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A Qualidade do Ar Interior (QAI) revela-se de grande importancia no ambiente hospitalar
devido a disseminacdo aérea de bactérias potenciar as infec¢des nosocomiais. Os estudos
nesta tematica sdo raros em Portugal e inexistentes na Madeira.

Este trabalho tem como objectivos identificar com elevada precisdao a flora bacteriana
aerosolizada no Hospital Dr. Jodo de Almada (HJA) utilizando técnicas moleculares, determinar
a sua origem, disseminacao e especificidades e analisar globalmente a QAL.

O ar exterior e de 15 locais no interior do HJA foi amostrado em Abril de 2009. Foram
medidas a temperatura, humidade e concentracdo de CO, e NO, e quantificadas as bactérias e
fungos no ar. Utilizaram-se testes bioquimicos e técnicas moleculares para caracterizagdo e
identificacdo de bactérias e foram comparadas comunidades bacterianas.

A biodiversidade bacteriana no ar interior do HJA é dominada pelo género Staphylococcus
(68%), sendo as espécies mais frequentes S. cohnii urealyticus, S. haemolyticus, S. capitis ou S.
caprae e Micrococcus luteus. A maioria das espécies encontradas é comum em ambiente
hospitalar e na flora comensal humana. As Staphylococcus spp. detectadas sdo consideradas
patogénicas oportunistas envolvidas em infeccdes nosocomiais.

A QAI é conforme com a legislacdo na maioria dos locais, havendo microorganismos em
excesso em 12 das 72 amostras. O excesso de fungos relacionou-se com eventos de bruma no
exterior e o excesso de bactérias correlacionou-se com a actividade humana e foi potenciado
pela fraca ventilagdo e a presenga ou manipulagdao de materiais contaminados. O ar exterior
tem boa qualidade para ventilagdo do HIJA, excepto durante eventos de bruma. As
comunidades bacterianas aerosolizadas tém maior similaridade entre locais do mesmo tipo,
sendo os ocupantes o principal foco de contaminacao.

Sdo propostas medidas correctivas como o aumento da ventilagdo dos locais com elevada

actividade humana e cuidados na manipula¢do de roupa suja e residuos.

Palavras-chave: Bioaerossdis, Ambiente hospitalar, Identificacdo bacteriana, Sequenciagao.



ABSTRACT

Indoor Air Quality (IAQ) is markedly of high importance in hospital environment due to
aerosolized bacterial dissemination which potentiates nosocomial infections. Studies on this
field are rare in Portugal and nonexistent in Madeira.

The objectives of this study are to accurately identify the airborne bacterial flora in Dr. Jodo
de Almada Hospital (HJA) using molecular techniques, to determine their origin, dissemination
and specificities, and to globally assess the IAQ.

The air from 15 locations within the HJA and the outdoor was sampled in April 2009.
Temperature, relative humidity and CO, and NO, concentrations were measured and airborne
bacteria and fungi were enumerated. Biochemical tests and molecular techniques were
employed to characterize and identify bacterial samples, and bacterial communities were
compared.

Indoor airborne bacterial biodiversity is mostly comprised by Staphylococcus (68%) and the
most frequent species are S. cohnii urealyticus, S. haemolyticus, S. capitis or S. caprae and
Micrococcus luteus. The majority of the detected species are common in hospitals and in the
human commensal flora. The detected Staphylococcus spp. are considered opportunistic
pathogens associated to nosocomial infections.

The IAQ is acceptable in most places and an excess of airborne microorganisms was recorded
in 17% of the samples. The fungi excess was associated with African dust events (clouds of
desert dust) and bacteria excess was correlated with human activity and was potentiated by
poor ventilation and the presence or manipulation of contaminated materials. The outdoor air
is of good quality for indoor ventilation, except during African dust events. The airborne
bacterial communities have higher similarity between similar type of places and the occupants
are the air’s main contamination source.

The proposed corrective measures are the ventilation increase in places with high human

activity and careful manipulation of dirty clothes and residues.

Keywords: Bioaerossol, Hospital environment, Bacterial identification, Sequencing.
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1 - NOTA INTRODUTORIA

O presente trabalho foi realizado no ambito da Tese de Mestrado correspondente ao 22 ano
curricular do curso de Mestrado em Biodiversidade e Conservacdo da Universidade da
Madeira. O estudo enquadra-se no ambito do Mestrado ao se focar essencialmente na drea da
Biodiversidade, nomeadamente na diversidade da flora bacteriana do ar.

A escolha deste tema teve como propdsito aliar o meu gosto e experiéncia pessoal prévia na
area da Genética a uma area da Biologia que tenha um impacto benéfico na comunidade onde
a Universidade se insere. Por também ter liga¢des a area da Aerobiologia, decidi enveredar por
um trabalho que engloba ambas as areas e que traga uma mais-valia para a populagdo.
Também foi preponderante na escolha do tema a constatacdo da inexisténcia deste tipo de
estudos na Regido Autdonoma da Madeira (RAM) e a escassez de trabalhos desta indole ao nivel
nacional.

Assim, surgiu o tema deste trabalho que pretende dar a conhecer pela primeira vez a
constituicdo da flora bacteriana do ar na RAM, com a relevancia adicional de ser realizado num
Hospital, o Dr. Jodo de Almada (HJA) no Funchal. Este trabalho indicard a Qualidade do Ar
Interior (QAIl) a que estdo expostos os utentes do HJA, potenciando a correc¢do de eventuais
problemas pelo conhecimento dos mesmos, o que resultard num beneficio para a Saude
Publica.

Este trabalho foi possivel pela parceria com a Prof. Dr.2 Irene Camara do Centro de
Competéncias de Ciéncias da Vida da Universidade da Madeira que facultou os equipamentos
de amostragem do ar e respectivos consumiveis, tendo sido realizada a amostragem e testes
bioquimicos em colaboracdo com o projecto da sua autoria denominado “Detec¢do de
bioaerossdis em ambiente hospitalar” desenvolvido no Centro de Estudos da Macaronésia.

E importante salientar que este estudo foi realizado com objectivos puramente académicos,
nado sendo passivel do mesmo ser equiparado a uma auditoria da QAI prevista nos termos da
Lei Portuguesa.

As comparagbes de dados obtidos com os valores legais em vigor, nomeadamente Decretos-
Lei n2 78, 79 e 80 de 4 de Abril de 2006 e Nota técnica NT-SCE-02 (ADENE, 2009), tém apenas
caracter informativo e ndo vinculativo. Este trabalho ndo se baseou na aplicagao plena de
todos os métodos e cdlculos previstos numa auditoria da QAl no dmbito do Regulamento dos

Sistemas Energéticos e de Climatiza¢do dos Edificios (RSECE).




NOTA INTRODUTORIA

1.1 — OBJECTIVOS DO TRABALHO

1.1.1 - OBJECTIVO GERAL

Determinar a biodiversidade bacteriana do ar interior de um hospital da RAM com recurso a

técnicas inovadoras no panorama nacional, contribuir para o conhecimento da QAI do local,

identificando potenciais riscos, permitindo assim a aplicacdo de medidas correctivas com

beneficio para a Saude Publica.

1.1.2 - OBJECTIVOS ESPECIFICOS

>

Aplicagdo de técnicas moleculares como metodologia de elevada precisdo na
identificagdo de flora bacteriana aerosolizada do Hospital Dr. Jodo de Almada.
Determinar os niveis de contaminacdo bacteriana e fungica do ar interior do hospital
recorrendo ao método de captacdo de bioaerossdis em placa de petri com meio
nutriente selectivo.

Determinar os parametros da QAI, comparando-os com valores de referéncia para
identificacdo de potenciais riscos.

Determinar a origem e o padrao de dispersdo de bactérias no ar interior do hospital.
Determinar a influéncia do ar exterior no nivel de contaminacdo do ar interior por
microorganismos.

Determinar a influéncia de parametros ambientais e caracteristicas de cada local na

concentragdo de microorganismos aerosolizados no ar interior.




2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - ASPECTOS GERAIS SOBRE A QUALIDADE DO AR EM AMBIENTE HOSPITALAR

2.1.1 - QUALIDADE DO AR INTERIOR

A atmosfera interior representa uma unidade ecoldgica com impacto na saude publica. O ar
interior, a semelhanca do ar exterior, apresenta, para além dos poluentes quimicos, um
complexo leque de microorganismos, endotoxinas, micotoxinas e compostos organicos
volateis potencialmente adversos a saude (Tringe et al, 2008; Aydogdu et al, 2009).

Os poluentes biolégicos, os quais incluem bactérias, fungos e virus, representam um papel
importante na definicdo de qualidade do ar interior (QAl). Contudo, a QAIl constitui um
conceito complexo que também integra factores fisicos (temperatura ambiente, humidade),
guimicos (contaminantes ou poluentes) e mecanicos (ventilacdo) do ar interior. A conjuncdo
destes factores ird condicionar as condi¢des de conforto e de salubridade de todo e qualquer

ocupante dum ambiente fechado (Jeffus, 2004; Eklaise et al, 2008; Chan et al, 2009).

2.1.2 - O AMBIENTE HOSPITALAR

O ambiente hospitalar é considerado um ambiente especial, especificamente destinado a
prestacdo de cuidados de saude (Sobotova et al, 2006). Os hospitais e outras unidades de
salde sdo ambientes complexos que requerem ventilagdo para o conforto dos pacientes e
controlo de emissdes perigosas a saude. Para além disso, a qualidade microbioldgica do
ambiente hospitalar é de particular importancia uma vez que os pacientes podem servir como
fonte de microorganismos patogénicos aos profissionais e auxiliares de saude, visitantes e
demais pacientes (Qudiesat et al, 2009).

Este tipo de ambiente pode colocar o paciente num risco acrescido relativamente ao
ambiente exterior, dado que os espacos fechados confinam os aerossdis e permite-lhes o

desenvolvimento para niveis de infeccao (Eklaise et al, 2008).

2.1.2.1 - OS BIOAEROSSOIS COMO POLUENTES DO AR INTERIOR.

Osibioaerosséis frequentemente encontrados no ar interior estdo potencialmente aliados a
um incremento da probabilidade de desenvolvimento e transmissdo de patologias infecciosas,
cujas complicagdes podem levar, em casos mais extremos, a um aumento da morbi-
mortalidade (Escombe et al, 2007). Neste sentido, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)

contabilizou a contribui¢cdo de uma variedade de factores de risco para doencas e determinou
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que a poluicdo do ar interno é o 82 factor de risco mais importante, sendo responsavel por
2,7% do conjunto de casos de doenc¢as no mundo (WHO, 2010).

Segundo o inquérito de prevaléncia de infeccdo para a R.A.M. de 2009 (Servico Regional de
Saude, 2009), 8,2% dos individuos hospitalizados desenvolvem complicacGes infecciosas, as
guais podem dever-se, entre outros factores, a insalubridade microbiolégica do ar interior.

A exposi¢cdo do organismo aos bioaerossdis propicia o desenvolvimento de efeitos téxicos
devido a natureza e complexidade da entidade, as variagdes na resposta humana perante a

microflora aerolizada, bem como ao seu didametro aerodinamico (Srikanth et al, 2008)

52.1.2.2 - PARTICULARIDADES DOS BIOAEROSSOIS BACTERIANOS

2.1.2.2.1 - DEFINICAO E ORIGEM

Os bioaerossdis constituem particulas biolégicas aerolizadas vidveis e nao-vidveis presentes
na atmosfera, com uma origem natural ou antropogénica, contribuindo em cerca de 5 a 34%
da poluicdo do ambiente interior (Srikanth et al, 2008; Aydogdu et al, 2009). Os bioaerossois
produzidos rotineiramente em hospitais podem ter origem em diversos processos,
nomeadamente através da respiracdo, tosse, espirros, entubagdo, ventilagdo nao-invasiva,
aplicacdo de medicac¢do por nebulizacdo e cirurgias (Fang et al, 2008). Neste contexto, a fonte
mais importante de agentes patogénicos atmosféricos no interior do hospital é o paciente
infectado. A transmissdo atmosférica ocorre quando os microorganismos patogénicos sdo
transferidos de um individuo infectado, para um individuo susceptivel por via aérea.

O mecanismo predominante que permite a presenca de microorganismos no ambiente
interior é a producdo de aerossois sobretudo através do espirro ou da tosse, e a sua
subsequente perda de 3agua o qual permite-lhes reduzir de tamanho, incrementando a
capacidade de permanéncia no ar (Fang et al, 2009; Qudiesat et al, 2009). Muitos dos
organismos transportados através do fluxo de ar sdo comensais e habitam ordinariamente a
superficie da pele, podendo ser transportados para as areas circundantes, potenciando o

fenédmeno de contaminagdo cruzada (Clark e Calcina-Goff, 2009).

2.1.2.2.2 - MECANISMOS DE DEFESA AS CONDICOES AMBIENTAIS

Sob condi¢des favoraveis, as bactérias presentes na atmosfera sdo capazes de crescer e
propagar numa variedade de materiais de construcdo e de superficies, causando poluicdo
interior. Muitas bactérias tém desenvolvido mecanismos de defesa que lhes permite
sobreviver no estado aerolizado. Alguns géneros bacterianos, como Bacillus e Clostridium,
formam endosporos, constituindo formas dormentes da célula. Os esporos bacterianos podem

permanecer vidveis durante anos e sao resistentes a stresses ambientais como o calor, o frio e
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a radiacdo UV. As formas vegetativas também desenvolvem mecanismos de defesa, algumas
espécies reduzem a sua taxa metabdlica e o seu tamanho sob condi¢cdes de limitacdao de
nutrientes (Tang, 2009).

Varios estudos tém sido desenvolvidos sobre a sobrevivéncia de bactérias aerolizadas. Neste
ambito, as bactérias apresentam diferentes tipos de revestimentos: Gram positivas (+)
revestidas por uma camada externa de peptidoglicano e as Gram negativas (-) revestidas por
uma camada externa de lipopolissacarideos. Estudos do ar interior demonstraram que as
bactérias Gram positivas (+) sdo as que predominantes em ambientes interiores, apesar das
Gram negativas (-) estarem igualmente presentes (Gérny e Dutkiewicz, 2002). As baixas
concentragdes destas Ultimas pode ser atribuida a sua susceptibilidade ao stress ambiental
devido ao reduzido conteldo de peptidoglicano, conduzindo a destruicdo e/ou morte celular

(Sudharsanam et al, 2008).

2.1.2.2.3 - FACTORES QUE INFLUENCIAM OS BIOAEROSSOIS

O transporte e deposicao final dos bioaerossdis sdo afectados pelas suas propriedades fisicas
e por parametros do ambiente onde ocorrem. As caracteristicas fisicas correspondem ao
tamanho, densidade e forma das goticulas; os factores ambientais incluem a magnitude das
correntes de ar, humidade relativa e a temperatura as quais determinam a capacidade para ser

tornar num bioaerossol (Srikanth et al, 2008; Mohr, 2002).

2.1.2.2.4 - IMPLICAGAO DOS BIOAEROSSOIS NAS INFECCOES NOSOCOMIAIS

Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude, as infec¢gGes nosocomiais (IN) sdo definidas como
infec¢Ges adquiridas no ambiente hospitalar por um paciente admitido por outras razdes de
saude (Piteira, 2007).

Por serem doengas transmissiveis, as infec¢des hospitalares apresentam uma cadeia
epidemioldgica que se traduz na produgdo de um agente infeccioso, de uma fonte ou causa, e
a concentra¢dao de um numero suficiente de organismos passivel de provocar infecgdo num
hospedeiro secunddrio (Tang, 2009). Pode ocorrer um variado nimero de infec¢gbes contraidas
por pacientes hospitalizados devido a exposicdo a microorganismos quando estes estdo
dispersos no ar. Na sua maioria representam bioaerossdis ndo patogénicos, causando doenca
somente em individuos imunocomprometidos. O sistema imunolédgico de alguns pacientes
pode estar debilitado devido a doencga prolongada ou a tratamentos intensivos, pelo que sao
susceptiveis de adquirir IN (Eklaise et al, 2008; Hellgren et al, 2009).

As bactérias aerdbias predominam na notificacdo das infeccbes hospitalares. Geralmente

estes agentes fazem parte da microbiota humana normal. Por outro lado, os virus e os fungos
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tém uma participacdo importante, contudo ndo tdo descrita na literatura (Fridkin e Jarvis,
1996; Chan et al, 2009).

As IN mais frequentemente encontradas envolvem o sistema urindrio, seguido em
frequéncia pelas infeccdes da pele e feridas, pneumonias adquiridas em hospitais e infeccoes
da corrente sanguinea (Ali et al, 2007). As IN transmitidas pela via aérea sdo as principais
causas de morbi-mortalidade no Mundo, sendo a tuberculose responsavel, per si, por 1,8
milhGes de mortes por ano (Escombe et al, 2007).

Nos paises industrializados, as IN ocorrem em 2 a 12% dos pacientes hospitalizados,
elevando-se as taxas para 21% nas Unidades de Cuidados Intensivos (UCI). Nos paises em
desenvolvimento, as taxas de IN sdo de 3-18% nos pacientes hospitalizados, sendo superior a

54% nas UCI (Ding et al, 2009).

2.1.2.2.5 - MICROORGANISMOS REPRESENTADOS NO AMBIENTE HOSPITALAR

Em paises desenvolvidos, os organismos mais frequentemente associados a IN sdo os
membros da flora habitual dos humanos, especialmente da pele, tracto respiratério superior e
gastrointestinal, e os organismos sapréfitos do ambiente hospitalar. Os mais comuns sdo os
Staphylococcus coagulase negativos, S. aureus, Enterococcus spp., Clostridium difficile,
Escherichia coli, Enterobacter spp., Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter spp., Proteus spp., Stenotrophomonas maltophilia, Serratia spp., e Candida spp..
Em paises em desenvolvimento, infeccGes causadas por Mycobacterium tuberculosis e
Salmonella ainda sdo comuns, tendo origem em comida contaminada, funcionarios e visitantes
(Brachman e Abrutyn, 2009).

Um estudo que incidiu sobre a deteccdo de bactérias e fungos no ar em hospitais
determinou que os géneros predominantes de bactérias aerolizadas sdo Staphylococcus (50%),
Micrococcus (15-20%), Corynebacterium (5-20%) e Bacillus (5-15%), enquanto os fungos
predominantes sdo Cladosporium (30%), Penicillium (20-25%), Aspergillus (15-20%) e
Alternaria (10-20%) (Kim et al, 2010). Outro estudo que versou a flora bacteriana do ar interior
de edificios em geral também detectou os géneros bacterianos Lactococcus, Paracoccus e
Moraxella, para além dos anteriormente referidos (Tringe et al 2008).

Em Portugal, um estudo efectuado num hospital distrital no Nordeste do pais revelou o
predominio de Micrococcus luteus, Staphylococcus hominis e S. cohnii cohnii no ar interior do
hospital, tendo sido também encontradas bactérias das espécies Staphylococcus caprae, S.
auricularis, S. epidermidis, S. saprophyticus, S. haemolyticus, S. lentus, Kocuria rosea, K.

varians, K. kristenae, Dermacoccus nishinomiyaensis, Leuconostoc mesenteroides, Gemella
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morbillorum, Aerococcus viridans, Erysipelothrix rhusiopathie, Alloiococcus otitis (Santos,
2008).

Na Regido Autonoma da Madeira, a Comissao de Controlo de Infec¢ao do Servigo Regional
de Saude determinou que, no ano de 2009, os microorganismos isolados de pacientes e
relacionados com infeccdes nosocomiais eram das espécies Staphylococcus aureus, S.
epidermidis Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Candida albicans, Morganella sp. e
Klebsiella oxytoca, enquanto os relacionados com infec¢des na comunidade eram das espécies
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Proteus mirabilis, Neisseria
meningitides, Serratia marcescens, Morganella sp., Klebsiella oxytoca, K. pneumoniae,
Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis e outros anaerdbios (Servico Regional de
Saude, 2009).

Pode-se afirmar que de uma forma geral, e de acordo com estudos do ar interior conduzidos
na Europa, que os cocos Gram positivos (+), nomeadamente as espécies de Micrococcus e
Staphylococcus, sdo as bactérias que mais ocorrem nos ambientes interiores, apesar das Gram
negativas (-) estarem igualmente presentes (GArny e Dutkiewicz, 2002; Rintala et al, 2008).

Tendo em linha de conta que a populacdo de pacientes do HJA pertence maioritariamente a
uma faixa etaria com idades elevadas, e que nestas pessoas sdao comuns elevadas taxas de
incontinéncia urindria e fecal (Markland et al, 2008) e infec¢Ges urinarias (Foxman, 2002;
Gupta, 2005), as bactérias colonizadoras do tracto gastrointestinal e génito-urinario poderdo
contribuir significativamente para a composicao da flora bacteriana aerosolizada do hospital,
ao serem frequentemente manipulados materiais contaminados com fezes e urina.

Estas bactérias, a par das habitualmente libertadas para o ar pelo ser humano, como as
colonizadoras da pele humana e o tracto respiratério superior (Clark e Calcina-Goff, 2009; Fang
et al, 2008), deverdo constituir a uma porgdo significativa da diversidade bioldgica bacteriana
expectavel no ar interior do HJA, sendo os géneros bacterianos mais comuns listados em

seguida.
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Tabela 1 — Lista de géneros bacterianos que comummente colonizam o corpo humano. Adaptado de
Murray et al (2005).

Tracto

. . AP Tracto Tracto génito-
Género bacteriano Pele respiratorio R . .
. gastrointestinal urinario
superior
Acinetobacter Presente  Presente Presente
Actinobacillus Presente
Actinomyces Presente Presente Presente
Aerococcus Presente
Bacillus Presente
Bacteroides Presente Presente
Bifidobacterium Presente Presente
Campylobacter Presente
Cardiobacterium Presente
Clostridium Presente Presente Presente
Corynebacterium Presente  Presente Presente Presente
Eikenella Presente
Enterococcus Presente Presente
Eubacterium Presente Presente Presente
Familia
. Presente Presente Presente
Enterobacteriaceae
Fusobacterium Presente Presente Presente
Gardnerella Presente
Haemophilus Presente Presente Presente
Helicobacter Presente
Kingella Presente
Lactobacillus Presente Presente
Micrococcus Presente
Mobiluncus Presente Presente
Moraxella Presente
Mycoplasma Presente Presente
Neisseria Presente
Peptostreptococcus Presente  Presente Presente Presente
Porphyromonas Presente Presente Presente
Prevotella Presente Presente Presente
Propionibacterium Presente  Presente Presente Presente
Pseudomonas Presente
Staphylococcus Presente  Presente Presente Presente
Stomatococcus Presente
Streptococcus Presente  Presente Presente Presente
Treponema Presente Presente
Ureaplasma Presente
Veillonella Presente Presente

Para além dos géneros mencionados também deverdo ser encontradas outros com origem

ambiental, mas com menor representatividade (Taubel et al, 2009).
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Entre os géneros bacterianos habitualmente detectados no ar interior hospitalar e que
colonizam o ser humano, um dos mais prevalentes é o Staphylococcus (Murray et al, 2005; Kim
et al, 2010). Tendo em conta que as espécies deste género tém diferentes caracteristicas, sdo
listadas na Tabela 2 as espécies associadas ao ser humano e sua respectiva prevaléncia e

capacidade de promover doenca.

Tabela 2 — Espécies do género Staphylococcus colonizadoras do corpo humano e respectivo grau de
colonizagdo e de promogdo de patologia humana. Adaptado de Murray et al (2005).

