h (demais setores) (QUADROS et al., 2009).

Dacarro et al. (2003) estabeleceram um indice glo-
bal de contaminac¢do microbiana por metro cubico de ar
(Global Index of Microbial Contamination — GIMC/m?)

de 1.000 GIMC/m? ap6s avaliagdo da qualidade do ar em
edificios com base nos resultados obtidos a partir de 226
escritorios. Esse indice, considerado um valor limite sauda-
vel para QAI em edificios publicos, tem sido criticado por
alguns autores que encontraram em 95,5% dos escritérios
avaliados, valores de GIMC/m3 abaixo desse indice (BER-
NASCONI et al., 2010).

Uma importante proposta foi apresentada por Gérny
e Dutkiewicz (2002), na qual foram estabelecidos valores de
OEL em ambientes industriais e valores limites residenciais
(Residential Limit Values - RLV) em edificios. Esses indices
foram determinados para componentes de bioaerossois
mediante varias medidas de fragdes inalaveis por métodos
de impactagdo para a quantificagio de fungos e bactérias e
o teste de LAL para endotoxinas. Para os RLV de bactérias
mesofilicas totais e fungos, foi proposto o valor de 5 x 10°
UFC/m’ e, para endotoxinas, 50 UE/m’. Para os ambientes
industriais contaminados por poeira organica, foram de-
terminados os valores de 100 x 10° UFC/m® para bactérias
mesofilicas totais, 50 x 10° UFC/m’, para fungos, 20 x 10°
UFC/m?, para bactérias Gram- negativas e actinomicetos
termofilicos e 2.000 UE/m? para endotoxinas. Além disso,
foi destacada a presenca no ar interior de Mycobacterium
tuberculosis, Bacillus anthracis, Coxiella burnetii, microrga-
nismos estabelecidos pela Diretiva 2000/54/CE da Comuni-
dade Europeia como de risco 3 e 4, e, portanto, independen-
temente da concentragio, devem sempre ser inadmissiveis e

resultar em a¢des preventivas (BRASIL, 2000).

Em outro estudo, Bouillard et al. (2005) apresen-
taram resultados de contaminagdo em edificios publicos
comparando o método de contaminagio bacteriana coleta-
da por amostragem ativa (428-2,511 CFU/m’) e os niveis
de endotoxina na poeira pelo LAL (4,6-116,2 UE/mg). Os
mesmos autores comparam seus dados a estudos anteriores,
mas s6 para ambientes domésticos onde foram encontradas
concentragdes médias de 17,8 UE/mg na poeira de colchoes
e 18,6 UE/mg de p6 de pisos e discute a falta de valores de
OEL e TLV para avaliar o ambiente onde esses profissionais
estdo expostos. Em outro estudo, foi relatada uma média ge-
ométrica de 79,0 UE/mg em poeira residencial localizada

em Boston, nos Estados Unidos.

Bernasconi et al. (2010) utilizaram o Teste de Ati-
vacdo de Mondcitos para avaliar salas de edificios publicos
comparando com a concentragdo no ar de fungos e bacté-
rias por métodos microbioldgicos classicos. Os niveis de

contaminantes em 95% dos escritérios ndo excederam 150
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UEE/m’. Entretanto, os autores ressaltam que ndo ha da-
dos disponiveis a partir de locais de medi¢do comparaveis,
porque essa metodologia s6 foi aplicada para investigar a
atividade dos bioaerossois em criadouros de aves (7,5 x 10°
UEE/m™a 3,8 x 10° UEE/m~) e em estabulos (0,1 a 16 x 10°
UEE/m~) (KINDINGER et al., 2009; BERNASCONI et al.,
2010). Apesar de os autores concluirem que a capacidade
inflamatéria foi muito menor nos escritorios do que na cria-
¢do de animais, faltam estudos que comprovem qual nivel
de contaminagdo pode ser relacionada a agravos a saude,
além de estudos em outros tipos de ambientes (BERNAS-
CONI et al., 2010).

5 Consideracoes finais

Para garantir a confiabilidade dos métodos de me-
digdo a bioaerossol, torna-se necessario unificar a metodo-
logia, recomendando em primeiro lugar o uso de métodos
quantitativos que devem permitir a avaliagio de todos os
tipos de contaminantes bioldgicos. As limitagdes da Resolu-
¢do RE n°9/2003 indicam a necessidade de uma nova legis-
lagao principalmente para servicos de saide incluindo uma
discussdo sobre a aplicabilidade dos testes in vitro, assim
como a necessidade de estudos com enfoque epidemiold-
gico que contribuiriam para a revisdo e estabelecimento de
novos VMR.
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