Espécie de Colonizagdo
Staphylococcus humana Doenga humana

S. aureus Comum Comum

S. epidermidis Comum Comum

S. saprophyticus Comum Comum

S. haemolyticus Comum Comum

S. lugdunensis Comum Comum

S. capitis Comum Pouco comum
S. saccharolyticus Comum Rara

S. warneri Comum Rara

S. hominis Comum Rara

S. auricularis Comum Rara

S. cohnii Comum Rara

S. xylosus Pouco comum Rara

S. simulans Pouco comum Rara

S. caprae Pouco comum Rara

S. pasteuri Pouco comum Rara

S. schleiferi Rara Rara

2.1.3 — LEGISLAGAO RELACIONADA COM A QUALIDADE DO AR INTERIOR

Numerosos guias e normas tém sido estabelecidas para proteger os individuos de exposi¢ao
excessiva aos poluentes do ar e garantir uma QAIl éptima (Tang et al, 2009). Até a data ainda
nao foram estabelecidas normas especificas para a qualidade do ar nos hospitais na maioria
dos paises, incluindo Portugal (Nunes et al, 2005; tukaszuk, 2007). Tal deve-se a complexidade
da composicdo microbioldgica presente no ar, variagdes da resposta humana a exposicao, e
dificuldade na colheita de microorganismos que podem provocar efeitos adversos na saude
(Sudharsanam et al, 2008).

Em Portugal foi implementada legislacdo aplicavel a edificios em geral, pela transposi¢do da
Directiva n? 2002/91/CE do Parlamento Europeu e do Conselho, relativa ao desempenho
energético dos edificios no qual se inclui a Qualidade do Ar Interior (QAI), tendo sido

publicados os Decretos-Lei n2 78, 79 e 80 em 4 de Abril de 2006. O Decreto-Lei n? 78/2006
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aprova o Sistema Nacional de Certificacdo Energética e da Qualidade do Ar Interior nos
Edificios (SCE), o qual em conjunto com o Regulamento das Caracteristicas de Comportamento
Térmico dos Edificios (RCCTE) do Decreto-Lei n? 80/2006 e o Regulamento dos Sistemas
Energéticos de Climatizagdo em Edificios (RSECE) do Decreto-Lei n2 79/2006 definem os
requisitos dos edificios bem como as regras e métodos para a aplicacdo destes regulamentos
as edificacdes (ADENE, 2008). O Decreto-Lei n2 79/2006 estabelece os valores maximos de

referéncia para os contaminantes do ar interior de edificios, os quais sdo listados em seguida.

Tabela 3 — Valores maximos de referéncia para contaminantes fisicos, quimicos e biolégicos no ar
interior de edificios, constantes na legislacdo portuguesa (Decreto-Lei n2 79/2006).

Concentragdao maxima

Parametros de referéncia
Particulas Suspensas no Ar (PM10) 0,15 mg/ m’
Diéxido de Carbono (CO,) 1800 mg/ m®
Mondxido de Carbono (CO) 12,5 mg/ m?
Ozono (0;) 0,2 mg/ m*
Formaldeido 0,1 mg/ m?
Compostos Organicos Volateis 0,6 mg/ m?
Microorganismos — Bactérias totais 500 UFC/ m®
Microorganismos — Fungos totais 500 UFC/ m?
Legionella (%) 100 UFC/I
Rad3o () 400 Bg/m*

(1) — Aplicavel apenas a agua de tanques das torres de arrefecimento, depdsitos de dgua quente e tabuleiros de
condensagao; (2) — Aplicavel apenas em edificios construidos em zonas graniticas.

O Decreto-Lei 79/2006 também define as condi¢des interiores de referéncia, para manter
“condigbes ambientes de conforto” para os ocupantes, nomeadamente em termos de
parametros fisicos do ar. De notar que os valores de temperatura e humidade do ar indicados

sdo apenas recomendacdes, ndo sendo parametros de conformidade obrigatdria por Lei.

Tabela 4 — Condi¢Ges de referéncia para o ar interior de edificios, constantes na legislagdo portuguesa
(Decreto-Lei n? 79/2006).

Parametros Valor recomendado Aplicagao
Temperatura - Verdo 25°C Recomendada
Temperatura - Inverno 20°C Recomendada
Humidade relativa 50% (apenas no Verdo)  Recomendada

Velocidade do ar <0,2m/s Obrigatdria

Taxa de renovagdo de ar 0,6 renovagdes/hora Obrigatéria

A legislacdo determina a periodicidade das auditorias da QAI de 2 em 2 anos no caso de
edificios ou locais que funcionem como hospitais, clinicas e similares, centros de idosos, lares e
equiparados, estabelecimentos de ensino, desportivos e centros de lazer, creches, infantarios

ou instituicBes para permanéncia de criangas (Decreto-Lei n® 79/2006).
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A Portaria n.2 461/2007, de 5 de Junho, definiu a calendarizacdo da aplicacdo do Sistema de
Certificagdo Energética e da Qualidade do Ar Interior nos Edificios (SCE), sendo determinada a
aplicagdo plena do sistema de certificagdao a todos os edificios das diferentes tipologias,
dimensoes e fins a partir de 1 de Janeiro de 2009.

O Decreto Legislativo Regional n.2 1/2008/M, de 11 de Janeiro de 2008, adaptou a Regido
Auténoma da Madeira o Sistema Nacional de Certificacdo Energética e da Qualidade do Ar
Interior nos Edificios (SCE), o Regulamento dos Sistemas Energéticos de Climatizacdo em
Edificios (RSECE) e o Regulamento das Caracteristicas de Comportamento Térmico dos Edificios
(RCCTE), constantes nos Decretos-Lei n.2 78, 79 e 80/2006.

A legislacdo relativa a QAIl, nomeadamente o Decreto-Lei n.2 79/2006, estabelece os valores
maximos de referéncia para os contaminantes do ar interior de edificios tendo em conta os

efeitos e consequéncias para a saide humana que o excesso de poluentes origina.

Tabela 5 — Lista de efeitos e consequéncias na saude humana dos poluentes do ar interior. Adaptado
de ADENE (2008).
Poluentes/Parametro Efeitos/ consequéncias na satide humana

Particulas suspensas no ar (PM10) Irritacdo da pele e mucosas, doengas profissionais (metais).

Niveis superiores a 1000 ppm podem causar a dores de cabega, irritagdo de

Di6xi
i6xido de carbono olhos e garganta, fadiga, etc.

Forma a carboxihemoglobina que impede a captagdo de oxigénio, podendo

Monoxido de carbono .
levar a morte.

Acima de 0,12 ppm, pode provocar irritacdo de olhos, reacgdes alérgicas,

Ozono = :
dores de cabeca, secura de boca e garganta, pressao no peito e tosses.

E carcinogéneo nos animais. Nos seres humanos, produz irritagdo nos

Formaldeido . . L - .
olhos, nariz, garganta e vias respiratérias, dores de cabega, enjoos e fadiga.

Olhos vermelhos, secura das mucosas do nariz e garganta, dores de cabeca,

m rgani latei .
Compostos organicos volateis fadiga.

Radao Quando depositado nos pulmdes pode gerar cancro.

Febres, dores de cabega, fadiga e dores musculares, efeitos irritantes nos

Bactérias .
olhos, nariz, garganta e pele.

Febres, dores de cabega, fadiga e dores musculares (a maior parte destes
Fungos sintomas desaparece entre 10 e 20 horas depois da exposi¢do), efeitos
irritantes nos olhos, nariz, garganta e pele.

Legionella Infecgdo pulmonar (“doenga do legionario”), febres altas.

No ambito hospitalar e englobando os bioaerosséis, com enfoque particular nas doencas
transmissiveis, foi elaborado o Decreto-Lei n? 81/2009, de 21 de Agosto. Este cria o sistema
nacional de informacdo de vigilancia epidemioldgica, denominado SINAVE, e pretende a
implementac¢do de medidas de prevencgado, alerta, controlo e resposta relativamente a doengas
transmissiveis, nomeadamente as infecto-contagiosas e a outros riscos para a saude publica.

Entre os dados essenciais para o tratamento de informacdo de saude publica estdo incluidas

as condi¢Bes que determinam a propagacao da doenca, o que implicitamente significa que em
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muitos casos devam ser monitorizados os bioaerosséis hospitalares, pois a via de transmissdo
aérea é conhecida para muitos patogéneos.

Em outros paises existe também legislacdo referente a regulacdo da QAI, nomeadamente no
Brasil onde a Agéncia de Vigilancia Sanitdria elaborou a resolucdo RE n2 9, que estabelece
padroes de referéncia para a qualidade do ar interior, em ambientes climatizados
artificialmente, de uso publico e colectivo, determinando os valores maximos recomendados
para os parametros da QAIl: contamina¢do microbioldgica, didxido de carbono, particulas em
suspensdo, temperatura, humidade, velocidade, taxa de renovac¢do e grau de pureza do ar
(ANVISA, 2003b). A mesma entidade elaborou também a proposta de indicadores da QAI em
servicos de saude, criando 4 niveis de QAl em ambiente hospitalar. Os valores maximos de
referéncia para contaminantes bioldgicos no ar sdo de 750 UFC/m? para o nivel 0 (ambientes
de uso publico), 500 UFC/m? para o nivel 1, 200 UFC/m? para o nivel 2 e 50 UFC/m? para o nivel
3 (salas de cirurgia) (ANVISA, 2003a). O valor maximo de referéncia legislado para
contaminantes bioldgicos no ar no bloco operatério de hospitais é em Franca de 5 UFC/m?, no

Reino Unido é 35 UFC/m® e na Suica é de 25 UFC/m? (Santos, 2008).

2.2 - A MONITORIZACAO AMBIENTAL ALIADA A VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA

Apesar da importancia da avaliacdo da contaminagdo ambiental, ndo estd ainda definido um
padrdo para a avaliagio da qualidade microbiolégica dos hospitais. Existem diversas
recomendagdes, embora esteja por estabelecer o método padrdo de analise do ar e a relagdo
entre os niveis microbianos do ambiente (Ortiz et al, 2009).

Varios estudos visam estabelecer relagbes importantes que permitam elucidar questdes
como a origem, a fonte, ou a quantidade de poluentes num ambiente interior, ou encontrar
indicadores que permitam accionar medidas preventivas de contengdo ou erradicagdo de
contaminantes do ar (Nunes, 2005).

A monitorizagao de bioaerossdis em ambientes hospitalares fornece informagdo relevante
para o desenvolvimento da investigacdo epidemioldgica das doencas infecciosas e para as
investigacOes baseadas no controlo e dispersdo aérea dos microorganismos patogénicos.
Permite ainda o desenvolvimento de programas de prevencdo e controlo de infeccbes
hospitalares (Narui et al, 2009, Srikanth et al, 2008), a determinacdo das condi¢cGes ambientais
existentes, bem como a manutencdo e gestdo adequada do sistema de climatiza¢do (Piteira,
2007).

E um facto que as IN resultam num prolongamento do periodo de internamento, no

incremento da utilizagdo de agentes anti-microbianos, bem como no aumento de custos
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médicos. Uma eficaz estratégia de controlo de infec¢gdes hospitalares, incluindo boa higiene,
monitorizagdo microbioldgica e controlo nosocomial, pode reduzir significativamente o risco
de IN, pelo que a vigilancia das IN é uma parte essencial do programa de controlo de infeccdes
(Geyik et al, 2008; Lee et al, 2009).

Varios estudos tém pesquisado a distribuicdo das estirpes com perfil genético similar
oriundas de amostras de ar de diferentes ambientes hospitalares, relacionando-as com as
isoladas de pacientes, de modo a avaliar a importancia do ar como via de dissemina¢do de
patogénicos nosocomiais (Nunes, 2005).

A protec¢do da saude publica estd dependente da capacidade de colheita eficiente de

amostras de bioaerossodis e sua exacta identificacdo e quantificacdo (Dungan e Leytem, 2009).

2.2.1 - METODOLOGIAS DE COLHEITA MICROBIOLOGICA DO AR INTERIOR

Os métodos utilizados para a deteccdo de microorganismos no ar em ambientes interiores
incluem: a sedimentacdo (ou método gravitacional), a filtracdo, a precipitacdo electrostatica, a
impactacdo centrifuga, a impactacdo em meio liquido (impingimento), a impactacdo em meio
solido (lamina de microscopia), a impactacdo em meio semi-sélido (agar) e a amostragem de
materiais e superficies (Nunes et al, 2005; Kramer et al, 2006; Srikanth et al, 2008).

O método de impactacao de particulas em meio semi-sélido, nomeadamente agar nutriente
contido numa placa de petri, é utilizado nas andlises baseadas em cultura de microorganismos
(Stetzenbach et al, 2004). E dos métodos mais comuns (Dungan e Leytem, 2009), sendo o
indicado para a quantificacdo de microorganismos no ar pela legislagdo de varios paises,
incluindo Portugal (Decreto-Lei n.2 79/2006), tendo sido utilizado no trabalho desta tese.

O método de impactacdo de particulas em meio sdlido, geralmente lamina de microscopia
coberta com material adesivo, é utilizado para analise por microscopia e permite a deteccdo
de microorganismos vidveis e ndo vidveis, sendo geralmente limitado a quantificacdo e
identificagdo até ao género de graos de pdlen e de esporos de fungos (Dungan e Leytem, 2009;
Stetzenbach et al, 2004).

O método de impactagdo em meio liquido, ou impingimento, consiste na colheita de
particulas do ar para um liquido. Este método permite a diluicdo ou concentragao da amostra
para maximizar a precisdo da quantificacdo, sendo as amostras passiveis de serem analisadas
por varios métodos analiticos como a cultura, microscopia, imunoensaio, citometria de fluxo,
bioguimica e métodos moleculares (Dungan e Leytem, 2009; Stetzenbach et al, 2004). Este
método de colheita permite a deteccdo de microorganismos viaveis e ndo vidveis se a analise

posterior for baseada com métodos independentes de cultura (Dungan e Leytem, 2009).
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O método de filtracdo consiste na colheita de particulas num filtro onde passa o ar
amostrado. Uma vez que este método induz dissecacdo das células bacterianas, geralmente é
utilizado na amostragem de pd para andlise microscépica de esporos de fungos e pdlen, ou
para analise molecular de microorganismos (Stetzenbach et al, 2004).

O método gravitacional consiste na exposicdo de um meio de cultura ao ar durante um
periodo de tempo, ndo amostrando activamente o ar. Este método é pouco representativo dos
bioaerossois devido as particulas assentarem a diferentes taxas conforme as suas
propriedades fisicas (Stetzenbach et al, 2004), sendo dificil a calibracdo e analise de
desempenho (Dungan e Leytem, 2009).

A amostragem de materiais e superficies geralmente é utilizada como complemento a
amostragem do ar, servindo para deteccdo de focos de contaminacdo e determinagdo da
eficacia das medidas de remediacdo e limpeza (Stetzenbach et al, 2004). Permite, em certa
medida, uma aferi¢cdo dos bioaerossdis quantificando a deposicdo dos mesmos nas superficies.

Durante décadas a amostragem de bioaerosséis tem sido realizada com métodos de colheita
tradicionais que utilizam impactacdo forcada do ar e andlise em meios de cultura ou
observagdo microscopica directa (Stetzenbach et al, 2004). A amostragem de microorganismos
usando impactacdo forcada de ar permite determinar a concentracdo de organismos por
volume de ar, mas os varios métodos de colheita e andlise influenciam os resultados e
dificultam a comparacdo de dados (Stetzenbach et al, 2004). Foi constatado que os dispositivos
de colheita convencionais introduzem um stress significativo na amostra, podendo reduzir
substancialmente a viabilidade de um largo espectro de microorganismos aerolizados (Dungan
e Leytem, 2009; Peccia e Hernandez, 2006). Outra desvantagem significativa é o facto que
varias bactérias podem passar pelo mesmo furo do amostrador e cair no mesmo local no agar,
sendo posteriormente contabilizadas erradamente como a mesma coldnia (Dungan e Leytem,
2009). A anadlise molecular demonstrou que a diversidade taxonémica das comunidades de
bactérias aerolizadas é superior a detectada pelos métodos baseados em cultura (Fierer et al,
2008; Dungan e Leytem, 2009). E também conhecido que a utilizagdo de métodos baseados
em cultura subestima a quantificacdo de bioaerossdis, pois apenas os microorganismos vidveis
e cultivaveis sdo detectados (Stetzenbach et al, 2004), sendo estimado que a fracgdo cultivavel
represente apenas 10% a 10% da populagdo bacteriana em amostras ambientais (Parkes e
Taylor, 1985).

Os principais métodos para amostragem de bioaerossois para estudos baseados em técnicas
moleculares consistem na impactacdo em meio liquido (impingimento) e filtragcdo (Dungan e

Leytem, 2009; Peccia e Hernandez, 2006).
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2.2.2 - METODOLOGIAS CLASSICAS DE IDENTIFICACAO DE BACTERIAS

A identificacdo definitiva e exacta das bactérias é um dos pilares fundadores dos campos de
estudo da microbiologia e das doencas infecciosas (Janda e Abbott, 2002).

As metodologias classicas de identificacdo de bactérias baseiam-se na comparacdo das
caracteristicas morfoldgicas e fenotipicas do isolado a ser identificado com as descritas para as
espécies conhecidas (Clarridge, 2004).

O primeiro sistema credivel de classificagdo sistematica das bactérias teve inicio no final do
século XIX, separando as bactérias com base na morfologia, tamanho e mobilidade (Janda e
Abbott, 2002).

O aparecimento dos meios de cultura em agar no final do século XIX e inicio do XX permitiu o
isolamento e propagacdo de culturas puras de bactérias, levando a grandes avancos na
investigacdo das propriedades bioquimicas das espécies bacterianas (Janda e Abbott, 2002;
Brachman e Abrutyn, 2009). No entanto, o nimero relativamente baixo de testes bioquimicos
e fenotipicos disponiveis na época, levou a alguma confusdo e imprecisdes na identificacdo das
bactérias (Janda e Abbott, 2002).

Na primeira metade do século XX a identificacdo e classificacdo das bactérias continuou a
evoluir, aparecendo cada vez mais novos testes bioquimicos, incluindo os baseados nas
propriedades fisioldgicas das bactérias (Janda e Abbott, 2002).

Com o aumento de testes disponiveis, aumentou a complexidade da identificacdo e
caracterizagdo correcta das espécies existentes, tornando-se necessario o recurso a taxonomia
numérica. Esta ferramenta, recorrendo a grandes matrizes de dados permitiu inferir as
relacbes filogenéticas entre as novas espécies e as previamente conhecidas, com base nas
inUmeras caracteristicas bioquimicas e morfolégicas testadas (Janda e Abbott, 2002).

No final da década de 1960 verificou-se novo avango importante na area da microbiologia,
com os sistemas de identificagdo manuais miniaturizados a serem introduzidos nos
laboratérios clinicos. Estes sistemas consistiam numa miniaturizagdo, pronta a ser utilizada, de
varios testes bioquimicos sequenciais nos quais era inoculada uma por¢do da amostra seguida
de incubacdo. Tal traduziu-se numa redugao de custos, de tempo de preparagdo e de espago
de armazenamento, vindo também a reduzir o espaco necessdrio na incubac¢do e os tempos de
espera até a obtencdo de resultados (Janda e Abbott, 2002). Os primeiros sistemas de
identificacdo tinham ainda uma fraca precisdo mas com o tempo sofreram melhoramentos
significativos, sendo os predecessores dos actuais testes API, que seguindo o mesmo principio
permitem a identificacdo de bactérias com um elevado grau de precisdo, sendo considerados

como um padrdo de referéncia na identificacdo bacteriana na actualidade (O’Hara et al, 1992).
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Os testes APl estdo disponiveis em varios modelos consoante o tipo de organismo cuja
identificacdo se pretende e consistem numa tira plastica com um numero varidvel de pocos
com reagentes quimicos nos quais sao inoculadas aliquotas da amostra bacteriana. A amostra
é incubada e posteriormente analisada a variacdo de cor de cada poco. A cada cor corresponde
a um resultado especifico o qual, uma vez convertido num cédigo numérico de acordo com o
manual, permite a identificacdo da amostra por comparacao com valores padrao para espécies
conhecidas.

No final da década de 1970 surgiu através da MicroScan o primeiro teste combinado de
identificacdo e determinacao de perfil de susceptibilidade, agilizando o trabalho laboratorial
de diagndstico clinico. Mais tarde, a mesma empresa apresentou o AS-3/touchScan, o primeiro
sistema automatico de identificacdo microbiana e de teste de susceptibilidade, o qual foi
largamente aceite pelos laboratérios clinicos (Janda e Abbott, 2002). Outros sistemas
automaticos como o Vitek AutoMicrobic surgiram posteriormente, reduzindo o tempo de
identificacdo bacteriana dos habituais 1 ou mais dias para até apenas 2 horas no caso de
bactérias de rapido crescimento (Stager e Davis, 1992).

Actualmente existem muitos kits manuais e sistemas automdaticos de identificacdo
bacteriana e teste de susceptibilidade a antibidticos, sendo que estes ultimos produzem
resultados em questdo de horas, como por exemplo o BD Phoenix Automated Microbiology
System (BD Diagnostic Systems), o Vitek 2 (bioMérieux), e MicroScan WalkAway System
(Siemens), entre outros (Mittman et al, 2009; O’Hara, 2005).

Sdo reconhecidos os beneficios clinicos e financeiros possibilitados pela rapida identificacdo
de bactérias e sua susceptibilidade a antibidticos, possibilitando um mais rdpido diagndstico e
inicio da aplicacdo de medicamentos, menor taxa de mortalidade e menor tempo de
internamento resultando em menores custos para o sistema de saude (Barenfanger et al,
1999; Doern et al, 1994). A utilizacdo de sistemas automaticos é mais cara que os métodos
manuais, mas permite uma significativamente mais rapida obtencdo de identificacdo
bacteriana (média de 9,6 horas pelo método automatico e 25,9 horas pelo método manual),
obtendo-se uma menor taxa de mortalidade dos pacientes, menor numero de testes
laboratoriais e de diagndstico, menor dura¢do da entubagdo do paciente, menor duragao do
internamento nos cuidados intensivos e intermédios e ainda mais rdpida mudanca na terapia
antimicrobiana, resultando numa grande melhoria no tratamento e respectivo resultado nos
pacientes hospitalizados com infecgdes (Doern et al, 1994).

A identificacdo de bactérias por métodos classicos pode incluir a analise do crescimento,
morfologia e propriedades bioquimicas, seroldgicas, funcionais e fisioldgicas (Brachman e

Abrutyn, 2009).
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A andlise do crescimento utiliza os diferentes requisitos nutricionais para diferenciacdo das
bactérias, sendo determinada a presenca/auséncia de crescimento e até a forma como cresce
a bactéria em meios de cultura especificos (Brachman e Abrutyn, 2009). A composi¢do quimica
dos meios de cultura regula o desenvolvimento da bactéria, sendo conhecidos quais os grupos
bacterianos que induzem cada resultado nesses meios.

A analise da morfologia bacteriana incide na diferenciacdao das bactérias com base na forma,
cor, textura e por vezes cheiro das coldnias, sendo utilizada a coloragao diferencial, como por
exemplo a de Gram, para ao microscdpio serem analisadas caracteristicas como o tamanho,
forma celular e tipo de aglomeracgao celular (Brachman e Abrutyn, 2009).

A andlise das propriedades bioquimicas das bactérias subordina-se ao uso de testes
bioquimicos para diferenciar organismos com base na sua actividade metabdlica. E
reconhecido que o poder discriminatdrio da analise depende do nimero de testes realizados
(quantos mais testes, maior é o poder) e que podem ocorrer alteracbes na actividade
metabdlica do organismo induzidas pelas condi¢gdes de crescimento (como a concentracdo de
nutrientes e pH do meio nutriente e a temperatura de incubacdo) podendo originar resultados
atipicos, tornando por vezes pouco fidvel este tipo de andlise. Em paises desenvolvidos os
testes geralmente aplicados sdo resultantes de kits e sistemas automaticos, o que permitiu um
acréscimo de rapidez e fiabilidade nesta metodologia (Brachman e Abrutyn, 2009).

A analise das propriedades seroldgicas das bactérias permite a sua identificacdo em
serogrupos, examinando a resposta seroldgica especifica dos anticorpos do hospedeiro na
presenca dos antigénios da bactéria invasora. Na identificacdo seroldgica, os antigénios que
induzem a resposta dos anticorpos poderdo ser as proteinas e polissacarideos bacterianos. Os
testes aplicados na identificacdo dos serogrupos poderdo ser o teste de aglutinacdo antigénio
especifico — anticorpo, teste ELISA, teste de aglutinacdo com particulas de latex, teste Western
Blot, ou uma modificacdo de qualquer um deles. Uma limitacdo deste tipo de andlise é que
varias estirpes da mesma espécie podem possuir antigénios com reac¢do cruzada originando
falsos positivos, sendo este um método caro e laborioso geralmente confiando aos
laboratérios de referéncia (Brachman e Abrutyn, 2009).

A analise das propriedades funcionais e fisioldgicas assenta na determinacdo da resposta
bacteriana a manipulagdes especificas como susceptibilidade a agentes antibidticos
(antibiogramas), lise ou susceptibilidade a bacteriéfagos, padrées de associagdo a cultura de
tecidos, toxicidade, sobrevivéncia sob stress in vivo ou in vitro e expressdo metabdlica
enzimatica (Brachman e Abrutyn, 2009).

Actualmente a identificagdo cldssica de bactérias, quando ndo sdo utilizados kits comerciais

ou sistemas automaticos, baseia-se na comparacdo das caracteristicas do isolado a ser
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identificado com as constantes em manuais de referéncia como o Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology e o Manual of Clinical Microbiology ou nas compilagdes de resultados
para estirpes bem caracterizadas como as presentes no Centers for Disease Control and
Prevention ou no American Type Culture Collection (ATCC) que publicam tabelas sumarizando
as caracteristicas de cada espécie de bactérias (Clarridge, 2004; Krieg e Holt, 1984;). Inimeras
vezes acontece as caracteristicas do isolado ndo coincidirem com as das espécies ja descritas,
tendo de ser feito um julgamento acerca da identificagdo mais provavel, e apesar de existirem
esquemas e programas para ajudar na decisdo, as identificagdes podem variar entre
laboratérios (Clarridge, 2004).

Os métodos classicos, também denominados de convencionais, de tipagem bacteriana sdo
considerados métodos fenotipicos, os quais sdo baseados na deteccdo de fendtipos ou
caracteristicas expressadas pelo organismo estudado. Por outro lado, os métodos moleculares
de tipagem bacteriana, abordados no préximo tépico, sdo considerados métodos genotipicos,

por assentarem na analise dos acidos nucleicos do organismo (Brachman e Abrutyn, 2009).

2.2.3 - METODOLOGIAS MOLECULARES DE IDENTIFICACAO DE BACTERIAS

Os bioaerossois tém sido tradicionalmente monitorizados com recurso a microscopia dptica
ou métodos baseados em cultura em meios nutrientes, contudo estes métodos sdo laboriosos,
demorados, subjectivos e com baixa especificidade e sensibilidade (Stetzenbach et al, 2004).
Tendo em conta estas vicissitudes, é importante a implementacdo de métodos moleculares
nas monitorizagGes da QAI, as quais permitirdo um aumento de sensibilidade e especificidade
a par com um decréscimo do tempo de analise (Stetzenbach et al, 2004).

A identificacdo de bactérias por metodologias moleculares (ou genotipagem) é baseada nas
diferencas das sequéncias de &acidos nucleicos. Contrariamente as iniumeras formas de
caracterizagdo fenotipica realizadas na identificacdo cldssica, a caracterizagdo por genotipagem
pode ser agrupada em trés tipos principais de processos analiticos: a hibridag¢do, a
electroforese e a sequencia¢do (Brachman e Abrutyn, 2009).

Novas técnicas e aplica¢des estdo sendo desenvolvidas para a analise de agentes infecciosos,
como as bactérias, com a vantagem de maior especificidade, sensibilidade e seguranca, sendo
possivel a analise de amostras inactivadas e ndo isoladas (Murray et al, 2005).

A biologia molecular deu os primeiros passos no seu contributo para a taxonomia e
identificagdo bacteriana na década de 1960, ao serem feitos estudos da proporcdo de
conteludo de Guanina e Citosina no DNA bacteriano, ajudando assim a distinguir grupos

taxondmicos nao relacionados (Rossell6-Mora e Amann, 2001).
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O passo seguinte foi a utilizacdo da hibridacdo de DNA marcado com o DNA bacteriano como
forma de identificacdo de espécies bacterianas. Este marco firmou o contributo da genética
nas areas da sistematica e filogenia, tendo sido criada a defini¢do quantitativa de espécie. Esta
considerava a mesma espécie quando ocorria uma hibridacdo superior a 70% com uma
diferenca de temperatura de fusao do DNA inferior ou igual a 52C entre o DNA marcado e do
DNA da amostra (Wayne et al, 1987). No entanto, a técnica de hibridacdo do DNA é cara,
dificil, complexa e trabalhosa, sendo geralmente restrita a poucos centros de pesquisa
mundiais, pelo que actualmente poucos laboratérios a utilizam (Fournier et al, 2003; Janda e
Abbott, 2002). As técnicas de hibridacdo mais comuns e utilizadas na identificacdo bacteriana
sdo a Dot Blot, a qual ndo requer electroforese pois a sonda esta num filtro, e as baseadas em
electroforese Southern Blot (hibridacdgo DNA-DNA) e Northern Blot (hibridacdo RNA-DNA)
(Murray et al, 2005).

Outra técnica de hibridagdo mas mais vocacionada para a andlise de comunidades
bacterianas e outras dreas como a expressdo genica e deteccdo de mutacdes, é a de
Microarrays, em que as sondas de DNA estdo fixas numa superficie sélida, podendo estas
serem complementares a genes individuais (cDNA microarrays) ou a oligonucledtidos
(oligonucleotide microarrays) (Lucchini et al, 2001). Esta técnica foi ja demonstrada na
identificacdo bacteriana, tendo sido utilizada na identificacdo de espécies de Mycobacterium
(Troesch et al, 1999), e num estudo com o uso de microarrays baseados nos genes do RNA
ribossomal, cujos resultados sdo comparaveis favoravelmente aos da analise de sequéncias
para a deteccdo de presenca de grupos filogenéticos (Wilson et al, 2002).

A PCR foi inicialmente demonstrada como meio para detectar bactérias e virus nas amostras
de ar em 1994 (Srikanth et al, 2008). A utilizacdo de primers de PCR especificos para uma
espécie de bactéria pretendida permite a deteccdo desta numa amostra ambiental, sem haver
lugar ao cultivo e isolamento das bactérias (Dungan e Leytem, 2009; Peccia e Hernandez,
2006). A PCR produz milhdes de cépias de uma regido do DNA em poucas horas, permitindo a
aplicagcdo de vdrias técnicas moleculares posteriormente (Murray et al, 2005). O método mais
comum de analise do DNA apds amplificacdo por PCR é a electroforese em gel de agarose ou
poliacrilamida (Dungan e Leytem, 2009), mas este pode ser sujeito a processamento adicional
como fingerprinting genético, microarrays e andlise de biblioteca de clones (Dungan e Leytem,
2009). As andlises baseadas em PCR tém um enorme potencial para descricdo da fracgdo
bioldgica dos aerossdis, expandindo a diversidade de microorganismos e material bioldgico
que pode ser detectado, identificado e quantificado (Peccia e Hernandez, 2006).

Existem variantes da PCR, como a Real Time PCR (RT-PCR) que permite a quantificacdo

rapida de DNA nas amostras e até identificacdo especifica utilizando sondas, medindo a
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fluorescéncia da solugdo proporcionada por reagentes especificos durante a realizacdo da PCR
(Murray et al, 2005). Esta técnica tem sido utilizada na identificacdo e quantificacdo de
determinadas espécies bacterianas presentes em varios ambientes, incluindo o ar (Dungan e
Leytem, 2009).

A conversao de RNA bacteriano em DNA complementar com a enzima transcriptase reversa
também permite a deteccdo de bactérias por PCR mas com a vantagem de ser um bom
indicador de viabilidade do organismo, pois o RNA tem uma meia-vida muito curta (Bej et al,
1991).

A andlise da separacdo electroforética de DNA digerido por enzimas de restricdo é
denominada de Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), servindo para distinguir
grupos taxondmicos de bactérias, inclusive até a estirpe (Murray et al, 2005), sendo a variante
aplicada ao DNA ribossomal bacteriano amplificado por PCR denominada de Amplified
Ribosomal DNA Restriction Analysis (ARDRA) (Dungan e Leytem, 2009). Cada enzima de
restricdo reconhece uma determinada sequéncia de DNA e corta-a nesse local, ocorrendo em
genomas diferentes locais de corte diferentes, o que implica um padrdo de bandas distinto na
electroforese. O padrdo de RFLP pode ser obtido em gel de agarose ou poliacrilamida com
electroforese convencional para fragmentos inferiores a 20.000 pares de bases enquanto para
fragmentos maiores, como genomas bacterianos completos, tem de ser aplicada uma técnica
electroforética denominada Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)(Murray et al, 2005).

A técnica RFLP é considerada um método de fingerprinting genético e existem variantes
como a Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism (T-RFLP) que utiliza primers
fluorescentes na PCR, sendo depois o DNA amplificado digerido com a enzima de restricdo e
determinados os tamanhos dos fragmentos terminais marcados num sequenciador (Dungan e
Leytem, 2009).

A técnica de RFLP também tem sido utilizada na deteccdo de dispersdo de estirpes de
bactérias entre pacientes em hospitais (Crocomo, 2005; Ferreira, 2005; Murray et al, 2005;
Nunes, 2005) e no agrupamento em Operational Taxonomic Units (OTU) de amostras
ambientais bacterianas, permitindo agrupa-las por similaridade genética (Maron et al, 2005;
Polymenakou et al, 2008), reduzindo o numero de sequencia¢bes necessdrias para
identificagdo das espécies existentes (Polymenakou et al, 2008).

Outro método de fingerprinting genético é a Ribosomal Intergenic Spacer Analysis (RISA),
que explora a variabilidade do comprimento da regido gendmica do espago entre os genes
ribossomais 16S e 23S (Ranjard et al, 2001), sendo esta metodologia mais vocacionada para a
andlise de comunidades bacterianas ambientais e ainda pouco utilizado na identificacdo e

estudo filogenético (Dungan e Leytem, 2009).
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Por fim, o terceiro tipo principal de técnica utilizada na identificacdo bacteriana, a técnica de
sequenciacao, é abordado no préximo tdépico.

A utilizacdo de técnicas moleculares em alternativa aos métodos bioquimicos tornou-se
particularmente util para identificacbes rotineiras, especialmente de bactérias inusuais,
fastidiosas ou de crescimento lento, bem como para aquelas dificilmente diferenciadas pelos
métodos convencionais traduzindo-se numa sensibilidade acrescida sobre os outros métodos
(Mignard e Flandrois, 2006).

Actualmente os dois principais e fidveis métodos moleculares de quantificacdo de bactérias
do ar sdo a PCR quantitativa e a PCR competitiva (Stetzenbach et al, 2004), enquanto o
método molecular de identificacdo mais comum é a sequenciacdo do gene 16S rRNA
(Clarridge, 2004; Rantakokko-Jalava et al, 2000; Wilson, 1995). Os métodos moleculares mais
comuns nos estudos populacionais de bactérias incluem o fingerprinting genético, andlise de
biblioteca de clones, DNA microarrays e PCR quantitativa (Peccia e Hernandez, 2006).

As técnicas moleculares de identificagdo bacteriana tém a vantagem de permitirem-nos
estudar todas, ou quase todas, as bactérias presentes num dado volume de ar, com ou sem
combinacdo de técnicas de cultura, tornando possivel detectar a identidade, distribuicdo e
abundancia de microorganismos em ambientes complexos e diversos (Albuquerque et al,

2008; Dungan e Leytem, 2009; Tringe e Hugenholtz, 2008).

2.2.3.1 - ASEQUENCIAGAO DO GENE 16S RRNA

0] ;nundo da taxonomia molecular foi revolucionado na década de 1980 com a andlise de
sequéncias de crondmetros moleculares como o rRNA (Rossell6-Mora e Amann, 2001; Woese
et al, 1985). Woese e colegas demonstraram que a relacao filogenética entre bactérias poderia
ser determinada pela comparagdo de uma zona estavel do DNA, como os genes codificadores
do rRNA (Woese et al, 1985). Entre as regides gendmicas passiveis de utilizacdo estavam os
genes codificadores do RNA ribossomal pertencentes a subunidade 5S, a 16S (também
chamada de pequena subunidade ribossomal), a 23S e o espago entre estes ultimos genes

(Woese et al, 1985; Woese, 1987).

165-235
Spacer Region
(90-1500 bp) .~

168 - 238 5S
AP, AN
ca. 1500 bp ca. 2900 bp ca. 100 bo

Figura 1 — Organizacgdo estrutural dos genes do RNA ribossomal em bactérias (Sachse e Frey, 2003)
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Em meados da década de 1990, a sequenciacdo da pequena subunidade ribossomal 16S
rRNA jd era considerada uma ferramenta padrdo para os taxonomistas na area da
microbiologia, ndo apenas para aferir relacdes filogenéticas mas também para identificacao
bacteriana (Cai et al, 2003; Kolbert e Persing, 1999; Mignard e Flandrois, 2006; Rossell6-Mora
e Amann, 2001; Weisburg et al, 1991;), continuando hoje em dia a ser a regido gendmica mais
utilizada na taxonomia bacteriana (Clarridge, 2004; Wilson, 1995).

O gene 16S rRNA tem sido utilizado na deteccdo de um vasto espectro de bactérias (Yang et
al, 2008), especialmente nas mais problematicas e fenotipicamente dificeis de identificar (Xu
etal, 2004).

O gene 16S rRNA ocupa um lugar especial no estudo da ecologia e evolugdo microbiana
(Tringe e Hugenholtz, 2008). Este gene ocorre em todas as bactérias podendo ser comparado
nao sé entre grupos bacterianos mas também com o gene 16S rRNA das arqueobactérias e o
gene 18S rRNA dos eucariotas (Pace, 1997; Palys et al, 1997; Weisburg et al, 1991; Woese et al,
1985; Woese, 1987).

Este gene acumula mutacbes a uma taxa muito lenta e constante ao longo do tempo,
podendo ser usado como “relégio molecular” (Woese, 1987; Xu et al, 2007). Cré-se que a baixa
taxa de mutacdo deste gene tem origem na grande importancia da codificacdo de um
componente critico da funcdo celular, uma das subunidades do ribossoma, existindo poucos
outros genes tdo conservados como este, servindo assim para determinar distancia evolutiva e
relagdo filogenética entre organismos (Kimura, 1980; Pace, 1997; Thorne et al, 1998).

A taxa de mutacdo absoluta do gene 16S rRNA ainda ndo foi determinada devido a
dificuldades como o facto de haver diferentes taxas em diferentes organismos, a taxa de
mutacdo ser variavel ao longo da evolugdo e haver taxas diferentes ao longo do gene (Ueda et
al, 1999; Tortoli, 2003)

O gene 16S rRNA contém cerca de 1550 pares de bases e é composto por regides
conservadas e variaveis, sendo que estas Ultimas apresentam assinaturas Unicas para qualquer
bactéria, e informacdo til sobre a relagdo entre as mesmas (Cai et al, 2003; Clarridge, 2004;
Song et al, 2003; Xu et al, 2007). Geralmente sdo usados primers universais complementares
as regides conservadas no inicio do gene e na regido dos 540 pb, ou alternativamente no fim
do gene nos 1550 pb, para a amplificagdo por PCR do gene, sendo as zonas variaveis utilizadas
na taxonomia comparativa (Clarridge, 2004; Stetzenbach et al, 2004). A sequencia¢do dos
primeiros 500 pb, que inclui as zonas variaveis V1, V2 e V3 pode ser utilizada na identificacdo
bacteriana, resultando em identificagdes mais precisas que a regido final do gene, que inclui as
zonas variaveis V7, V8 e V9, e precisdo similar a sequenciacdo completa do gene para

identificacdo até ao género, mas inferior na identificacdo até a espécie (Cai et al, 2003).
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Figura 2 — Esquema do gene 16S rRNA e indicagdo das zonas variaveis e conservadas (Cai et al, 2003)

As regidoes gendmicas em redor do gene 16S rRNA (Figura 1) também tém sido usadas por
alguns autores para o estudo filogenético de bactérias, servindo para distinguir espécies
impossiveis de distinguir pelo gene 16S rRNA, como no caso de Mycobacterium utilizando o
espaco entre o gene 16S e 23S rRNA (Roth et al, 1998) e Streptococcus usando o gene 23S
rRNA (Rantakokko-Jalava et al, 2000). No entanto, a andlise do gene 16S rRNA é considerada
muito mais atil para a analise filogenética que a regido entre o gene 16S e 23S rRNA (Song et
al, 2004).

O gene 16S rRNA ¢é considerado mais fidvel que os genes codificadores de proteinas na
obtencdo de arvores filogenéticas para analises de relagcdes de taxonomia e filogenia distantes
em termos evolutivos (Krieg e Holt, 1984; Gupta e Maiden, 2001). No entanto, para a deteccdo
epidemioldgica de estirpes bacterianas virulentas, a andlise do gene 16S rRNA geralmente nao
é adequada por ndo ter suficiente variacao intra-especifica e a regido nao codificar factores de
viruléncia (Clarridge, 2004). Se o objectivo de um trabalho é a identificacdo de um organismo
desconhecido sem haver conhecimento prévio do mesmo, a sequenciacado do gene 16S rRNA é
uma excelente e extensivamente usada ferramenta (Clarridge, 2004; Mignard e Flandrois,
2006).

O gene 16S rRNA também pode ser designado de 16S rDNA e a terminologia tem sido usada
de ambas as formas na literatura, sendo politica corrente da American Society for Microbiology
a utilizacdo do termo 16S rRNA como a forma correcta (Clarridge, 2004).

A recente automatizagdo da sequencia¢do do gene 16S rRNA, com instrumentos como o AB/
Prism 377 DNA Sequencer da Applied Biosystems, originou uma rdpida obtenc¢do de
sequéncias, permitindo andlises comparativas das sequéncias com as depositadas em bases de
dados de microorganismos (Jenks, 1998).

Hoje em dia, as bactérias cuja identificacdo ndo é possivel pelos métodos comerciais
convencionais geralmente sdo sujeitas a sequencia¢do do gene 16S rRNA para poderem ser
identificadas definitivamente (Woo et al, 2001). Isto acontece sobretudo nas estirpes que
apresentam um perfil bioquimico raro, as quais tém uma pequena probabilidade de
identificacdo aceitavel de acordo com sistemas comerciais, e nos taxa raramente associados a

doencas humanas infecciosas (Janda e Abbott, 2007).
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A sequenciacdo do gene 16S rRNA passou a ser hoje em dia o gold standard, ou padrao de
referéncia, para a definicdo de espécies e géneros bacterianos, substituindo a hibridacdo DNA-
DNA nesse papel de relevo, constituindo uma parte essencial da descricio de novos
organismos (Harmsen e Karch, 2004; Fournier et al, 2003) e sendo por vezes a Unica forma
possivel de detectar, identificar e descrever bactérias ndo cultivaveis (Fredricks e Relman,
1996; Relman et al, 1992).

A sequenciacdo do gene 16S rRNA tradicionalmente teve um papel limitado na identificacdo
de microorganismos nos laboratdrios de microbiologia clinica, sobretudo devido aos elevados
custos, requerimentos de grandes conhecimentos técnicos, falta de software comparativo de
sequéncias de facil utilizacdo e bases de dados validas. Contudo, os melhoramentos nas
técnicas de sequenciagdo, nas bases de dados com grande aumento do nimero de sequéncias
disponiveis e nos kits e software mais faceis de utilizar fizeram desta tecnologia uma
alternativa competidora as técnicas tradicionais de identificacdo microbiana para alguns
grupos de organismos, como as Mycobacteria e outras bactérias de crescimento lento e

dificeis de identificar (Clarridge, 2004).

§2.2.3.2 — IDENTIFICACAO POR SEQUENCIACAO DO GENE 16S RRNA

A c;omparat;éo da sequéncia do gene 16S rRNA do isolado bacteriano com as depositadas em
bases de dados permite a identificagdo deste com base na similaridade ou homologia da
sequéncia do gene 16S rRNA (Clarridge, 2004).

Ndo existem critérios definidos e consensuais que definam o que constitui uma espécie com
base na similaridade da sequéncia de DNA do gene 16S rRNA (Fox et al, 1992; Janda e Abbott,
2002; Krieg e Holt, 1984).

E geralmente aceite que um isolado bacteriano cuja sequéncia de DNA do gene 16S rRNA
tenha similaridade inferior a 97% com o vizinho filogenético mais préximo seja considerado
um novo taxon (Janda e Abbott, 2002). No entanto, mesmo quando a taxa de similaridade
supera 0s 97%, o isolado pode ndo pertencer 3 mesma espécie (Stackebrandt e Goebel, 1994).

Uma homologia na sequéncia do gene 16S rRNA igual ou superior a 99% devera indicar a
pertenca a mesma espécie (Bosshard et al, 2003; Drancourt et al, 2000), enquanto uma
similaridade entre 95% e 99% Bosshard et al, 2003), ou 97% a 99% (Drancourt et al, 2000),
indicard a pertenga ao mesmo género. Outros autores definem que para pertencer a mesma
espécie, a similaridade entre sequéncias tem de ser superior a 99,5% (Woo et al, 2001),
enquanto outros indicam o maximo de 5 a 15 pb de diferenca entre sequéncias completas do
gene (Fox et al, 1992), existindo ainda varios outros limites criados por outros autores

(Clarridge, 2004).
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O isolado bacteriano devera ser considerado como ndo identificavel por sequenciacdo do
gene 16S rRNA se apresentar uma homologia idéntica a 2 ou mais sequéncias de espécies
diferentes (Cai et al, 2003) ou se apresentar uma homologia inferior a 97% (Drancourt et al,
2000).

Nao é possivel definir o valor de similaridade que delimita o género ou a espécie porque
diferentes valores sdo obtidos analisando diferentes bases de dados, usando diferentes
métodos de cdlculo ou considerando apenas 500 pb ou o total de 1500 pb do gene 16S rRNA
(Clarridge, 2004), sendo provavel também que um Unico valor ndo seja apropriado para todos
os géneros bacterianos (Fournier et al, 2003; Harmsen e Karch, 2004; Thorne et al, 1998).

Um levantamento realizado por Clarridge (2004) determinou a dissimilaridade genética
média entre espécies dentro do género, calculada para 80 géneros, tendo esta variado entre
0,5% a 17,3%, indicando assim que utilizando os critérios estipulados por vdrios autores, certas
espécies distintas deveriam ser consideradas como uma sé, enquanto outras deveriam
pertencer a géneros distintos.

E também importante considerar a necessidade de sequenciar apenas os primeiros 500 pb
ou os cerca de 1500 pb do gene todo. Por vezes é necessario sequenciar o gene todo para
distinguir certos taxa e estirpes, ou para a descricdo de um novo taxon, mas na maioria dos
casos de isolados bacterianos clinicos, os primeiros 500 pb disponibilizam suficiente
diferenciacdo para a identificacdo. A arvore filogenética realizada para bactérias com a
sequéncia de 500 pb e 1500 pb ndo difere muito, sendo a sequencia¢dao de apenas 500pb mais
facil e barata (Cai et al, 2003; Clarridge, 2004). No caso de isolados bacterianos nao clinicos, é
considerado que a sequenciacdo completa do gene resulta em identificacGes mais precisas que
apenas a sequenciagao dos primeiros 500 pb (Cai et al, 2003).

As bases de dados com sequéncias do gene 16S rRNA que sdo melhor conhecidas e

disponiveis na internet sdo o GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), a Ribosomal Database

Project (RDP-Il ou RDP) (http://rdp.cme.msu.edu/html/), a Ribosomal Database Project

European Molecular Biology Laboratory (http://www.ebi.ac.uk/embl/), a Smart Gene IDNS

(http://www.smartgene.ch), e a Ribosomal Differentiation of Medical Microorganisms

(RIDOM) (http://www.ridom.com/) (Clarridge, 2004).

A ferramenta Bio Informatic Bacteria Identification da Universidade de Lyon em Franca

(http://umr5558-sud-strl.univ-lyonl.fr/lebibi/lebibi.cgi) disponibiliza a identificacdo de

bactérias de forma simples e automatica a partir das sequéncias de DNA do isolado a ser
identificado, usando por base parte das sequéncias disponiveis no GenBank. Estas sequéncias
sdo filtradas para entrarem nesta base de dados e sdo disponibilizadas em conjuntos

agrupados por gene sequenciado, estirpes tipo apenas ou todas as estirpes, e por
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nomenclatura vélida e confirmada apenas ou todas, incluindo as incertas. A BIBI combina
ferramentas de pesquisa de similaridade de sequéncias com programas de filogenia,
devolvendo aguando da sua utilizacdo uma tabela com a identificacdo taxondmica, ou varias
identificagcOes possiveis, da amostra e arvore filogenética com as sequéncias mais préximas as
da amostra, disponibilizando também o acesso ao alinhamento das sequéncias (Devulder et al,
2003).

Existe também a base de dados MicroSeq 500 bacterial database da Applied Biosystems, a
qual utiliza os primeiros 500 pb da sequéncia do gene 16S rRNA (Fontana et al, 2005), e que
tem de ser adquirida para uso, a qual na sua versao 1.4.2 contém sequéncias de 1434 espécies
ou subespécies de 235 géneros bacterianos (Clarridge, 2004).

O GenBank, a maior base de dados de sequéncias nucleotidicas tinha em 2004 mais de 20
milhGes de sequéncias depositadas, das quais mais de 90 mil referentes ao gene 16S rRNA
(Clarridge, 2004), registando actualmente um total de mais de 108 milhdes de sequéncias das
guais mais de 2 milhdes relativas ao gene 16S rRNA em bactérias. Esta base de dados ndo é
verificada ou revista (peer reviewed), aceitando qualquer nome e sequéncia que sejam
depositados, o que implica a existéncia de erros (Clarridge, 2004). Outras falhas como
ambiguidades abundantes, gaps nas sequéncias e erros nas sequéncias foram ja reportadas,
bem como homologia entre estirpes da mesma espécie a atingir valores de 85%, pelo que é
aconselhdvel utilizar apenas as estirpes tipo para restringir o uso de sequéncias com possiveis
erros de identificagdo taxondmica (Song et al, 2003).

A base de dados RDP-Il, com a sua funcionalidade Classifier, permite a rapida e precisa
classificacdo de bactérias em grupos taxonémicos até ao género de acordo com o Bergey’s
Taxonomic Outline of the Prokaryotes e com célculos de confianca para cada grupo (Wang et
al, 2007). Esta base de dados incorpora sequéncias seleccionadas a partir do GenBank, contra
as quais a pesquisa de similaridade é efectuada (Song et al, 2003; Wang et al, 2007),
registando um total de mais de 300 mil sequéncias em 2007 e um incremento mensal de cerca
de 5000 sequéncias (Wang et al, 2007).

Independentemente da base de dados seleccionada, para uma boa identificacdo de um
isolado bacteriano com base na sequéncia do gene 16S rRNA sdo necessarias sequéncias
correctas nas bases de dados, nomes correctos associados a essas sequéncias e uma correcta

sequéncia do isolado a ser identificado (Clarridge, 2004).
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12.2.3.3 - VANTAGENS DA SEQUENCIAGAO DO GENE 165 RRNA

Toaos os sistemas usados para identificar bactérias, quer sejam fenotipicos ou genotipicos,
tém limitagdes, ndo existindo nenhuma metodologia Unica que forneca resultados 100%
precisos (Janda e Abbott, 2002).

A sequenciagcao do gene 16S rRNA é actualmente o padrao de referéncia para a identificagao
e descricdo de novas espécies e géneros bacterianos, sendo muito comum e recomendada a
sua publicacdo como parte da descri¢cdo de novas espécies (Clarridge, 2004; Stackebrandt et al,
2002).

Tem havido um grande incremento da descricdo de novos taxa bacterianos devido a
disponibilidade da técnica e conhecimento necessadrios para a sequenciacdo dos genes
ribossomais, aliado a facilidade com que se conseguem sequenciar genes (Janda e Abbott,
2002; Tortoli, 2003; Tringe e Hugenholtz, 2008), levando a possibilidade de descoberta de
novos patogéneos (Clarridge, 2004).

A clonagem e sequenciacdo do gene 16S rRNA de amostras ambientais permite detectar uma
maior diversidade microbiana que a detectadas por métodos baseados em cultura (Pace,
1997).

A sequenciacdo permite uma identificacdo bacteriana que é mais robusta, reproduzivel e
exacta que a obtida por testes fenotipicos, cujos resultados sdo mais subjectivos (Cai et al,
2003; Clarridge, 2004; Song et al, 2003). Trabalhos de sequenciacdo de bactérias dificeis, ou
mesmo impossiveis, de identificar por testes fenotipicos permitiram concluir que cerca de 90%
desses isolados podem ser identificados (Cai et al, 2003; Drancourt et al, 2000; Song et al,
2003) e que apenas cerca de 55% das identificagcdes fenotipicas estavam correctas até ao
género (Cai et al, 2003; Song et al, 2003).

A sequenciacdo permite uma identificacdo mais precisa de bactérias pobremente descritas,
raramente isoladas ou pertencentes a estirpes aberrantes, comparativamente a identifica¢do
por testes fenotipicos, reduzindo os provavelmente frequentes erros de identificagdo por esta
ultima metodologia (Clarridge, 2004).

Espécies de bactérias dificeis de distinguir fenotipicamente podem sé-lo facilmente
recorrendo a sequenciagao, como por exemplo Nocardia asteroides ATCC 19247 e N. farcinica
ATCC 3318 com 13 pb de diferenga (Bosshard et al, 2003; Cai et al, 2003; Clarridge, 2004; Roth
et al, 2003).

A sequenciacdo quando combinada com técnicas independentes de cultura bacteriana tem a
vantagem de permitir a deteccdo e identificacdo de bactérias ndo vidveis (Dungan e Leytem,

2009; Polymenakou et al, 2008; Tringe e Hugenholtz, 2008).
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A sequenciacdo do gene 16S rRNA é por vezes a Unica forma possivel de detectar bactérias
ndo cultivdveis (Fredricks e Relman, 1996; Relman et al, 1992), facilitando também a
identificacdo de bactérias com requisitos de crescimento inusuais (Rantakokko-Jalava et al,
2000).

As bactérias dificeis de identificar fenotipicamente, por serem inertes ou nao reactivas aos
testes bioquimicos ou aos sistemas comerciais de identificacdo, por haver falta de testes
bioquimicos especificos, por apresentarem reactividade bioquimica inusual ou mesmo falta de
existéncia da mesma nas bases de dados, poderdo ser identificadas por sequencia¢do do gene
16S rRNA (Cai et al, 2003).

A sequenciacdo do gene 16S rRNA permite corrigir erros taxondmicos ao distinguir
facilmente bactérias cuja posicdo filogenética ndo foi bem aplicada por ter sido realizada com
base apenas em testes fenotipicos (Clarridge, 2004; Tortoli, 2003), nomeadamente:

1) Estirpes duma mesma espécie que podem ser geneticamente diferentes para serem
consideradas espécies ou mesmo géneros diferentes. Exemplo: Enterobacter (Pantoea)
agglomerans (bgl) e Enterobacter (Pantoea) agglomerans (bg2) com 27 pb de diferenca
(Clarridge, 2004).

2) Espécies dum mesmo género que sdo tdo diferentes geneticamente que ndao podem
pertencer ao mesmo género. Exemplo: Clostridium tetani ATCC 19406 e Clostridium
innocuum ATCC 14501 com cerca de 104 pb de diferenca (Clarridge, 2004).

3) Espécies mal identificadas podem ser rectificadas. Exemplo: Mycobacterium duvalii e “M.
valentiae” com sequéncia igual (Clarridge, 2004).

4) Bactérias geneticamente semelhantes demais para serem consideradas pertencentes a
géneros diferentes. Exemplo: Enterobacter cloacae ATCC 13047 e Leclercia (Enterobacter)
adecarboxylata ATCC 23216 com 1 a 2 pb de diferenca (Clarridge, 2004).

5) Subespécies distintas demais para pertencerem a mesma espécie. Exemplo: Streptococcus
dysgalactiae subsp. dysgalactiae e subsp. equisimilis com 14 pb de diferenca (Clarridge,
2004).

A sequenciacdo do gene 16S rRNA pode ser obtida em rapidamente, num periodo que dura
entre algumas horas a cerca de 2 dias de trabalho utilizando apenas uma porg¢do de uma
coldnia ou directamente do espécimen recolhido (Cook et al, 2003; Peccia e Hernandez, 2006;
Tang et al, 1998).

O custo da sequenciagdo do gene 16S rRNA pode ser inferior ao de identificagdo por
métodos convencionais bioquimicos, pelo menos no caso de bactérias do género

Mycobacterium que sdo dificeis de identificar (Cook et al, 2003).
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A sequenciacdo permite o estudo e identificagdo de bactérias proveniente de amostras
ambientais, como as provenientes de lamas e aguas residuais, sem haver necessariamente o
isolamento e cultivo individual das mesmas, sendo possivel determinar a composicao
bacteriana desse ambiente (Horn e Wagner, 2001; Pace, 1997; Schmalenberger et al, 2001).

Se a bactéria a identificar for proveniente de amostra clinica de um paciente sujeito a
tratamento com antibidticos, o efeito deste podera inibir o crescimento da bactéria em meios
de cultura para identificagdo fenotipica, sendo apenas possivel a sua deteccdo e identificagao
por métodos moleculares como a sequencia¢do do gene 16S rRNA (Goldenberger et al, 1997;
Jalava et al, 1995; Rantakokko-Jalava et al, 2000).

A sequenciacdo pode ser usada na confirmag¢do de detec¢des positivas em instrumentos
automaticos de detecgdo de crescimento bacteriano em culturas quando o crescimento nao é
aparente, permitindo distinguir os verdadeiros dos falsos positivos (Qian et al, 2001).

Se a identificacdo do agente causador da infeccdo de um paciente for realizada por
sequenciacdo, a rapidez da obtencdo de resultados e a sua superior exactiddo permitem
redireccionar o tratamento antimicrobiano, resultando no aperfeicoamento do tratamento
clinico de pacientes, com consequente reducdo de efeitos e custos, quer para o paciente, quer
para o sistema de saude (Jarvinen et al, 2009; Tang et al, 1998).

Por fim, a implementacdo de um programa de controlo de infecgdes que inclua a tipagem

molecular esta associada a uma reducdo de 11% de IN (Curtis, 2008).

52.2.3.4 - DESVANTAGENS DA SEQUENCIAGAO DO GENE 16S RRNA

Os:custos associados a sequenciacdo para identificacdo de amostras clinicas de rotina sdo
considerados como o maior obstaculo a sua implementacdo nos laboratérios de microbiologia
(Boudewijns et al, 2006), pois sdo mais caros que a maioria dos métodos tradicionais
(Clarridge, 2004; Song et al, 2003). Adicionalmente, o custo de acesso a bases de dados
comerciais para identificagdo é outro factor (Boudewijns et al, 2006).

Outra desvantagem relaciona-se com o uso de bases de dados publicas, como o GenBank,
cujas sequéncias depositadas ndo sdo revistas (peer reviewed), podendo qualquer utilizador
depositar sequéncias de ma qualidade com erros e ambiguidades, incompletas e com
identificagdo insuficiente (Boudewijns et al, 2006).

Apesar de as sequéncias serem dados objectivos, a interpretacdio das mesmas para
estabelecer a identificagdo ndo o &, pois ndo existem critérios universalmente aceites para a
identificacdo de isolados bacterianos com base na sequéncia do gene 16S rRNA (Boudewijns et

al, 2006; Janda e Abbott, 2002).
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Os limites de similaridade para a identificacdo de isolados como pertencentes a um
determinado taxon poderdo originar falsas identificacdes, pois existem casos reportados de
violacdo desses limites entre espécies, existindo espécies reconhecidamente distintas que
segundo os limites recomendados deveriam ser consideradas a mesma espécie (Janda e
Abbott, 2002).

A variagdo da sequéncia de DNA entre espécies ou géneros é menos evidente na
sequenciacdo do gene 16S rRNA, pois o gene é altamente conservado, do que com outros
métodos moleculares como a hibridagdo (Janda e Abbott, 2002).

Existe polimorfismo intracelular devido a existéncia de varias cépias do gene que poderao ter
diferente sequéncia genética, o que origina dificuldades na interpretacdo da sequenciagao,
criando ambiguidades na sequéncia obtida (Ninet et al, 1996).

O facto da sequenciacdo do gene 16S rRNA ter se tornado o padrdo de referéncia para a
identificacdo taxondmica de bactérias, existindo previamente categorias taxondmicas
atribuidas com base nos testes fenotipicos, originou varios tipos de incongruéncias que podem
levar a erros na identificacdo (Clarridge, 2004), nomeadamente:

1) Existéncia de gendtipos iguais com fenodtipos diferentes — diferentes espécies préximas
podem exibir uma muito baixa ou mesmo nula diferenga entre a sequéncia do gene 16S
rRNA, apesar de fenotipicamente estarem identificadas e confirmadas como espécies
distintas, estando a sua similaridade dentro do patamar considerado para serem a mesma
espécie. Exemplo: Mycobacterium tuberculosis ATCC 27294, M. bovis ATCC 19210 e M.
africanum ATCC25420 com sequéncia igual (Clarridge, 2004).

2) Existéncia de gendtipos similares mas fendtipos distintos — isolados de espécies ou até
géneros diferentes podem apresentar uma homologia genética muito elevada, a qual
levaria a considera-las a mesma espécie, apesar de serem historicamente e clinicamente
distintos. Exemplo: E. coli ATCC 11775 e Shigella dysenteriae ATCC 13313 com 3 pb de
diferenca (Clarridge, 2004).

As sequéncias antigas depositadas no GenBank tém baixa precisdo, sendo habitual encontrar
bases ambiguas (Clayton et al, 1995), o que podera originar elevadas taxas de homologia entre
sequéncias que levam a uma incorrecta identificagao.

Os sistemas comerciais baseados em testes bioquimicos tém servido bem os laboratérios de
microbiologia na identificacdo rotineira de agentes infecciosos de importancia médica, sendo
possivel a realizagdo de elevado nimero de testes simultaneamente e sendo rapidos e precisos
na identificacdo de espécies comuns e a um baixo custo comparativamente as técnicas

moleculares (Janda e Abbott, 2002).
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Este tipo de andlise, quando aplicado a amostras processadas independentemente de
métodos de cultura, é incapaz de distinguir entre os microorganismos vidveis e nao vidveis.
Enquanto os microorganismos patogénicos ndo vidveis ndo apresentam um risco de doenca
infecciosa, a presenca do seu DNA na amostra ird sempre produzir um resultado positivo,
tornando impossivel determinar se o resultado positivo representa um potencial perigo de
doenca. Uma deteccdo positiva dos organismos alvos significa que uma amostra contém

células vidveis, invidveis ou ambas (Dungan e Leytem, 2009).
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 — CARACTERIZAGAO DO LOCAL DE ESTUDO

O Hospital Dr. Jodo de Almada fica localizado na Rampa da Quinta do Leme, Freguesia do
Monte, Concelho do Funchal, llha da Madeira, Portugal. O edificio esta implantado a Norte da

cidade do Funchal, a uma altitude aproximada de 350 metros acima do nivel do mar.
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Figura 3 — Localizagdo do Hospital Dr. Jodo de Almada na cidade do Funchal. Adaptado de Google
Earth.

A drea circundante ao edificio caracteriza-se por ser constituida maioritariamente por

habita¢Ges particulares e pela ocorréncia de vegetacdo de porte arbustivo e arboreo.
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O edificio do HJA tem aproximadamente 120 metros de comprimento por 20 metros de
largura, tendo a zona central com cerca de 35 metros de largura. Apresenta 4 pisos, onde no
piso 0 concentram-se as salas ocupacionais de tempos livres, lavandaria e gabinetes médicos,
no piso 1 encontram-se localizados alguns quartos, a entrada principal de visitantes, cozinha,
bar e servicos administrativos, enquanto nos pisos 2 e 3 existem maioritariamente apenas
quartos dos pacientes.

Os locais amostrados ndo apresentavam sistemas de climatizacdo do ar, pelo que a
ventilagdo existente era apenas a resultante do efeito natural do vento e diferencgas de pressdo

do ar.

3.1 - PLANEAMENTO DAS AMOSTRAGENS

Os locais de amostragem no edificio do HJA foram seleccionados de acordo com os seguintes
critérios:
» serem representativos de cada piso;
» cuja localizacdo permita aferir um potencial padrdo de dispersdo de bactérias no ar
interior;
» apresentarem presenca tempordria ou permanente de pessoas;
» que asua QAIl tenha uma influéncia relevante nos utentes.

Desta forma definiu-se a realizacdo de amostragens em 15 locais distintos do interior do HJA,
resultando em 3 ou 4 locais em cada um dos 4 pisos do edificio. As colheitas foram realizadas
em 5 dias distintos entre 23-04-2009 e 04-06-2009, resultando num total de 36 amostragens
do ar interior e 5 do ar exterior, descritas na Tabela 6.

Em cada dia de colheita foram amostrados todos os locais programados para um piso, tendo
sido realizados 2 replicados, correspondentes ao periodo da manhd e da tarde, e uma
amostragem do ar exterior.

Aquando da primeira amostragem, no piso 3, foi testada a realizagdo de 4 replicados por
local por repeticdo do programa de amostragem do primeiro dia de colheita desse piso, mas a
inexisténcia de diferenca significativa entre as médias da quantificacdo de bactérias no ar
interior entre os dias de amostragem (teste T-student; T=-0,015; g.l.=10; p=0,989) levou a
decisdao de realizar apenas 2 replicados nos restantes locais de amostragem, uma vez que nao

ocorre variagdo temporal significativa da concentracdo de bactérias no ar interior do HJA.
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Tabela 6 — Plano de amostragens do ar realizadas no HJA.

Nidmero da Datade Periododo Pisono
amostra  amostragem dia edificio Local amostrado

1 23-04-2009 Manha 3 Quarto Toutinegra

2 23-04-2009 Manha 3 Quarto Pardal da Terra

3 23-04-2009 Manha 3 Corredor Piso 3

4 23-04-2009 Tarde 3 Quarto Toutinegra

5 23-04-2009 Tarde 3 Quarto Pardal da Terra

6 23-04-2009 Tarde 3 Corredor Piso 3

7 23-04-2009 Tarde 3 Terrago Exterior

8 28-04-2009 Manha 3 Quarto Toutinegra

9 28-04-2009 Manha 3 Quarto Pardal da Terra

10 28-04-2009 Manha 3 Corredor Piso 3

11 28-04-2009 Tarde 3 Quarto Toutinegra

12 28-04-2009 Tarde 3 Quarto Pardal da Terra

13 28-04-2009 Tarde 3 Corredor Piso 3

14 28-04-2009 Tarde 3 Terrago Exterior

15 07-05-2009 Manha 2 Quarto Til

16 07-05-2009 Manha 2 Corredor Piso 2

17 07-05-2009 Manhs ) Sala estar (modificada para
quarto)

18 07-05-2009 Manha 2 Quarto Papoila

19 07-05-2009 Tarde 2 Quarto Til

20 07-05-2009 Tarde 2 Corredor Piso 2

2 07-05-2009 Tarde ) Sala estar (modificada para
quarto)

22 07-05-2009 Tarde P Quarto Papoila

23 07-05-2009 Tarde 2 Exterior - Atrio entrada

24 21-05-2009 Manha 0 Lavandaria

25 21-05-2009 Manha 0 Sala convivio (sem nome)

26 21-05-2009 Manha 0 Sala fisioterapia (sem nome)

27 21-05-2009 Manha 0 Corredor Piso 0

28 21-05-2009 Tarde 0 Lavandaria

29 21-05-2009 Tarde 0 Sala convivio (sem nome)

30 21-05-2009 Tarde 0 Sala fisioterapia (sem nome)

31 21-05-2009 Tarde 0 Corredor Piso 0

32 21-05-2009 Tarde 0 Exterior - Atrio entrada

33 04-06-2009 Manha 1 Corredor Piso 1

34 04-06-2009 Manha 1 Cozinha

35 04-06-2009 Manha 1 Bar pessoal

36 04-06-2009 Manha 1 Quarto Castanholas

37 04-06-2009 Tarde 1 Corredor Piso 1

38 04-06-2009 Tarde 1 Cozinha

39 04-06-2009 Tarde 1 Bar pessoal

40 04-06-2009 Tarde 1 Quarto Castanholas

41 04-06-2009 Tarde 1 Exterior - Atrio entrada
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3.2 — REALIZAGAO DAS AMOSTRAGENS

3.2.1 - MATERIAL UTILIZADO NAS AMOSTRAGENS

Na determinagdo dos parametros fisico-quimicos do ar, nomeadamente temperatura,
humidade relativa e concentra¢do de CO, e de NO,, foi utilizado um monitor de qualidade do
ar Gas Data Pag, que detecta todos estes parametros em simultaneo, ou como alternativa um
termohigrémetro Hanna Instruments e um detector de NO, Crowcon.

Na amostragem microbioldgica do ar foi utilizado um amostrador portatil Burkard
Manufacturing Co. Ltd. O aparelho aspira o ar para placas de petri de 90mm de diametro a
uma taxa de 20 litros por minuto, definindo-se um periodo de 8 minutos em cada amostragem,
perfazendo 0,16 m? de ar por amostra.

Foram utilizados no Burkard dois tipos de meios de cultura pré-preparados em placa de petri
para a deteccdo de bactérias e fungos:

Gelose Tripcase Soja Agar (TSA) da marca Biomérieux — meio de cultura destinado a detecc¢do
de bactérias totais do ar, indicado ao desenvolvimento de bactérias sem exigéncias especificas.

Gelose Sabouraud Glucose Cloranfenicol (SDC) da marca Biomérieux — meio de cultura
destinado a deteccdo de fungos totais do ar, o qual permite o desenvolvimento de todo o tipo
de fungos.

Foi utilizado algoddo embebido em etanol a 70% para a esterilizagdo do aparelho Burkard

entre cada amostragem do ar.

3.2.1 — PROCEDIMENTOS NAS AMOSTRAGENS

Em cada local amostrado foram realizados os seguintes passos:

1) Medigdo dos parametros fisicos e quimicos do ar com o aparelho Gas Data PAQ, ou em
alternativa com os aparelhos Hanna e Crowcon.

2) Amostragem do ar com aparelho Burkard utilizando placas de petri com meio nutriente
em agar especifico para bactérias (TSA)

3) Amostragem do ar com o aparelho Burkard utilizando placas de petri com meio nutriente
em agar especifico para fungos (SDC)

4) Anotacdo das caracteristicas da amostragem do ar e do local amostrado, quando
aplicavel, tais como: nimero de pessoas no local, grau de movimentagao de pessoas no
local (Escala 0 a 5, sendo O = nulo, 1 = muito baixo, 2 = baixo, 3 = médio, 4 = elevado e 5 =

muito elevado), nimero de camas no quarto, existéncia de ventilagdo prévia do local
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(janelas abertas ou fechadas antes da amostragem) e limpeza prévia do quarto (camas
feitas ou por fazer no momento da amostragem).

As amostragens de ar foram feitas ao nivel das vias respiratérias tendo o aparelho Burkard
sido colocado a um metro de altura, e proximo das camas dos pacientes quando aplicavel.
Realizou-se a amostragem nos quartos de pacientes com as janelas e portas fechadas
enquanto nos restantes tipos de locais ndo foi modificado o estado da ventilagdo natural.

Os aparelhos de monitorizacdo dos parametros fisico-quimicos do ar foram colocados a
cerca de 50 cm de distancia do amostrador de ar e a leitura dos valores determinados no inicio
da colheita de cada amostra de ar. O transporte das placas de petri utilizadas nas amostragens
foi realizado numa mala térmica refrigerada.

Nas amostragens de ar exterior o aparelho foi colocado na vizinhanca da entrada do edificio

(dias de amostragens dos pisos 0 a 2) ou na varanda (dia de amostragem do piso 3).

3.3 - ANALISE LABORATORIAL

3.3.1 - PROCESSAMENTO DAS PLACAS DE PETRI

As placas de petri foram incubadas por um periodo de 4 dias, sendo as placas com meio
nutriente especifico para bactérias (TSA) mantidas numa incubadora microbioldgica a 379C e
as placas com meio nutriente especifico para fungos (SDC) numa incubadora a 25°C.

Findo o periodo de incubagdo, foram contabilizadas as coldnias presentes em cada placa.
Seguindo o principio de que cada organismo vidvel presente no ar tem a capacidade de formar
uma coldnia, as contagens sdo expressas em unidades formadoras de colénias (UFC).

Uma vez que a durante a amostragem foram colhidos 0,16 m* de ar para cada placa, as

contagens obtidas foram convertidas para valores em UFC/m’ de ar.

Figura 5 — Placa de petri com meio de cultura TSA para crescimento de bactérias, apds incubagdo e
contagem. A — vista superior; B — vista inferior.
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A partir de cada placa com bactérias amostradas no ar interior foram seleccionadas 10
coldnias para identificacdo, e no caso de placas do ar exterior cerca de 6 coldnias. As colénias
foram seleccionadas como sendo morfologicamente distintas, sempre que possivel, com vista
a detecgdo da maior diversidade bacteriana possivel.

Ao todo foram seleccionadas para identificacdo 360 coldnias bacterianas do ar interior e 32
do ar exterior.

Do total de 2491 coldnias de bactérias contadas na totalidade das 41 placas de petri com
bactérias, correspondentes a amostragem total de 6,62m> de ar, o total de 392 coldnias
seleccionadas para identificagdo resulta numa representatividade de 15,7% da totalidade das

coldnias.

3.3.2 - TESTES BIOQUIMICOS PARA IDENTIFICACAO DAS BACTERIAS

13.3.2.1 - TESTE DE GRAM

Foi aplicada a coloracdo de Gram segundo Collee (1993) a uma porcdo de cada coldnia
seleccionada e posteriormente foi observada ao microscopio éptico Leitz a 400x. As bactérias
Gram (+) apresentam uma colorag¢do roxa enquanto as Gram (-) adquirem coloragdo vermelha.

Foi registada ainda a forma celular e o tipo de aglomeracao celular.

3.3.2.2 - TESTE DA OXIDASE

FoiE utilizado o kit comercial Microbiology Bactident Oxidase da marca Merck segundo as
instrucdes do fabricante. Foi aplicada uma porg¢ado da coldénia na zona reactiva da tira de papel
do teste e findo 1 minuto observou-se a reactividade. Se a bactéria possuir a enzima
citocromo-oxidase, a zona reactiva da tira de papel do teste muda de cor para purpura, sendo
considerada uma bactéria oxidase positiva. Se a bactéria nao possuir a referida enzima, nao

ocorrera alteragdo de cor, sendo entdo considerada oxidase negativa.

3.3.2.3 - TESTE DA CATALASE

Ne;te teste foi utilizado o reagente Microbiology Bactident Catalase da Merck. Foi
adicionada uma gota de reagente do teste da catalase sobre uma porgao da colénia numa
lamina de microscopia e observada a reactividade. A formacdo de bolhas e libertacdo de gas
corresponde a uma reaccdo caracteristica de bactérias catalase positivas enquanto a auséncia

de reaccdo indica que a bactéria é catalase negativa.
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13.3.2.5 - INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS DOS TESTES BIOQUIMICOS

Os:resultados dos testes bioquimicos foram interpretados de acordo com Barrow e Feltham
(1993), sendo assim possivel a identificacdo das bactérias como sendo pertencentes ou ndo ao
género Staphylococcus, com base nos resultados dos testes efectuados.

O género Staphylococcus tem como caracteristicas principais a sua forma celular de cocos
com aglomeracgao predominantemente do tipo estafilococos, crescimento aerdbio e o facto de
ser Gram positivo, catalase positivo e oxidase negativo (Barrow e Feltham, 1993). Todas as
amostras processadas cujos resultados coincidissem com os esperados foram consideradas

como sendo pertencentes a esse género.

3.3.3 — TESTES GENETICOS PARA IDENTIFICACAO DAS BACTERIAS

3.3.3.1 - CONSERVACAO DAS AMOSTRAS ATE PROCESSAMENTO

As placas de petri com as coldnias bacterianas foram mantidas num congelador a -202C até o

seu processamento.

3.3.3.2 - ISOLAMENTO DAS COLONIAS

A ;;orgﬁo remanescente de cada coldnia seleccionada para identificacdo foi recolhida do agar
da placa de petri com um bisturi esterilizado a chama e colocada num tubo eppendorf
esterilizado contendo 100 pl de dgua ultra pura MilliQ (B. Braun).

De entre as 392 coldnias seleccionadas previamente para identificacdo, foram processadas
317 nos testes genéticos. A reducdo deveu-se a equalizagdo do esforco de amostragem por
local, nomeadamente reduzindo de 4 para 2 os replicados das amostragens do piso 3, e a
exclusdo de amostras nas quais houve provavel contaminagdo aquando do isolamento da

colénia.

13.3.3.3 - PREPARAGAO DO DNA

A r;reparagéo do DNA para PCR, consistiu na lise celular das bactérias induzida por elevada
temperatura. Tal resultou numa suspensao bacteriana com DNA disponivel em solugdo, que foi
directamente utilizada como DNA molde nas PCR subsequentes.

Os tubos eppendorf contendo as coldnias bacterianas foram incubados num banho-maria
durante 10 minutos a 989C (Pepper e Gerba, 2004). Apds incubacdo, as amostras foram

congeladas a -202C até serem processadas.
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53.3.3.4 - AMPLIFICACAO POR PCR DO GENE 16S DO RRNA

Pal:'a a amplificacdo do gene 16S do rRNA preparou-se num tubo eppendorf esterilizado a
seguinte solucao:

17,3 ul de dgua ultra pura MilliQ (B. Braun)

2,5 ul de solugdo tampdo de reacgdo 10X completa (Bioron)

2 ul de dNTPs a 2,5mM cada nucledtido (Bioron)

0,5 ul de primer 27F

0,5 ul de primer 1492R

0,2 pl de enzima Taq DNA polimerase a 5unidades/ul (Bioron)

2 ul de DNA template

Os primers utilizados na PCR sdo os primers universais para o gene 16S do rRNA em
bactérias, nomeadamente o 27F (5-AGRGTTTGATCMTGGCTCAG-3) e o 1492R (5'-
GGYTACCTTGTTACGACTT-3") (Polymenakou et al, 2008).

As condi¢Oes de amplificacdo foram de um passo inicial de desnaturacao por 3 minutos a
949(C, seguidos de 40 ciclos de 1 minuto a 942C, 1 minuto a 502C e 3 minutos a 722C, com um
passo final de extensdo por 7 minutos a 722C (Polymenakou et al, 2008).

O sucesso da PCR foi testado realizando uma electroforese das amostras em gel de agarose a
1% durante 25 minutos a 110V e posterior revelacdo com brometo de etidio e visualizacdo a
luz ultravioleta. O sucesso da PCR foi confirmado pela presenca de uma banda de DNA com o
tamanho aproximado de 1,5Kb correspondente a amplificacdo do gene pretendido.

Foi obtida a amplificacdo do gene pretendido num total de 215 das 324 amostras. As 109
amostras nas quais ndo foi conseguida a amplificacdo foram sujeitas a um minimo de 2

tentativas de amplificacdo.

53.3.3.5 - DIGESTAO COM ENZIMAS DE RESTRICAO

0] g:ene amplificado em cada amostra foi alvo de corte com recurso a 2 enzimas de restrigdo
em separado, nomeadamente a Hhal (5'-GCG"C-3') e a Haelll (BsuRl) (5'-GGACC-3')
(Polymenakou et al, 2008).

A digestdo enzimatica foi realizada de acordo com as instrugdes do fabricante (Fermentas).

A reacgao consistiu na preparagdo da seguinte solugado:

5 ul de solucdo com gene 16s rRNA amplificado por PCR

9 ul de dgua ultra pura MilliQ (B. Braun)

1 ul de solugdo tampdo adequada a enzima (Fermentas)

0,5 ul de enzima de restricdo Haelll ou Hhal (Fermentas)
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No caso da enzima Haelll foi utilizada a solu¢do tampdo R (Fermentas), e no caso da Hhal foi
utilizada a solugdo tampdo Tango (Fermentas).

Esta solugao foi incubada num banho-maria a 372C durante 6 horas.

Apds incubacgdo as enzimas foram inactivadas da seguinte forma:

Haelll — incubacao a 802C durante 20 minutos

Hhal — adicao de 0,62ul de EDTA 0,5M pH8 a cada amostra

Apds processamento as amostras foram mantidas a -209C.

13.3.3.6 - ANALISE DOS PADROES DE RFLP

OsE produtos da digestdo enzimdtica foram submetidos a electroforese em gel de
poliacrilamida T9C5 durante 3 horas a 180V e revelados a nitrato de prata segundo Budowle et
al (1991). Os padroes de bandas obtidos (RFLP) para cada amostra e enzima foram
determinados visualmente, sendo atribuidas designacées distintas a cada padrdo de bandas
Unico (Figuras 4 e 5 nos Apéndices). Foram assim agrupadas as amostras em grupos com
similaridade genética, os denominados Operational Taxonomic Units (OTU). O nome de cada
OTU foi dado pela conjuncao da designacdo do padrdo de bandas de RFLP para a enzima Hhal
e o padrdo para a Haelll (Hhal-Haelll).

Foram determinados os padrdes de bandas em 207 amostras digeridas com a enzima Hhal e
211 amostras digeridas com a Haelll, sendo possivel apurar o padrdo de RFLP para ambas as
enzimas em 192 amostras. Foram determinados 47 padrdes distintos resultantes da digestdo
com a Hhal e 56 padrées distintos com a Haelll. No total das 192 amostras com ambos os
padrées apurados, foram detectados 96 padrdes combinados distintos, resultando num

apuramento de 96 OTU.

3.3.3.7 — SEQUENCIAGAO DO GENE 16S RRNA

Un;a vez agrupadas as amostras em OTU, foram seleccionadas para sequenciagdo as
amostras das OTU mais frequentes e de entre as OTU menos frequentes preferencialmente
aquelas que foram identificadas pelos testes bioquimicos como n3do sendo pertencentes ao
género Staphylococcus.

Cada amostra seleccionada para sequencia¢do foi sujeita a nova PCR de amplificacdo do
gene 16S rRNA com um volume de 50 pl. Apds confirmagdo do sucesso da amplificagdo através
de electroforese em gel de agarose, as amostras foram purificadas com o kit de purificacdo
MinElute PCR Purification Kit (Quiagen) de acordo com as instru¢des do fabricante e eluidas

em 20ul de dgua ultra pura MilliQ (B. Braun). Apds a purificagcdo, as amostras foram sujeitas a
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nova electroforese em gel de agarose para determinar o sucesso da purificacdo e
concentragao relativa de DNA na solugao.

As amostras purificadas foram sujeitas a PCR de reamplificagdo com recurso ao primer de
amplificacdo 27F, e num caso também com o 1492R, e kit comercial para sequenciacdo de DNA
Big Dye Terminator versao 3.1 da Applied Biosystems de acordo com manual do fabricante.

A solucdo preparada para a PCR foi a seguinte:

2 ul de Big Dye

1,5 pl de primer 27F (ou 1492R)

2 a 3,5 pul de DNA purificado

agua ultra pura MilliQ (B. Braun) até perfazer volume total de 10yl

Apds esta PCR, as amostras foram sujeitas a purificacdo e precipitagdo de acordo com o
manual do fabricante do kit, sendo posteriormente enviadas para leitura da sequéncia
genética por electroforese capilar num sequenciador automatico nas instalacdes da StabVida.

Foram seleccionadas 24 amostras para sequenciacao, todas sequenciadas com o primer 27F
correspondente a porcdo inicial do gene. Apenas para a OTU mais frequente foi utilizado
igualmente o primer 1492R, permitindo assim obter a sequéncia completa do gene nessa

amostra.

13.3.3.8 — MANIPULAGAO DAS SEQUENCIAS DE DNA

Os: electroferogramas foram visualizados no software Ridom TraceEdit 1.1.0, sendo
eliminadas as extremidades da sequéncia nas quais a leitura gréfica era de ma qualidade.
Procedeu-se a verificacdo da qualidade da leitura das bases e eventual correccdo de deteccdo
nucleotidica necessaria.

De seguida foi realizada uma pesquisa de sequéncias homdlogas as das amostras utilizando a
funcionalidade Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) disponibilizada pelo National Center

for Biotechnology Information (NCBI) no site http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (Benson et

al, 2008).
A sequéncia da amostra e a sequéncia da base de dados com a maior taxa de homologia a
respectiva amostra foi alinhada no software BioEdit 7.0.5.3 e todos os nucledtidos diferentes

entre as 2 sequéncias foram alvo de confirmacgado por visualizagdo do electroferograma.
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13.3.3.9 - IDENTIFICAGAO DAS AMOSTRAS COM BASE NA SEQUENCIA GENETICA

As sequéncias das amostras foram sujeitas a pesquisa na base de dados Bio Informatics

Bacteria Identification light edition (leBIBI ou BIBI), disponivel em http://umr5558-sud-

strl.univ-lyon1.fr/lebibi/lebibi.cgi (Devulder et al, 2003).

Nesta base de dados, o parametro seleccionado foi a pesquisa no grupo de dados
Bacteria_TS_SSU-rDNA-16S_stringent, referente a sequéncias da subunidade 16S do rRNA de
bactérias de estirpes tipo e com identificacdo concordante com a nomenclatura.

A interpretacdo da identificacdo automatica disponibilizada foi a seguinte:

No caso da base de dados indicar apenas uma identificacdo possivel, era tida em
consideracdo a taxa de homologia maxima entra a amostra e as sequéncias da base de dados.
Se o valor fosse superior a 99% de homologia, era considerada a identificagdo como correcta.
Se o valor fosse inferior a 99%, era considerada a arvore filogenética apresentada pela base de
dados e considerada a distancia filogenética entre a amostra e as sequéncias mais proximas
para confirmar se existe ou ndo uma clara demarcacdo entre a identificacdo automatica do
BIBI e outras possiveis. Caso a distancia entre a amostra e sequéncias de taxa diferentes fosse
similar, era considerada a identificacdo apenas até ao taxon em comum, normalmente sendo
identificada até ao género.

No caso da base de dados indicar varias identificacOes possiveis, era tida em consideracao a
taxa de homologia maxima entra a amostra e as sequéncias da base de dados. A sequéncia
Unica com maior taxa de homologia a amostra, desde que superior a 99%, era considerada
como a identificagdo correcta, enquanto se a taxa de homologia fosse inferior a 99%, era
considerada a identificacdo apenas até ao taxon em comum para as varias identificagcdes
propostas pela base de dados. No caso de varias sequéncias da base de dados partilharem a
mesma taxa de homologia maxima com a amostra, era considerada a identificacdo taxonémica
dessas amostras também apenas até ao taxon em comum, uma vez que nao haveria distingdo
genética suficiente para diferenciar a inclusdo da amostra em algum dos varios taxa possiveis.

No caso da base de dados ndo indicar nenhuma identificacdo possivel, era tida em
consideracdo a taxa de homologia maxima entra a amostra e as sequéncias da base de dados e
a arvore filogenética. A identificacdo da amostra era dada pelo taxon em comum entre todas
as sequéncias proximas da amostra, normalmente sendo identificada até ao género. Estes
casos ocorreram apenas com sequencia¢des de ma qualidade e cuja leitura foi duvidosa.

A taxa de homologia superior a 99% entre as amostras e sequéncias da base de dados para a
identificacdo confirmada da amostra até ao nivel de espécie foi considerada de acordo com os

critérios de Drancourt et al (2000).
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A titulo comparativo e para efeitos de discussdo da identificacdo obtida para cada amostra,
foram feitas pesquisas das sequéncias das amostras em outras 2 bases de dados também
utilizadas para a identificacao de bactérias, o GenBank e o Ribossomal Database Project.

A pesquisa no GenBank foi realizada utilizando a funcionalidade Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) disponibilizada pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI)

no site http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (Benson et al, 2008).

Os parametros de pesquisa seleccionados foram: Tipo de BLAST escolhido foi nucleotide
blast, a base de dados para pesquisa foi nucleotide collection (nr/nt), foi seleccionada a
exclusdo de Uncultured / environmental sample sequences e de Models (XM/XP), e finalmente
seleccionada o programa Highly similar sequences (megablast) com os parametros originais.

Os resultados da pesquisa no GenBank foram interpretados segundo os critérios de
Drancourt et al (2000). Para tal, as amostras foram identificadas pelo grupo taxonémico da
sequéncia ou sequéncias com homologia méxima. As amostras puderam ser identificadas com
certeza até a espécie da sequéncia da base de dados com a homologia maxima quando a
homologia entre sequéncias fosse superior ou igual a 99%, e até ao género quando a
homologia fosse superior ou igual a 97% e inferior a 99%. No caso da homologia maxima entre
a amostra ocorrer com varias sequéncias, era considerada a identificacdo apenas até ao taxon
em comum das amostras com os mesmos valores de homologia, ou em alternativa quando os
taxa fossem muito distintos, até ao taxon com maior nimero de ocorréncias com homologia
maxima. No caso da homologia maxima ser inferior a 97%, o que ocorreu apenas com
sequenciacdes de ma qualidade, a identificacdo devera ser considerada falhada, sendo no
entanto registada a identificacdo apenas a titulo informativo, segundo os critérios descritos
anteriormente, sem considerar a valor da homologia.

A pesquisa no Ribossomal Database Project foi realizada utilizando a funcionalidade
Classifier ~ disponibilizada pela  Ribosomal Database  Project (RDP) no site

http://rdp.cme.msu.edu/classifier/classifier.jsp (Wang et al, 2007). Os resultados obtidos sdo

uma identificagdo directa, sem haver necessidade de interpretacao de dados.

No software MEGA 4.0.2 (Tamura et al, 2007) foi gerada a arvore filogenética presente na
Figura 16 para a apresentacdo resumida da relacdo filogenética entre as amostras e espécies
conhecidas. As sequéncias das amostras e as sequéncias das estirpes tipo de espécies proximas
das amostras constantes na base de dados BIBI, no grupo de dados Bacteria_TS_SSU-rDNA-
16S_stringent foram usadas como os dados a analisar. Foi realizado o agrupamento pelo
método de Neighbor-Joining (Saitou e Nei, 1987) com base no numero de diferengas

nucleotidicas entre as sequéncias e eliminagdo completa das posi¢cdes nucleotidicas sem dados
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(gaps) entre as sequéncias e realizado o teste de Bootstrap de filogenia com 1000 replicados.

Foram considerados 325 nucledtidos de todas as sequéncias na analise filogenética.

§3.3.3.10- DETERMINACAO DA ORIGEM PROVAVEL DAS BACTERIAS

FoiE feita a pesquisa das sequéncias das amostras na base de dados European Molecular
Biology Laboratory do European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI ou EMBL) nos registos
relativos a amostras ambientais (Stoesser et al, 2002).

A pesquisa no EMBL foi realizada utilizando a funcionalidade Fasta - Nucleotide Similarity
Search disponibilizada no site

http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/web/toolform.ebi?tool=fasta&context=nucleotide,

sendo seleccionada a base de dados EMBL-Bank, EMBL Environmental, All EMBL Environmental
e o programa FASTA para pesquisa de sequéncias similares. As sequéncias com a similaridade
maxima as sequéncias das amostras deste trabalho foram registadas, bem como as taxas de
homologia e respectiva fonte de recolha das mesmas.

Complementarmente foram pesquisadas informacdes sobre a ecologia das espécies
amostradas e confirmacdo da nomenclatura aplicada, incluindo sinonimias, na base de dados
da Culture Collection da Universidade de Goteborg na Suécia (CCUG), disponivel no site

http://www.ccug.se/.

Foram também registadas as fontes de recolha das bactérias com maior homologia as
sequéncias das amostras deste trabalho, disponiveis na base de dados BIBI consultadas
aquando da identificacdo das amostras.

Foi igualmente comparada a deteccdo das espécies deste trabalho com as do trabalho de
Taubel et al (2009), um trabalho que também versou a deteccdo de bactérias no ambiente
interior de edificios e sua relagdo com a presenga humana.

Da andlise dos 4 resultados anteriores para cada amostra sequenciada neste trabalho
resultou um veredicto para a origem provavel da bactéria detectada. Se a maioria dos
resultados apontassem para uma origem na flora bacteriana associada ao ser humano, a
origem era considerada humana, se houvesse uma possibilidade semelhante de ter origem
ambiental ou humana, era designada em primeiro lugar a fonte mais provavel, enquanto se os
resultados indicassem essencialmente origem na flora bacteriana ambiental, essa seria a

origem considerada para a amostra.
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3.4 - ANALISE ESTATISTICA

Recorreu-se ao software Microsoft Excel 2007 foi utilizado para registar os dados originais e
para a andlise exploratéria, nomeadamente ao gerar tabelas com médias, contagens e
proporg¢des das variaveis.

O programa SPSS 14.0 foi utilizado na analise exploratéria e na analise confirmatdria, sendo
nele realizadas as tabelas com a estatistica descritiva de varidveis, os testes estatisticos de
comparagdo de médias, testes de normalidade e igualdade de varidncias, e calculos de
correlagdes.

O programa Primer 6.1.10 foi utilizado na andlise das comunidades bacterianas dos locais
amostrados, sendo nele calculados os indices de similaridade e gerados dendogramas e
graficos Multi Dimensional Scaling (MDS) com base em matrizes de similaridade, bem como
calculadas estimativas de diversidade bioldgica.

O programa MEGA 4.0.2 (Tamura et al, 2007) foi utilizado na elaboragdo de 4rvores

filogenéticas com base nas sequéncias de DNA.
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4 — RESULTADOS

4.1 — FLORA BACTERIANA DETECTADA NO AR INTERIOR DO HJA

4.1.1 — IDENTIFICACAO DAS BACTERIAS

De entre a totalidade das 2399 coldnias de bactérias contadas nas 36 placas de petri
respeitantes as amostragens do ar interior do HJA em 15 locais distintos, foram seleccionadas
360 coldnias para identificacdo. Todas as 360 coldnias foram sujeitas a testes bioquimicos que
permitiram identificad-las como sendo pertencentes ou ndo ao género Staphylococcus sp.,
sendo os resultados apresentados na Tabela 7. Das 360 coldnias, 300 foram seleccionadas para
identificagdo com técnicas moleculares, das quais, em 201 amostras foi conseguida a
amplificagdao do gene 16S rRNA e em 182 amostras foi possivel determinar o padrao de RFLP
para ambas as enzimas de restricdo utilizadas. Estas 182 amostras foram agrupadas em 91
OTU distintas, com entre 1 a 37 amostras por OTU, com base na similaridade de padrao de
RFLP. Das 91 OTU detectadas, foram identificadas 21 por sequenciacdo de 1 amostra da OTU,
correspondendo a um total de 105 amostras identificadas com recurso a técnicas moleculares.

As identificagGes obtidas pelos testes bioquimicos e pelas técnicas moleculares para as 360
amostras seleccionadas para identificacdo sdo apresentadas em seguida. Os dados detalhados

estdo disponiveis nos Apéndices nas Tabelas 1, 3 e 4.
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Tabela 7 — Identificagdo das bactérias processadas para identificagdo respeitantes ao ar interior do

HJA, discriminadas por identificagdo por testes bioquimicos e técnicas moleculares.

Identificagao

Identificagao

(Bioquimica) Contagem % (Molecular) Contagem %
Staphylococcus cohnii urealyticus 43 12%
Staphylococcus haemolyticus 17 5%
Staphylococeus sp. 244 63% .z::;;;gglococcus capitis ou S. 11 3%
Staphylococcus kloosii 2 1%
Nao identificado 171 48%
Micrococcus luteus 1%
Bacillus granadensis 1%
Moraxella osloensis ou 3 1%
Enhydrobacter aerosaccus
Kocuria palustris 3 1%
Kocuria rhizophila 3 1%
Paracoccus yeei 3 1%
Outros géneros 116 32%  crocinobacterium jejui 2 1%
Micrococcus sp. 2 1%
Bacillus simplex 1 0%
Corynebacterium sp. 1 0%
Exiguobacterium homiense 1 0%
Lactococcus lactis lactis 1 0%
N3o identificado 88 24%
Total Geral 360 100% Total Geral 360 100%

O teste bioquimico de Gram permitiu também caracterizar as bactérias processadas de

acordo com o tipo de Gram e forma celular, sendo apresentados os resultados na Tabela 8.

Tabela 8 — Identificagdo das bactérias do ar interior do HJA por tipo de Gram e forma celular.

Tipo de Gram e Contagem %
forma celular
Gram positivo 317 88%
Cocos 261 73%
Bacilos 41 11%
Cocobacilos 11 3%
Cocos e bacilos 1%
Cocos e cocobacilos 1 0%
Gram negativo 43 12%
Cocos 21 6%
Bacilos 18 5%
Bacilos e cocobacilos 1%
Cocobacilos 0%
Cocos e bacilos 0%
Total Geral 360 100%
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4.1.2 — ORIGEM PROVAVEL DAS BACTERIAS

A origem provavel de cada taxon de bactérias detectadas no ar interior do HJA é apresentada

na Tabela 9. Os dados detalhados estdo disponiveis nos Apéndices nas Tabelas 10 e 11.

Tabela 9 — Origem provavel das bactérias detectadas no ar interior do HJA.

Identificagdo das bactérias Origem provavel das bactérias
Bacillus granadensis Humanos, potencialmente ambiental
Bacillus simplex Ambiental
Corynebacterium sp. Humanos
Crocinobacterium jejui Ambiental
Exiguobacterium homiense Humanos, potencialmente ambiental
Kocuria palustris Humanos, potencialmente ambiental
Kocuria rhizophila Humanos, potencialmente ambiental
Lactococcus lactis lactis Ambiental, potencialmente de humanos
Micrococcus luteus Humanos
Micrococcus sp. Humanos
Moraxella osloensis ou
Enhydrobacter aerosaccus Humanos
Paracoccus yeei Humanos

Staphylococcus capitis ou S. caprae  Humanos
Staphylococcus cohnii urealyticus ~ Humanos

Staphylococcus haemolyticus Humanos
Staphylococcus kloosii Ambiental
Staphylococcus sp. Humanos

4.1.3 — QUANTIFICACAO DAS BACTERIAS

Sao apresentados os dados relativos as 36 amostragens realizadas em 15 locais distintos do
interior do HJA, para os quais foram determinadas as concentra¢des de bactérias totais no ar,
cujos valores médio, maximo, minimo e desvio padrdo sdo apresentados na Tabela 10. Os

dados detalhados estdo disponiveis nos Apéndices nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 10 — Estatistica descritiva da concentragdo de bactérias totais no ar interior do HJA.

Nimero de Minimo Maximo Média Desv:o
amostras padrao
Concentracao de bactérias 36 193,8 6250 4132 1182

totais (UFC/m3)

As concentragdes médias de bactérias totais por local amostrado no interior do HJA sdo

apresentadas em seguida, sendo também apresentados os valores médios por tipo de local.
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Tabela 11 - Concentragdao média de bactérias totais (UFC/ma) por local amostrado no interior do HIA e
agrupadas por tipo de local. * - Valor acima de maximo de referéncia (Decreto-Lei n2 79/2006)

Local do interior do HJA Numero de Con?e'ntragéc_\ média de3
amostras  bactérias totais (UFC/m°)
Alimentar 4 406,9
Bar pessoal 2 395,8
Cozinha 2 418,1
Corredor 10 465,3
Corredor Piso O 2 387,5
Corredor Piso 1 2 429,5
Corredor Piso 2 2 468,8
Corredor Piso 3 4 520,3*
Lavandaria 2 387,5
Lavandaria 2 387,5
Quarto 16 384,0
Quarto Castanholas 2 365,6
Quarto Papoila 2 437,5
Quarto Pardal da Terra 4 409,4
Quarto Til 2 303,1
Quarto Toutinegra 4 300,0
Sala estar (modificada para quarto) 2 546,9*
Sala 4 418,8
Sala convivio 2 450,0
Sala fisioterapia 2 387,5
Total Geral 36 413,2

4.2 — OUTROS INDICADORES DA QUALIDADE DO AR INTERIOR

4.2.1 — QUANTIFICAGAO DOS FUNGOS

Sao apresentados os dados relativos as 36 amostragens realizadas em 15 locais distintos do

interior do HJA, para os quais foram determinadas as concentragdes de fungos totais no ar,

cujos valores médio, maximo, minimo e desvio padrdo sdo apresentados na Tabela 12. Os

dados detalhados estdo disponiveis nos Apéndices nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 12 — Estatistica descritiva da quantificagdo de fungos totais no ar interior do HJA.

Ndmero de Minimo Maximo Média Desv:o
amostras padrao
Concentragao de fungos 36 100,0 575.0 2438 1336

totais (UFC/m’)

As concentracbes médias de fungos totais por local amostrado no interior do HIJA sdo

apresentadas em seguida, sendo também apresentados os valores médios por tipo de local.
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Tabela 13- Concentragdao média de fungos totais (UFC/ms) por local amostrado no interior do HIA e
por tipo de local. * - Valor acima de maximo de referéncia (Decreto-Lei n2 79/2006)

Numero de Concentragao média de

Local do interior do HIA
ocaldo Interior do amostras  fungos totais (UFC/m3)

Alimentar 4 456,8
Bar pessoal 2 412,5
Cozinha 2 501,0*

Corredor 10 256,9
Corredor Piso 0 2 212,5
Corredor Piso 1 2 434,7
Corredor Piso 2 2 259,4
Corredor Piso 3 4 189,1

Lavandaria 2 209,4
Lavandaria 2 209,4

Quarto 16 203,1
Quarto Castanholas 2 350,0
Quarto Papoila 2 175,0
Quarto Pardal da Terra 4 167,2
Quarto Til 2 178,1
Quarto Toutinegra 4 185,9
Sala estar (modificada para quarto) 2 215,6

Sala 4 178,1
Sala convivio 2 175,0
Sala fisioterapia 2 181,3

Total Geral 36 243,8

4.2.2 — PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

Os parametros fisico-quimicos, nomeadamente a temperatura, humidade relativa,
concentragdo de CO, e de NO, foram determinados em 15 locais do interior do HJA (excepto
CO, medido em apenas 7 locais), sendo apresentados o nimero de amostragens efectuadas e
os valores médios, maximos, minimos e desvios padrdo das varidveis na Tabela 14. Os dados

detalhados estdo disponiveis nos Apéndices nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 14 — Estatistica descritiva das medi¢des dos parametros fisico-quimicos do indoor do HJA

Parametro fisico-quimico Nimero de Minimo Maximo Média Desvjo
amostras padrao
Temperatura (2C) 36 20,6 25,6 23,2 1,3
Humidade relativa (%) 36 42,2 62,3 51,5 4,6
Concentragao de CO, (ppm) 20 200,0 360,0 276,5 45,8
Concentragao de NO, (ppm) 36 0,0 0,1 0,003 0,017

As médias dos parametros fisico-quimicos apurados por local amostrado sdo apresentadas

em seguida, sendo também apresentados os valores médios por tipo de local.
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Tabela 15 — Valores médios dos parametros fisico-quimicos medidos nos locais do interior do HJA e
respectivo nimero de medigdes (N).

Local no interiordo Temperatura Humic!ade Co’nc.entragﬁo Co’nc.entragﬁo
HIA média (2C) N r(’ela!tlva N médiadeNO, N médiadeCO, N
média (%) (ppm) (ppm)
Alimentar 23,5 4 57,0% 4 0 4 320,0 4
Bar pessoal 23,5 2 54,0% 2 0 2 325,0 2
Cozinha 23,4 2 60,0% 2 0 2 315,0 2
Corredor 22,7 10 51,7% 10 0 10 261,7 6
Corredor Piso 0 22,8 2 49,2% 2 0 2
Corredor Piso 1 23,2 2 52,5% 2 0 2 270,0 2
Corredor Piso 2 24,5 2 48,9% 2 0 2
Corredor Piso 3 21,5 4 54,0% 4 0 4 257,5 4
Lavandaria 21,8 2 54,8% 2 0,05 2
Lavandaria 21,8 2 54,8% 2 0,05 P
Quarto 23,6 16 50,4% 16 0 16 268,0 10
Quarto Castanholas 23,9 2 52,0% 2 0 2 250,0 2
Quarto Papoila 24,9 2 49,3% 2 0 2
Quarto Pardal da 22,2 4 52,8% 4 0 4 292,5 4
Terra
Quarto Til 24,5 2 48,4% 0
Quarto Toutinegra 23,4 4 50,0% 4 0 4 252,5 4
Sala estar
(modificada para 24,7 2 47,8% 2 0 2
quarto)
Sala 23,3 4 47,9% 4 0 4
Sala convivio 23,5 2 48,1% 2 0
Sala fisioterapia 23,2 2 47,8% 2 0 2
Total Geral 23,2 36 51,5% 36 0,003 36 276,5 20

4.2.3 — ANALISE GLOBAL DA QUALIDADE DO AR INTERIOR

Na Tabela 16 é apresentado um resumo dos valores obtidos nas amostragens do ar
efectuadas no interior do HJA, sendo discriminados os valores minimos, médios e maximos
obtidos por parametro medido e comparados com os valores de referéncia da legislacdo
nacional aplicavel, nomeadamente os Decretos-Lei n? 78, 79 e 80/2006 de 4 de Abril e a Nota
técnica NT-SCE-02 (ADENE, 2009). Note-se que o método de amostragem e calculos
efectuados ndo se basearam na aplicacdo plena da metodologia exigida legalmente para a
certificacdo da QAIl, ndo podendo portanto os resultados serem equiparados aos de uma
auditoria da QAI. A legislacdo mencionada serve de guia respeitante aos valores de referéncia
em vigor em Portugal, para compara¢ao com dados os dados obtidos neste trabalho sob uma

perspectiva puramente académica.
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Tabela 16 - Resumo dos resultados da analise da QAl do HJA e sua conformidade com a legislagdo
aplicédvel (Decretos-Lei n2 78, 79 e 80/2006 e Nota técnica NT-SCE-02).

Numero Numerode Percentagem
" - - .. Valor - ~
Parametro Minimo Média Maximo de N nao de ndo
referéncia . .
amostras conformidades conformidades
Temperatura (2C) 20,6 23,2 25,6 36 20eCa 272C 0 0%
H“m'da(‘f;)re'at“’a 42,2% 51,5% 62,3% 36 40% a 65% 0 0%
(]
Concentragao CO, 2000 2765  360,0 20 Maximo = 984 0 0%
(ppm) ppm
Concentra¢ao NO, 0 0,003 0,1 36 ) ) )
(ppm)
Bactérias totais Maximo = 500
1 413,2 2 229
(UFC/m3) 93,8 3, 625,0 36 UFC/m3 8 %
Fungos totais Méximo = 500 o
(UFC/m3) 100,0 243,8 575,0 36 UFC/m4 4 11%

A comparacao dos valores obtidos com os valores de referéncia indica que relativamente aos
parametros fisico-quimicos houve sempre conformidade com os valores de referéncia,
enguanto no caso dos parametros microbioldgicos houve um total de 12 amostragens nao
conformes num total de 72 amostragens realizadas, perfazendo 16,7% das amostragens com
excesso de microorganismos no ar. Estes 12 casos de excesso de microorganismos no ar foram
detectados em 8 dos 15 locais distintos amostrados no interior do HJA, perfazendo 53,3% dos
locais amostrados.

As 8 amostras com concentracdo de bactérias superior a 500 UFC/m? foram detectadas no
corredor do piso 1 (1 caso), corredor do piso 2 (1 caso), corredor do piso 3 (3 casos), sala de
estar modificada para quarto (1 caso), sala de fisioterapia (1 caso) e na cozinha (1 caso),
resultando em 6 locais distintos com excesso de bactérias no ar numa ou mais amostragens.
Destes 6 locais, apenas o corredor do piso 3 e sala de estar modificada para quarto (2 em 15
locais, ou 13% dos casos) registaram uma concentragcdo média de bactérias acima das 500
UFC/m>.

As 4 amostras com concentracdo de fungos no ar superior a 500 UFC/m® foram detectadas
no corredor do piso 1 (1 caso), bar do pessoal (1 caso), quarto Castanholas (1 caso) e na
cozinha (1 caso), resultando em 4 locais distintos com excesso de fungos no ar numa
determinada amostragem. No entanto, destes 4 locais apenas a cozinha (1 em 15 locais, ou 7%
dos casos) teve uma concentragdo média de fungos acima das 500 UFC/m®.

Considerando exclusivamente a concentracdo média de microorganismos por cada local
amostrado (ver Tabela 11 e Tabela 13), apenas 3 dos 15 locais apresentam concentragées
superiores a 500 UFC/m?, perfazendo 20% dos locais amostrados, sendo eles o corredor do
piso 3 e a sala de estar modificada para quarto com excesso de bactérias no ar, e a cozinha

com excesso de fungos no ar.
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4.3 - DISPERSAO DA FLORA BACTERIANA NO AR INTERIOR DO HJA

No total das amostras de ar interior do HJA e exterior, 192 amostras foram caracterizadas
como pertencentes as 96 OTU distintas detectadas.

Os dados detalhados estdo disponiveis nos Apéndices nas Tabelas 1, 4,5, 6 e 12.

Foi calculada uma matriz com o indice de similaridade de Bray Curtis entre os locais
amostrados, com base nos dados das OTU, permitindo determinar a similaridade entre locais
com base na presenca e abundancia de OTU por local. Com base nesses dados foi criado o

dendograma apresentado na Figura 6 que reflecte a similaridade da flora bacteriana entre

locais.
Indice de similaridade de Bray Curtis
[Resemblance: S17 Bray Curtis similarity|
Tipo local
Lavandaria % )
| Alimentar
Quane ¢ w Corredor
Barpessoal Lavandaria
Cozinha ’ Qual’tO
Exterior - @ Sala
+ Exterior
° Quarto Papoila 4
% Quarto Pardal da Terra ‘
= J
8 Sala estar (modificada para quarto) ’
IS
© Sala fisi o
§ Quarto Til ’
- Sala convivio @
Quarto Touti ¢
Corredor Piso 2 v
Corredor Piso 0 WY
Corredor Piso 1 W

Corredor Piso 3 Y

| | | | | | |
I 1 1 1 1 1 1

60 50 40 30 20 10 0
Similaridade (%)
Figura 6 — Dendograma com os locais amostrados no HJA agrupados por grau de similaridade na flora
bacteriana, calculado com o indice de similaridade de Bray Curtis com base nos dados das OTU.

A matriz de dados mencionada anteriormente também serviu de base para o grafico Multi
Dimensional Scaling (MDS) apresentado na Figura 7, sendo evidenciados os grupos de
amostras com similaridade superior a 10%, 20% e 40% com base no resultado do dendograma

da Figura 6.
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[Resemblance: S17 Bray Curtis similarity]
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Figura 7 - Grafico Multi Dimensional Scaling (MDS) com base no calculo de indice de similaridade de
Bray Curtis entre todos os locais amostrados no HJA, usando os dados das OTU.

Os dados anteriores foram também processados em separado para cada um dos 4 pisos do
edificio do HJA, sendo apresentados em seguida para cada piso um esquema basico dos locais
amostrados e respectivo grafico MDS. Os esquemas do edificio do HJA indicam a localizacao
aproximada de cada local amostrado no respectivo piso, o seu respectivo nome e o nimero de

OTU partilhadas entre locais (desde que 21). O nimero de OTU determinados em cada local

estd indicado nos Apéndices na Tabela 12.
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Piso 0 do HIA

Norte

Figura 8 — Diagrama do piso 0 do HJA com indicagdo do numero de OTU partilhadas entre locais.
A=Corredor; B=Sala de fisioterapia; C=Sala convivio; D=Lavandaria.
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Figura 9 - Grafico Multi Dimensional Scaling (MDS) com base no cdlculo de similaridade de Bray Curtis
entre os locais amostrados no piso 0 do HJA, usando os dados das OTU.
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Piso 1 do HIA
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Figura 10 — Diagrama do piso 1 do HJA com indicagdo do nimero de OTU partilhadas entre locais.
A=Corredor; B=Quarto Castanholas; C=Bar do pessoal; D=Cozinha.
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Figura 11 - Grafico Multi Dimensional Scaling (MDS) com base no calculo de similaridade de Bray
Curtis entre os locais amostrados no piso 1 do HJA, usando os dados das OTU.
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Piso 2 do HIA
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Figura 12 — Diagrama do piso 2 do HJA com indicagdo do nimero de OTU partilhadas entre locais.
A=Corredor; B=Quarto Papoila; C=Quarto Til; D=Sala de estar modificada para quarto.
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Figura 13 - Grafico Multi Dimensional Scaling (MDS) com base no calculo de similaridade de Bray
Curtis entre os locais amostrados no piso 2 do HJA, usando os dados das OTU.
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Piso 3 do HIA
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Figura 14 — Diagrama do piso 3 do HJA com indicagdo do numero de OTU partilhadas entre locais.
A=Corredor; B=Quarto Toutinegra; C=Quarto Pardal da terra
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Figura 15 - Grafico Multi Dimensional Scaling (MDS) com base no calculo de similaridade de Bray
Curtis entre os locais amostrados no piso 3 do HJA, usando os dados das OTU.
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4.4 - COMPARAGCAO ENTRE O AR INTERIOR E EXTERIOR DO HJA

4.4.1 - COMPARAGAO QUALITATIVA DE BACTERIAS

S3o apresentados nas tabelas seguintes os resultados respeitantes a contagem de coldnias
bacterianas identificadas no ar interior do HJA, no ar exterior e na globalidade dos dados (ar
interior e exterior combinados) pelos varios métodos de identificacdo utilizados. Os dados

detalhados estdo disponiveis nos Apéndices nas Tabelas 1, 3,4,5e 6.

Tabela 17 — Comparagdo entre o nimero de coldnias de bactérias detectadas no ar interior e exterior
do HJA identificadas por técnicas moleculares.

Identificagao Interior HJA  Exterior HIA Global
Staphylococcus cohnii urealyticus 43 2 45

Staphylococcus haemolyticus 17 17
Staphylococcus capitis ou S. caprae 11 1 12
Micrococcus luteus 5 1 6

Staphylococcus sp. 4 4

Moraxella osloensis ou
Enhydrobacter aerosaccus

w

Bacillus granadensis
Kocuria palustris

Kocuria rhizophila
Paracoccus yeei
Staphylococcus kloosii
Crocinobacterium jejui
Micrococcus sp.
Exiguobacterium homiense
Lactococcus lactis lactis

Corynebacterium sp.

P P PR N NN W W WwWw

Bacillus simplex
Gordonia alkanivorans

Planococcus sp.

R P RPN R P RPN NN W W ww

Staphylococcus hominis hominis
Total Geral 105

0 B P R

113

Foram detectados um total de 20 taxa distintos na globalidade das bactérias processadas
para identificagdo com recurso ao agrupamento em OTU e sequenciagdo genética, sendo 13
taxa exclusivos do interior do HJA, 3 exclusivos do exterior e 4 taxa partilhados entre o interior
e exterior do HJA.

Os dados indicam que relativamente as amostras identificadas, 23% (4 em 17) dos taxa da
flora bacteriana do ar interior do HJA também estdo presentes no exterior e 57% (60 em 105
coldnias) da flora bacteriana do interior, em termos de nimero de coldnias, estd também

representada no exterior.
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Tabela 18 — Comparagdo entre as OTU de bactérias detectadas no ar interior e exterior do HJA.

Numero de OTU Numero de coldnias
Local do HIA s
detectadas pertencentes as OTU
Global 96 192
Interior 91 182
Exterior 9 10
OTU partilhadas entre 4 51 (interior) + 5 (exterior)

exterior e interior

Considerando as OTU detectadas, 28% das bactérias do interior (51 de 182 coldnias) sdo
geneticamente iguais, de acordo com o padrdo de RFLP, as do exterior, o que representa

apenas 4% (4 em 96) das OTU detectadas.

Tabela 19 — Comparagdo entre o numero de coldnias de bactérias detectadas no ar interior e exterior
do HJA identificadas por testes bioquimicos. Ndo identificado — indica que a bactéria pertence a outro
género que ndo o Staphylococcus sp.

Interior Exterior Global
Identificagao Contagem % Contagem % Contagem %
N3o identificado 116 32% 16 50% 132 34%
Staphylococcus sp. 244 68% 16 50% 260 66%
Total Geral 360 100% 32 100% 392 100%

Tabela 20 — Comparagdo entre o nimero de coldnias de bactérias detectadas no ar interior e exterior
do HJA identificadas por teste de Gram

Interior Exterior Global

Teste Gram Contagem % Contagem % Contagem %

Gram positivo 317 88% 22 69% 339 86%
Gram negativo 43 12% 10 31% 53 14%
Total Geral 360 100% 32 100% 392 100%

4.4.2 - COMPARAGAO QUANTITATIVA DE BACTERIAS

A concentracdo média de bactérias totais no ar interior do HJA, exterior e na globalidade das
amostras sao apresentadas na Tabela 21, bem como o respectivo nimero de amostras, desvio
padrdo da média e valores maximo e minimo detectados. Os dados detalhados estdo

disponiveis nos Apéndices nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 21 — Estatistica descritiva da quantificagdo de bactérias no ar interior e exterior do HJA.

Parametro Interior  Exterior Global
Numero de amostragens 36 5 41
Concentracdao média de bactérias totais (UFC/ms) 413,2 115,0 376,8

Desvio padrao da concentragdo média de bactérias

. 118,2 41,8 148,9
totais (UFC/ma)
Maximo da concentragdo de bactérias totais (UFC/mS) 625,0 181,3 625,0
Minimo da concentragdo de bactérias totais (UFC/m3) 193,8 81,3 81,3
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Foi aplicado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk a varidvel concentracdo de bactérias
totais no ar, o qual revelou que a distribuicdo é normal (Shapiro-Wilk=0,965; g./.=41; p=0,228),
sendo por esta razdo aplicada a estatistica paramétrica na andlise dos dados.

O teste de Levene para a igualdade das variancias entre os grupos de amostras do interior e
exterior resultou num valor F=3,793 com uma significancia =0,059, indicando que as variancias
ndo sao significativamente diferentes. O teste T-student para a igualdade das médias resultou
num valor t=-5,539, graus de liberdade=39 e um nivel de significancia =0,000. Este teste indica
assim que a concentracdao média de bactérias totais no ar interior do HJA e exterior sdo
significativamente diferentes, em termos estatisticos, sendo predominante uma maior

concentracao de bactérias no interior comparativamente ao exterior.

4.4.3 — COMPARAGAO QUANTITATIVA DE FUNGOS

A concentracdo média de fungos totais no ar interior do HJA, exterior e na globalidade das
amostras sao apresentadas na Tabela 22, bem como o respectivo nimero de amostras, desvio
padrdo da média e valores maximo e minimo detectados. Os dados detalhados estdo

disponiveis nos Apéndices nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 22 — Estatistica descritiva da quantificagdo de fungos no ar interior e exterior do HJA.

Parametro Interior Exterior Global
Numero de amostragens 36 5 41
Concentragdo média de fungos totais (UFC/ma) 243,8 405,0 263,5
Desvio padrao da concentracao média de fungos totais (UFC/m3) 133,6 197,6 149,6
Maximo da concentragdo de fungos totais (UFC/mS) 575,0 625,0 625,0
Minimo da concentragio de fungos totais (UFC/m?) 100,0 237,5 100,0

Foi aplicado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk a varidvel concentra¢do de fungos
totais, o qual revelou que a distribuicdo é ndo normal (Shapiro-Wilk=0,804, g./.=41, p=0,000),
sendo assim aplicada a estatistica ndo paramétrica na andlise dos dados.

Foi aplicado o teste U de Mann-Whitney para comparar a concentragao média de fungos
totais no ar interior do HJA e exterior, obtendo-se os resultados de Mann-Whitney U=33,000 e
nivel de significancia=0,023. Este teste indica assim que a concentragao média de fungos totais
no ar interior do HJA e exterior sdo significativamente diferentes, em termos estatisticos,
sendo predominante uma maior concentragdo de fungos no exterior comparativamente ao

interior do HJA.
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4.4.4 — EFEITO DA BRUMA NOS BIOAEROSSOIS

Durante o periodo de amostragem do ar no HJA ocorreram 2 eventos de bruma,
tradicionalmente designado como “tempo de leste”, nos dias 07-05-2009 e 04-06-2009. Estes
eventos poderdo ter influenciado os dados obtidos uma vez que esta massa de ar proveniente
de Africa transporta muitas particulas, sendo visivel a vista desarmada a enorme quantidade
de particulas em suspensdo, as quais ddo uma tonalidade amarela ao ar, podendo ocorrer
igualmente transporte de bioaerossais.

S3o apresentadas na Tabela 23 as concentragdes de bioaerossdis detectadas no ar exterior e
interior do HJA, em separado por dias com bruma e por dias normais (sem a ocorréncia de

bruma).

Tabela 23 - Estatistica descritiva da quantificacdo de bactérias e fungos no ar interior e exterior do
HJA em dias com bruma e dias normais (sem bruma).

Concentragao Desvio  Concentragdo  Desvio

Tipo de Tibo de dia Nu;neero média de padrao da média de padrao da
local P amostras bactérias totais médiade fungos totais média de
(UFc/md) bactérias (UFC/m?) fungos
. Diacom bruma 16 420,7 134,9 315,8 163,6
Interior .
Dia normal 20 407,2 106,3 186,3 62,5
. Dia com bruma 2 109,4 30,9 618,8 8,8
Exterior .
Dia normal 3 118,8 54,5 262,5 43,3
Total 41 376,8 148,9 263,5 149,6
Geral

O teste de Levene para a igualdade das variancias entre as amostras respeitantes a
concentracdo de bactérias no ar em dias com bruma e dias normais resultou num valor
F=1,934 com uma significancia =0,259 e num valor F=1,087 com uma significancia =0,305 para
os dados do exterior e interior respectivamente, indicando que as varidncias ndo sdo
significativamente diferentes. O teste T-student para a igualdade das médias da concentragdo
de bactérias totais no ar resultou num valor t=0,214, graus de liberdade=3 e um nivel de
significancia =0,844 e num valor t=-0,305, graus de liberdade=34 e um nivel de significancia
=0,739 para o ar exterior e interior respectivamente. Este teste indica assim que a
concentragdo média de bactérias totais no ar nao difere significativamente entre dias normais
e com bruma, tanto relativamente ao ar interior do HJA como ao exterior.

Foi aplicado o teste U de Mann-Whitney para comparar a concentragdao média de fungos
totais no ar entre dias normais e com bruma, tanto no ar interior do HJA como no exterior,
obtendo-se os resultados de Mann-Whitney U=77,000 e nivel de significancia=0,008 e Mann-
Whitney U=0,000 e nivel de significidncia=0,076 respectivamente. Este teste indica assim que a

concentracdo média de fungos totais no ar é significativamente diferente no interior do HJIA
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entre dias normais e com bruma, ocorrendo maior concentracdo de fungos no ar interior
durante eventos de bruma, enquanto no exterior as concentracbes ndo diferem

significativamente entre dias normais e com bruma.

4.5 — INFLUENCIA DOS PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS E CARACTERISTICAS DOS
LOCAIS NA CONCENTRACAO DE BIOAEROSSOIS

Neste ponto foram analisados os dados referentes apenas ao ar interior do HJA, sendo
também, andlise por analise, seleccionados os dados dos locais que se consideram adequados
a detecgdo da relagdo causa efeito. Os dados detalhados estdo disponiveis nos Apéndices nas

Tabelas 1 e 2.

4.5.1 — CORRELACAO COM PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

Uma vez que a variavel concentracdo de bactérias totais e as varidveis temperatura (Shapiro-
Wilk=0,969; g.l.=23; p=0,665), humidade relativa (Shapiro-Wilk=0,956; g./.=23; p=0,387) e
concentracdo de CO, (Shapiro-Wilk=0,979; g...=23; p=0,896) tém uma distribuicio normal
enguanto a variavel concentracao de fungos totais tem uma distribuicdo ndo normal.

Foram calculados os coeficientes de correlacdo de Pearson no caso da concentracdo de
bactérias, e os coeficientes de correlagdao de Spearman no caso da concentragao de fungos.

A variavel concentragdo de NO, nao foi considerada por ser constante no valor 0 em quase

todas as medig¢Oes, a excepcdo de uma medicdo na lavandaria.

Tabela 24 — Correlagdo de Pearson entre a concentragdo de bactérias totais no ar interior do HJA e as
varidveis fisico-quimicas. *-correlagdo significativa
Correlagao de Pearson

N
Parametro com a Concentragao de Significancia umero de
- . amostras
bactérias totais
Temperatura -0,051 0,769 36
Humidade relativa 0,245 0,150 36
Concentracao de CO, 0,459(*) 0,042 20

Verifica-se que a concentragdo de bactérias totais no ar interior do HJA estd
significativamente correlacionada apenas com concentracdo de CO,, sendo a correlagdo
positiva, indicando que com o aumento da concentragdo de CO,; no ar verifica-se um aumento

da concentragdo de bactérias no ar.
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Tabela 25 — Correlagdo de Spearman entre a concentragdao de fungos totais no ar interior do HJA e as
varidveis fisico-quimicas.

Correlagao de Spearman

A = . ... o . Numerode
Parametro com a Concentragdo de Significancia
. amostras
fungos totais
Temperatura 0,311 0,065 36
Humidade relativa -0,091 0,596 36
Concentragdo de CO, 0,140 0,557 20

Nao foram detectadas correlagdes estatisticamente significativas entre a concentracdo de

fungos no ar e as varidveis fisico-quimicas.

4.5.2 — CORRELAGAO COM CARACTERISTICAS DO LOCAL

54.5.2.1 — GRAU DE MOVIMENTAGCAO DE PESSOAS NO LOCAL

Sdo apresentadas as concentragdes médias de microorganismos no ar detectadas nos locais
do interior do HJA tipificados como quartos, corredores e salas, sendo os dados discriminados

por grau de movimentacdo das pessoas no local amostrado.

Tabela 26 — Concentragdes médias de microorganismos no ar interior do HJA discriminados por grau
de movimentagdo de pessoas no local amostrado.

Grau de movimenta¢do de  Numero de Concentra¢do média de Concentra¢do média de
pessoas amostras bactérias totais (UFC/ms) fungos totais (UFC/ m3)
0-Nulo 12 338,5 196,4
1-Muito baixo 4 425,0 196,9
2-Baixo 4 372,6 231,4
3-Médio 7 492,9 255,4
4-Alto 2 584,4 234,4
5-Muito alto 1 600,0 206,3
Total Geral 30 415,7 217,7

A concentracdo de bactérias no ar esta correlacionada positivamente e de forma
estatisticamente significativa com o grau de movimentacdo de pessoas no local (Correlacdo
Spearman=0,658; N=30; p=0,000), indicando que quanto maior o grau de movimentacdo de
pessoas no local, maior é concentracdo de bactérias no ar. No caso dos fungos, a correlacdo
nao é estatisticamente significativa (Correlacdo Spearman=0,326; N=30; p=0,079).

Foram detectadas diferencgas significativas entre as concentra¢des de bactérias em quartos
com diferentes graus de movimentac3o de pessoas (teste Kruskal-Wallis; Chi’=15,476; g.l.=5;
p=0,009) enquanto no caso dos fungos as diferencas ndo sdo significativas (teste Kruskal-

Wallis; Chi*=3,918; g.I.=5; p=0,561).
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14.5.2.2 - NOMERO DE PESSOAS NO LOCAL

Na Tabela 27 sdo apresentadas as concentracdes médias de microorganismos no ar nos
locais do interior do HJA tipificados como quartos e salas, sendo os dados discriminados por
numero de pessoas no respectivo local amostrado.

Tabela 27 — Concentragées médias de microorganismos no ar interior do HJA discriminados por

numero de pessoas no local.
Numero de pessoas no Numero de Concentragdo média de Concentra¢do média de

local amostras bactérias totais (UFC/m®)  fungos totais (UFC/m®)
2 9 325,7 163,9
3 2 365,6 350,0
4 2 365,6 196,9
6 1 400,0 181,3
7 2 484.,4 196,9
8 1 600,0 206,3
14 1 556,3 262,5
21 1 418,8 206,3
23 1 481,3 143,8
Total Geral 20 390,9 198,1

A concentracdo de bactérias no ar estd correlacionada positivamente e de forma
estatisticamente significativa com o nimero de pessoas no local (Correlagdo Spearman=0,614;
N=20; p=0,004), indicando que quanto maior o numero de pessoas no local, maior é a
concentragdo de bactérias no ar. No caso dos fungos, este tipo de correlagdo é
estatisticamente ndo significativa (Correlagdo Spearman=0,301; N=20; p=0,198).

Ndo existem diferencas significativas entre as concentracGes de microorganismos em
quartos com diferentes numeros de pessoas, tanto no caso das bactérias (teste Kruskal-Wallis;
Chi’=10,085; g.1.=8; p=0,259) como no caso dos fungos (teste Kruskal-Wallis; Chi*=5,290; g.l.=8;
p=0,726).

§4.5.2.3 — VENTILACAO PREVIA DO LOCAL

Na Tabela 28 sdo apresentadas as concentracdes médias de microorganismos no ar nos
locais do interior do HJA tipificados como quartos, sendo os dados discriminados por quarto

com e sem ventilagdo prévia do local relativamente ao momento da amostragem do ar.

65



RESULTADOS

Tabela 28 — Concentragdes médias de microorganismos no ar interior do HJA, discriminados por tipo
de ventilagdo prévia do local.

Ventilacio prévia do local Numero de Conf:e.ntrag‘ﬁ? média de3 Concentracﬁ.o média (13e
amostras bactérias totais (UFC/m®) fungos totais (UFC/m°~)
N3ao (Janelas fechadas) 11 402,8 196,6
Sim (Janelas abertas) 5 342,5 217,5
Total Geral 16 384,0 203,1

Verifica-se uma maior concentracdo de bactérias no ar nos quartos quando estes nao
tiveram uma ventilacdo prévia. No caso da concentracdao de fungos no ar a tendéncia foi
inversa, ou seja, existiam menos fungos no ar quando nao houve ventilacdo prévia.

No entanto, as diferengas entre as concentracoes médias de bactérias (teste T-student; T=-
0,991; g./.=14; p=0,338) e de fungos (teste U de Mann-Whitney; U=13,500; p=0,112) entre

guartos com e sem ventilagdo prévia ndo sdo estatisticamente significativas.

%4.5.2.4 — LIMPEZA DOS QUARTOS

Na Tabela 29 sdo apresentadas as concentragdes médias de microorganismos no ar nos
locais do interior do HJA tipificados como quartos, sendo os dados discriminados por quarto

com a limpeza ja feita e por fazer relativamente ao momento da amostragem do ar.

Tabela 29 — ConcentragGes médias de microorganismos no ar interior do HJA, discriminados por
quartos com limpeza feita e por fazer.

Numero de Concentragdao média de Concentra¢dao média de

Limpeza do quarto

amostras bactérias totais (UFC/m°) fungos totais (UFC/m?)
Por fazer 8 407,8 232,8
Feita 8 360,2 173,4
Total Geral 16 384,0 203,1

Verifica-se que existe uma maior concentracdo de fungos e bactérias no ar nos quartos por
limpar comparativamente aos quartos previamente limpos.

No entanto, as diferengas existentes entre as concentracdes médias ndo sdo
estatisticamente significativas tanto para as bactérias (teste T-student; T=-0,836; g..=14;

p=0,417), como para os fungos (teste U de Mann-Whitney; U=22,500; p=0,318).
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4.6 — AMOSTRAS SEQUENCIADAS

S3o apresentados as caracteristicas das 24 amostras bacterianas seleccionadas para

identificacdo por sequenciacdo e respectivos resultados da identificacdo pela base de dados

Bio Informatic Bacteria Identification (BIBl). Dados detalhados presentes nos Apéndices nas

Tabelas 4 e 7, e informacao adicional presente nos Apéndices nas Tabelas 8 a 11 e Figura 31.

Tabela 30 — Informacdo geral acerca das amostras bacterianas sequenciadas.

Nimero . Nome daOTU Tamanhoda Numerode Fiabilidade
da dI:L::IZ:iJa representada sequéncia bases nao da Local de amostragem
amostra (padrdo de RFLP) (pb) determinadas sequéncia

3 3 A-B 661 0 Fidvel Corredor Piso 3

3 45 P-D 584 1R Fidvel Corredor Piso 3

4 10 AN-D 504 12N Suspeita Quarto Toutinegra

9 40 W-M 727 1R Fiavel Quarto Pardal da Terra

9 65 A-A 1372 0 Fiavel Quarto Pardal da Terra

9 77 R-D 669 0 Fiavel Quarto Pardal da Terra

14 10 AE-Z 906 0 Fidvel Exterior - Terrago

14 15 Al-S 834 1R Fidvel Exterior - Terraco

14 18 J-v 492 0 Suspeita  Exterior - Terrago

15 51 AD-A 730 0 Fidvel Quarto Til

21 53 T-A 662 0 Fiavel Sala estar (modificada
para quarto)

23 14 AE-AE 561 11N Suspeita  Exterior - Atrio entrada

25 15 AU-AU 567 0 Fidvel Sala convivio

25 57 I-AH 730 IN Suspeita  Sala convivio

28 61 R-Al 834 1R Fidvel Lavandaria

29 45 AE-L 659 1y Fidvel Sala convivio

30 11 AE-AS 664 1y Fidvel Sala fisioterapia

31 60 AG-D 671 0 Fidvel Corredor Piso 0

33 38 N-Y 727 0 Fiavel Corredor Piso 1

35 10 AL-AP 740 0 Fidvel Bar pessoal

35 67 AK-A 735 0 Fiavel Bar pessoal

35 73 AJ-K 739 0 Fidvel Bar pessoal

37 16 AF-BC 504 9N Suspeita  Corredor Piso 1

37 32 T-B 565 34N Suspeita  Corredor Piso 1
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Tabela 31 — Resultados da identificagdo das amostras sequenciadas pela base de dados Bio Informatic
Bacteria Identification (BIBI). Homologia (N) -nimero de nucledtidos iguais entre sequéncias /nimero
de nucledtidos totais da sequéncia da amostra; Referéncias bibliograficas relativas as sinonimias: 1-
Sneath (1992), 2- CCUG, 3- Yoon et al (2000), 4- Arensko6tter et al (2005), 5- IJSEM (2003)

Numeroda Numero Identificacdo final da base Sequéncia com maior homologiae Homologia Homologia
amostra da colénia de dados BIBI niimero de acesso no GenBank (N) (%)
.. Staphylococcus cohnii urealyticum
3 3 Staphylococcus cohnii (AB009936) (syn. S. cohnii 661/661 100%
urealyticus T
urealyticus)
. Micrococcus luteus (AJ536198), 0
3 45 Micrococcus luteus Micrococcus luteus (AF542073) 582/584 99,66%
Micrococcus luteus (AJ536198),
4 10 Micrococcus sp. Micrococcus luteus (AF542073) 489/504 97,02%
Micrococcus thailandicus (AB247644)
9 0 Moraxella osloensis ou Enhydrobacter aerosacc.us2 (AJ550856) 724/727 99,59%
Enhydrobacter aerosaccus (syn. Moraxella osloensis)
.. Staphylococcus cohnii urealyticum
hyl h
9 g5  ~taphylococcus cohnii (AB009936) (syn. S. cohnii 1372/1372 100%
urealyticus .
urealyticus)
9 77 Kocuria palustris Kocuria palustris (Y16263) 669/669 100%
. . Bacillus simplex (AJ628743), Bacillus o
14 10 Bacillus simplex simplex (AB363738) 906/906 100%
14 15 Gordonia alkanivorans ~ C0'90M nitida (AF148947) (syn. G. g33/03,  gq ggy
alkanivorans)
Staphylococcus hominis Staphylococcus hominis hominis o
14 18 hominis (226905) 492/492 100%
Staphylococcus capitis ou  Staphylococcus caprae (AB009935), S. .
15 >1 S. caprae capitis urealyticus (AB233325) 730/730 100%
Staphylococcus haemolyticus
21 53 zzae’;gz i";‘zzcsus (AP006716), Staphylococcus 662/662 100%
y haemolyticus (D83367)
23 14 Planococcus sp. Planococcus rifitiensis (AJ493659) 532/556 95,68%
P i (AY01417 .
25 15 Paracoccus yeei aracoccus y ee'.ls( 0 3) (syn 576/576 100%
Paracoccus yeei)
25 57 Paracoccus yeei Paracoccus yeeii (AY014173) (syn. 729/730  99,86%
Paracoccus yeei)
28 61 Kocuria rhizophila Kocuria rhizophila (Y16264) 833/834 99,88%
29 45 Bacillus granadensis Bacillus granadensis (DQ400692) 644/657 98,02%
30 11 Crocinobacterium jejui Crocinobacterium jejui (AM295339) 653/664 98,34%
. Micrococcus luteus (AJ536198),
1 M 1 71/671 1009
3 60 ierococcus luteus Micrococcus luteus (AF542073) 671/6 00%
33 38 Staphylococcus kloosii Staphylococcus kloosii (AB009940) 727/727 100%
. . Lactococcus lactis lactis (AB100803), o
35 10 Lactococcus lactis lactis Lactococcus lactis lactis (ABO0S215) 739/740 99,86%
Staphylococcus haemolyticus
35 67 Zf}aep,: ;’ ;";‘;ZCS“S (AP006716), Staphylococcus 735/735 100%
y haemolyticus (D83367)
. . . Exiguobacterium homiense o
35 73 Exiguobacterium homiense (DQ351341) 736/739 99,59%
Corynebacterium afermentans
37 16 Corynebacterium sp. (X82055), Corynebacterium 467/498 93,78%
afermentans (X82054)
37 32 Staphylococcus sp. Staphylococcus hominis (X66101) 526/565 93,10%
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A arvore filogenética apresentada na Figura 16 resume a similaridade de sequéncias do gene
16S rRNA entre as amostras sequenciadas neste trabalho e as bactérias mais préximas
filogeneticamente com sequéncias disponiveis na base de dados BIBI. O agrupamento foi
efectuado pelo método de Neighbor-Joining, com base no nimero de diferencas nucleotidicas
entre as sequéncias, com teste de Bootstrap com 1000 replicados e com eliminacdo completa
das posicdes nucleotidicas sem dados, resultando em 325 posicdes nucleotidicas consideradas
na analise. Nos Apéndices estao disponiveis as arvores filogenéticas individuais relativas a cada
amostra sequenciada neste trabalho nas Figuras 6 a 30 e o alinhamento das sequéncias das

amostras consta na Figura 31.
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Staphylococcus cohnii cohnii D83361
Staphylococcus cohnii AB009936
" @ Amostra 9-65
Staphylococcus cohnii urealyticus AB2333
® Amostra 3-3
® Amostra 33-38
97 ! Staphylococcus kloosii ABO09940
. Amostra 15-51
- Staphylococcus caprae AB009935
99 Staphylococcus capitis 226940
® Amostra 21-53
® Amostra 35-67
Staphylococcus haemolyticus AP006716
Staphylococcus epidermidis AE015929
57 54| @ Amostra 37-32
B Staphylococcus hominis X66101
55| Staphylococcus xylosus 226900
® Amostra 14-18
69 ' Staphylococcus hominis 226905
Amostra 29-45

41

oo

Rl

_ I_— Bacillus granadensis DQ400692
74, ® Amostra 35-10
100 | Lactococcus lactis cremoris AB100802
Lactococcus lactis lactis AB008215
3! Lactococcus lactis hordniae AB100804
| 3] ® Amostra 30-11
Crocinobacterium jejui AM295339
Bacillus psychrotolerans AJ277983

95 Planomicrobium koreense AF144750
4'_7: Amostra 23-14

100 Planococcus psychrotoleratus AY526646

® Amostra 14-10
4100{ Bacillus muralis AJ628748

Bacillus simplex AJ439078

|. Amostra 35-73
Exiguobacterium aurantiacum DQ019166
Exiguobacterium homiense DQ351341
0 ® Amostra 25-15
100 ,—{ ® Amostra 25-57
Paracoccus yeei AY014173

99 Paracoccus aminovorans D32240
|. Amostra 9-40

Enhydrobacter aerosaccus AJ550856
Moraxella osloensis X74897

100

100

® Amostra 31-60
66| @ Amostra 3-45
Micrococcus yunnanensis FJ214355
Micrococcus luteus AF542073
® Amostra 4-10
9% 69 — Micrococcus thailandicus AB247644
99| @ Amostra 9-77
Kocuria palustris Y16263
94 ® Amostra 28-61
100 ' Kocuria rhizophila Y16264
Gordonia hamibiensis AF380930
Gordonia rubripertincta X80632
99 |l Gordonia amicalis AF101418
® Amostra 14-15
71! Gordonia alkanivorans AF148947
91 —————— @ Amostra 37-16
62 Corynebacterium lipophiloflavum Y09045
Corynebacterium timonense EF217055
Corynebacterium appendicis AJ314919
Corynebacterium mucifaciens Y11200
Corynebacterium coyleae X96497
Corynebacterium afermentans X82054
43 '— Corynebacterium ureicelerivorans AM39763

100

5

Figura 16 — Arvore filogenética com amostras deste trabalho e bactérias de estirpes tipo mais
proximas filogeneticamente com base na sequéncia do gene 16S rRNA. Agrupamento Neighbor-Joining
pelo nimero de nucledtidos diferentes, com teste de Bootstrap com 1000 replicados, com eliminagao
completa de posi¢des nucleotidicas sem informagao, sendo considerados 325 nucledtidos de todas as
sequéncias na andlise. Amostras marcadas a vermelho.
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5 — DISCUSSAO

5.1 — FLORA BACTERIANA DETECTADA NO AR INTERIOR DO HJA

A flora bacteriana aerosolizada no interior do HJA é claramente dominada pelas bactérias
gram positivas, que perfazem pelo menos 88% da flora, com as gram negativas a constituir os
restantes 12%. Os cocos gram positivos constituem pelo menos 73% das bactérias existentes
no ar (ver Tabela 8), seguidas pelos bacilos gram positivos (11%) e pelos cocos e bacilos gram
negativos (6% e 5% respectivamente). Estes resultados sdo concordantes com o dominio de
bactérias gram positivas em geral, e cocos gram positivos em particular, registados noutros
trabalhos sobre a flora bacteriana aerosolizada em ambiente hospitalar, nomeadamente num
Hospital Distrital ndo identificado no Nordeste de Portugal, onde foram amostrados o bloco
operatdrio de ortopedia, corredores e servico central de esterilizacdo (Santos, 2008), em 5
hospitais gerais na Coreia do Sul com capacidade para 400 a 600 pacientes, nos quais foram
amostrados o lobby de entrada, unidade de cuidados intensivos, laboratdrio e sala de recobro
de cirurgia (Kim et al, 2010), num hospital em Floriandpolis no Brasil, no qual foram
amostradas as unidades de tratamento intensivo para adultos e neonatal e o centro cirurgico
(Quadros et al, 2009), e em ambiente interior de edificios urbanos com outros tipos de
utilizacdo, como 2 restaurantes na China (Chan et al/, 2009), mais de 100 apartamentos na
Poldnia (Gorny e Dutkiewicz, 2002) e 2 centros comerciais em Singapura (Tringe et al, 2008).
Efectivamente, os 88% de bactérias gram positivas e os 73% de cocos gram positivos
detectados no HJA sdo muito préximos da média de cerca de 93% e 72%, respectivamente,
detectada noutros hospitais (Kim et al, 2010). Comparando com a flora bacteriana
aerosolizada detectada noutro hospital portugués, onde foram registadas 100% de bactérias
gram positivas e 99,7% de cocos gram positivos (Santos, 2008), as percentagens registadas no
HJA foram mais baixas, sendo no entanto de relembrar que devido a metodologia utilizada as
percentagens reais deverdo ser superiores as apresentadas, pelo que deverdo ser mais
proximas das desse hospital. Conclui-se assim que ndo existe um desvio significativo da flora
bacteriana aerosolizada do HJA em relagdo a existente noutros hospitais.

O dominio do género Staphylococcus no ar interior do HJA é inegdvel ao perfazer pelo menos
68% da globalidade da flora bacteriana (ver Erro! A origem da referéncia nao foi encontrada.),
alientando-se as espécies mais comuns S. cohnii urealyticus, representativa de pelo menos
12% da flora bacteriana total, S. haemolyticus (5%), S. capitis ou S caprae (3%) e S. kloosii (1%),
sendo que os restantes 48% de bactérias da flora global que pertencem ao género

Staphylococcus ficaram por identificar até a espécie. Os restantes 32% da globalidade da flora
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bacteriana aerosolizada no interior do HJA sdo respeitantes a outros géneros que ndo o
Staphylococcus e dividem-se pelas espécies Micrococcus luteus, Micrococcus sp., Bacillus
granadensis, Bacillus simplex, Moraxella osloensis ou Enhydrobacter aerosaccus, Kocuria
palustris, Kocuria rhizophila, Paracoccus yeei, Crocinobacterium jejui, Corynebacterium sp.,
Exiguobacterium homiense, Lactococcus lactis lactis, as quais representam cada uma cerca de
1% da globalidade da flora bacteriana, tendo ficado por identificar 24% de bactérias da flora
global que n3o pertencem ao género Staphylococcus. E de referir que as espécies identificadas
sdo, na sua maioria, as mais frequentes em cada um dos grupos mencionados na identificacao
por métodos bioquimicos, nomeadamente “Staphylococcus sp.” e “Outros géneros”, pelo que
as espécies mais frequentes de cada grupo estdo representadas.

O dominio do género Staphylococcus no ar interior do HJA, perfazendo no minimo 68% de
toda a flora bacteriana, é muito préximo dos 73% registados noutro hospital portugués
(Santos, 2008), mas superior aos 51% registados em hospitais coreanos (Kim et al, 2010) e aos
43% registados num hospital brasileiro (Quadros et al, 2009). A maior propor¢do de
Staphylococcus no ar dos hospitais portugueses podera indicar uma provavelmente maior
representatividade de bactérias provenientes da flora bacteriana associada ao corpo humano,
uma vez que este género bacteriano é dos mais frequentes no corpo humano (Murray et al,
2005).

As 4 espécies bacterianas mais frequentes no ar interior do HJIA também foram detectadas
noutro hospital portugués, nomeadamente as mais frequentes no outro hospital,
Staphylococcus cohnii e Micrococcus luteus e as menos frequentes S. haemolyticus e S. caprae,
enquanto relativamente aos géneros bacterianos, ambos os hospitais partilhavam
Staphylococcus, Micrococcus e Kocuria (Santos, 2008). Também em hospitais na Coreia do Sul
foram detectados varios géneros bacterianos iguais aos encontrados no HJA, nomeadamente
Staphylococcus, Micrococcus, Corynebacterium e Bacillus (Kim et al, 2010). Isto indica que a
flora bacteriana do HJA é semelhante a existente noutros hospitais.

Entre as espécies bacterianas identificadas no ar interior do HJA, que incluem as bactérias
mais frequentemente presentes no ar, ndo foi detectada nenhuma das espécies provenientes
de isolados clinicos de pacientes do Servico Regional de Saide no mesmo ano da realizagao
deste trabalho e relacionadas com infec¢des nosocomiais ou de comunidade (Servigo Regional
de Saude, 2009), pelo que o risco de contrair uma infecg¢do bacteriana por uma destas espécies
patogénicas no HJA através de dispersao pelo ar devera ser baixo. Por outro lado, as espécies
frequentemente associadas a IN segundo Brachman e Abrutyn (2009) detectadas no ar interior
do HJA foram apenas as Staphylococcus coagulase negativas, o que inclui todas as espécies

deste género identificadas no HJA. No entanto, a maioria destas bactérias sdo membros da
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flora habitual nos humanos e S. cohnii, S. capitis, S. caprae e S. kloosii raramente causam
doenca humana, enquanto apenas S. haemolyticus é conhecida por frequentemente causar
doenca (Murray et al, 2005). Tendo em conta que S. haemolyticus foi a segunda espécie mais
frequente no ar do HJA e tem potencial patogénico, esta deverd ser uma espécie a ter em
consideracao futuramente em relacdo a potencial contaminacdo de ocupantes do edificio.

Comparando a flora bacteriana do ar interior do HJA com a flora presente no ar de outros
tipos de edificios, os géneros Micrococcus, Corynebacterium, Bacillus, Staphylococcus,
Lactococcus, Paracoccus, e Moraxella sdo partilhados com centros comerciais (Tringe et al,
2008), Micrococcus e Bacillus sdo partilhados com restaurantes (Chan et al, 2009) e
Micrococcus, Kocuria, Staphylococcus, Bacillus sdo partilhados com apartamentos (Gorny e
Dutkiewicz, 2002). O elevado grau de partilha da flora bacteriana do ar do HJA com outros
tipos de edificios indica que a flora é relativamente similar entre edificios, devendo este
conjunto bacteriano ser relativamente comum no ambiente interior de edificios em geral,
facto também corroborado por Tringe et al (2008), que detectou na flora do ar interior de
centros comerciais organismos similares aos detectados em hospitais e comummente isolados
em ambiente ocupados por humanos.

A grande maioria das espécies identificadas no ar interior do HJA pertence a flora bacteriana
comum que coloniza o ser humano (ver Tabela 9), havendo uma representatividade reduzida
de bactérias de origem ambiental. A origem de cada bactéria é discutida em detalhe no tépico
5.6. E no entanto evidente que a principal fonte de bactérias aerosolizadas no ar interior do
HJA é o préprio ser humano ocupante do edificio, havendo também alguma intromissdo de
bactérias de origem ambiental, como seria expectavel pela utilizacdo de ventilacdo natural e
nao filtrada no edificio e ja reportado anteriormente noutros edificios residenciais (Pastuszka
et al, 2000; Wu et al, 2000).

Este predominio das espécies associadas ao ser humano era expectavel tendo em conta a
ocupacdo humana do edificio e sendo conhecido que as bactérias colonizadoras da pele
humana e o tracto respiratdrio superior sdo habitualmente libertadas para o ar pelo ser
humano (Clark e Calcina-Goff, 2009; Fang et al, 2008) e indica que os ocupantes do HJA s&o os
principais focos de contamina¢do do ar por bactérias, ndo havendo focos significativos com
outras origens e potencial patogénico a registar.

Tendo em conta que muitas das espécies encontradas no ar interior do HJA também foram
encontradas na pele humana (Grice et al, 2008, 2009) e no ar e pé do interior de edificios
ocupados por humanos (Rintala et al, 2008; Taubel et al, 2009), a pele humana parece ser
efectivamente a origem mais frequente das bactérias existentes no ambiente interior de

edificios ocupados por humanos.
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Noutros hospitais ja tinha sido reportado que os principais factores que influenciam os
microorganismos no ar interior sdo a actividade humana, material organico proveniente do
exterior e eficiéncia da ventilagdo do hospital (Jaffal et al, 1997; Li e Hou, 2003), tal como
verificado no HJA. Noutro tipo de edificios ja tinha sido reportado que as espécies detectadas
no ar interior eram representativas da pele e tracto respiratério de humanos e do solo (Chan
et al, 2009).

Relativamente ao risco associado as espécies bacterianas identificadas no ar interior do HJA,
apenas Staphylococcus haemolyticus é uma espécie patogénica reconhecida por
frequentemente causar doen¢a humana, como a bacteremia, endocartite, infec¢gdes urinarias,
de ossos e de feridas, enquanto S. cohnii urealyticus, S. capitis, S. caprae e Paracoccus yeei
apresentam um potencial patogénico pouco frequente (Daneshvar et al, 2003; Murray et al,
2005). Quantitativamente, a Unica espécie frequentemente patogénica, S. haemolyticus,
representa pelo menos 5% da flora bacteriana presente no ar interior do HJA, enquanto todas
espécies com potencial patogénico, frequente ou raro, representam 21% da flora bacteriana.
Uma baixa proporcdo de bactérias patogénicas no ar interior de hospitais foi detectada
noutros hospitais (Jaffal et al, 1997; Kim et al, 2010), rondando apenas 1% da flora bacteriana
total, pelo que o HJA tendo uma propor¢ao superior de bactérias patogénicas devera tomar
medidas de remediacdo como por exemplo aumentar a ventilacdo do interior. Noutro tipo de
edificios, a maioria das bactérias detectadas eram patogénicas oportunistas (Chan et al, 2009).

Tendo em linha de conta que a metodologia adoptada na selecgao das coldnias bacterianas a
serem processadas para identificacdo implicava a amostragem de coldnias morfologicamente
distintas, ao invés de uma amostragem aleatdria, é esperado o enviesamento dos dados
guantitativos associados a qualquer um dos niveis de identificacdo. Assim, as bactérias mais
comuns foram tendencialmente sub-estimadas enquanto as mais raras foram sobre-estimadas
em termos quantitativos.

Analisando o grafico de acumulagdo de OTU por esfor¢co de amostragem e estimadores de
diversidade, aplicado aos dados das OTU detectadas no ar interior do HJA (Figura 3 nos
Apéndices), verifica-se que é estimada a existéncia de cerca de 130 a 280 OTU no ar interior,
ao invés das apenas 91 detectadas neste trabalho, pelo que os dados analisados sob
abordagem por OTU reportam-se a apenas cerca de 33% a 70% de toda a diversidade
bacteriana presente no HJA. Tendo em conta que foram identificadas por sequencia¢ao apenas
21 OTU bacterianas presentes no ar interior, pelo que foram identificadas 8% a 16% das OTU
existentes. E de ressalvar contudo que nem todas as OTU representam um taxon distinto
(discussdo detalhada no tépico 5.6), pelo que o nimero de espécies bacterianas existentes ndo

€ t3o elevado como o numero estimado de OTU.
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A discussdo dos dados quantitativos da flora bacteriana aerosolizada no interior do HJA é

abordada no préximo tépico.

5.2 - QUALIDADE DO AR INTERIOR DO HJA

5.2.1 — BACTERIAS

Analisando a flora bacteriana aerosolizada no interior do HJA de forma quantitativa (ver
Tabela 10 e Tabela 11), verificou-se que a sua concentragio teve uma média de 413,2 UFC/m?
nas 36 amostragens e variou entre um minimo de 193,8 e um maximo de 625,0 UFC/m?, com 2
dos 15 locais amostrados (13%) a apresentarem uma concentra¢cdo média superior ao maximo
de referéncia previsto no Decreto-Lei 79/2006, nomeadamente 500 UFC/m>. Em termos de
amostragens individuais (ver Tabela 2 nos Apéndices), em 8 das 36 amostragens (22%)
registaram-se concentra¢des acima do mencionado maximo de referéncia.

Comparando as concentra¢cGes de bactérias no ar registadas no HJA com outro hospital
portugués, que registou concentracbes entre 1 e 31 UFC/m? (Santos, 2008), o HJA apresentou
concentracdes muito mais elevadas, tendo outros hospitais estrangeiros apresentado
concentragdes inferiores as do HJA, nomeadamente com médias de 72,3 UFC/m3 num hospital
em Murcia na Espanha, onde foram amostradados bloco operatérios, maternidades e quartos
(Ortiz et al, 2009), de 187 UFC/m? no Brasil (Quadros et al, 2009) e 271,3 UFC/m?® na Coreia do
Sul (Kim et al, 2010) e também superiores as do HJA, nomeadamente de cerca de 550 UFC/m?
num quarto com 4 camas nos cuidados intensivos dum hospital em Taiwan monitorizado
durante 1 ano (Tang et al, 2009). Pode-se concluir portanto que relativamente a maioria dos
outros hospitais considerados nesta comparac¢do, o HJA tem pior qualidade do ar interior no
que concerne a quantidade de bactérias no ar, tendo inclusive sido detectados alguns casos de
excesso em relagdo ao maximo de referéncia previsto no Decreto-Lei 79/2006. No entanto, os
valores registados no HJA estdo dentro dos valores minimo de 88 UFC/m? e maximo de 4297
UFC/m? detectados em apartamentos sem contaminacdo por bolores na Polénia e abaixo do
valor limite residencial de 5000 UFC/m® proposto por Gérny e Dutkiewicz (2002) como
concentracdo maxima admissivel em habitac¢ses.

Globalmente, os corredores do HJA apresentam concentracdes mais elevadas de bactérias
no ar, seguidos por ordem decrescente pelas salas, zona alimentar, lavandaria e, por fim, pelos
quartos. Este facto evidencia que as dreas ocupadas, mesmo que apenas momentaneamente,
por um grande nimero e variedade de pessoas, como os corredores e salas ocupados por
visitantes, funcionarios e pacientes, apresentam uma maior poluicdo do ar por bactérias do

que as dreas com menor ocupac¢do humana, como a lavandaria e quartos. O mesmo tipo de
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situacdo acontece noutros hospitais, tendo sido registadas as maiores concentragdes
bacterianas nos lobbies de entrada comparativamente as salas de recobro de cirurgia,
unidades de cuidados intensivos e laboratdrios (Kim et al, 2010), no corredor de acesso ao
bloco operatdrio comparativamente ao bloco operatério (Santos, 2008) e em quartos de
hospital em comparacdo com blocos operatdrios e maternidades (Ortiz et al, 2009).
Depreende-se assim que na generalidade dos casos, as dreas sujeitas a maior e mais diversa
ocupacdo humana tém maior carga bacteriana aerosolizada do que as areas sujeitas e menor
ocupacao humana, tendo esta regra aplicacdo no HJA.

Comparando as concentragdes bacterianas no ar por tipo de local entre o HJA e outros
hospitais, os corredores do HJA apresentaram 465,3 UFC/m? comparativamente a média de
372 UFC/m’ registada nos lobbies de entrada de 5 hospitais coreanos (Kim et al, 2010) e
méximo de 31 UFC/m? detectados no corredor de acesso ao bloco operatério noutro hospital
portugués (Santos, 2008). Os quartos do HJA apresentaram 384 UFC/m® comparativamente
aos 124,4 UFC/m? registados nos quartos de um hospital espanhol (Ortiz et al, 2009). Verifica-
se assim que tanto sob uma perspectiva global do hospital, como sob uma perspectiva mais
especifica por tipos de local equipardveis, o HJA continua a apresentar uma maior
concentracdo bacteriana no ar.

Individualmente, os locais que apresentaram as concentra¢des bacterianas no ar mais
elevadas foram a sala de estar modificada para quarto do piso 2 e o corredor do piso 3, ambos
com concentragdo média acima do maximo de referéncia de 500 UFC/m’, seguidos pelo
corredor do piso 2, sala de convivio (sem nome prdéprio) e quarto Papoila. As menores
concentragdes bacterianas no ar foram registadas no quarto Toutinegra, seguidas por ordem
crescente pelos quartos Til e Castanholas.

A sala de estar modificada para quarto do piso 2 apresentou uma concentracdo média de
bactérias no ar acima do maximo de referéncia e os dados indicam que deverdo existir fontes
internas de contaminagdo do ar com bactérias, uma vez que os restantes quartos do HJA e
locais adjacentes no mesmo piso, bem como o ar exterior, apresentam concentragdes
inferiores. Também tém de ser considerados as particularidades desta divisdo como o facto de:
a) ser um quarto com 5 camas, sendo o valor maximo por quarto registado neste trabalho; b)
as janelas estarem fechadas antes das amostragens, ndo existindo portanto ventilagdo prévia;
c) ter sido registada uma presenca média de 7,5 pessoas no quarto durante a amostragem, a
qual foi o valor maximo por quarto registado neste trabalho; d) numa das amostragens estar a
decorrer a limpeza das camas e grande movimentacdo de pessoas enquanto na outra

amostragem a limpeza diaria ainda estava por fazer. Cada uma destas particularidades
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registadas per si expectavelmente degradara a QAIl e combinadas resultaram no excesso de
bactérias no ar registado nesta divisao.

Assim, como medida correctiva deveria haver uma maior ventilacdo do quarto, e no caso
desta medida ser ainda insuficiente, deverd haver uma menor ocupa¢dao do quarto com
pacientes. Salienta-se que o grande pico de concentracdo de bactérias no ar neste quarto foi
detectado na amostra efectuada durante a limpeza do quarto, nomeadamente na mudanca de
lengdis das camas, evidenciando que este acto faz aerossolizar as particulas, incluindo
bactérias, que estejam depositadas nas superficies e assim contribuindo para uma menor QAI
durante um periodo de tempo posterior ao acto. Efectivamente, estudos similares
demonstraram que os niveis bacterianos duplicam nos quartos dos pacientes na altura em que
sdo feitas as camas (Pastuszka, 2005), e que este acto constitui uma das actividades onde se
libertam grandes quantidades de microorganismos para o ar (Beggs, 2004). Assim, na medida
possivel, seria aconselhdvel evitar a presenca de pacientes no interior do quarto aquando da
limpeza das camas para evitar a sua exposicdo a elevadas concentracdes bacterianas que
poderdo facilmente infectar pessoas com sistemas imunitarios debilitados. Relativamente a
proteccdo dos funcionarios que efectuam a limpeza, o facto de ndo terem o sistema imunitdrio
debilitado protege-os mais eficazmente de infeccdes, mas podera ser aconselhado o uso de
madscaras faciais para filtragem do ar inspirado e uso de bata protectora do vestuario pessoal.

O corredor do piso 3 também apresentou uma concentracdo média de bactérias no ar acima
do maximo de referéncia e os dados indicam novamente que deverdo existir fontes internas de
contaminacdo do ar com bactérias, uma vez que os locais adjacentes no mesmo piso
apresentam concentragGes inferiores, bem como o ar exterior. Este local também apresenta
particularidades que deverdo estar relacionadas com a ma QAI, nomeadamente: a) em 2 das 4
amostragens realizadas, este corredor apresentou carros de transporte de material de limpeza,
porque a mesma estava a ser realizada nos quartos desse piso; b) foram detectadas muitas
pessoas nos corredores (ndo quantificadas), incluindo pacientes acamados. Em termos de
influéncia na QAI, mas pela positiva, as janelas estiveram abertas antes e durante as
amostragens e a movimentacdo de pessoas foi mediana. Face aos resultados obtidos e
caracteristicas do local e amostragens, presume-se que os carros utilizados na limpeza dos
quartos serdo um foco de contaminagdo do ar, o que é compreensivel pois nele sdo
transportados os residuos dos quartos e roupas de cama sujas, devendo portanto os mesmos
permanecer o minimo tempo indispensavel nos corredores e/ou quartos e ser removidos das
zonas publicas quando ndo estiverem em utilizagdo. Além deste foco de contaminagao,
presume-se que o facto de haver pacientes acamados no corredor contribua negativamente

para a QAI pelo que este tipo de situacdo devera ser reduzido, ou mesmo eliminado, na
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medida possivel. A QAIl do corredor do piso 3 foi inferior a dos corredores dos restantes pisos
do hospital, provavelmente porque os outros ndo apresentaram este tipo de situacao.

As 8 amostras individuais que registaram uma concentracdo de bactérias no ar acima do
maximo de referéncia foram detectadas no corredor do piso 1 (1 amostra), corredor do piso 2
(1 amostra), corredor do piso 3 (3 amostras), sala de estar modificada para quarto (1 amostra),
sala de fisioterapia (1 amostra) e na cozinha (1 amostra), resultando em 6 locais distintos com
excesso de bactérias no ar numa ou mais amostragens, representando 40% dos locais
amostrados com excesso pontual de bactérias no ar. Como referido anteriormente, destes 6
locais, apenas o corredor do piso 3 e sala de estar modificada para quarto registaram uma
concentracdo média de bactérias por local acima do maximo de referéncia e as razoes para tal
ja foram anteriormente discutidas. Os restantes casos de excesso de bactérias no ar poderdo
ser explicados da seguinte forma:

A sala de fisioterapia durante a amostragem que revelou concentra¢des excessivas de
bactérias apresentava as janelas fechadas e 14 pessoas no seu interior em actividade fisica, o
gue provavelmente originou este excesso, tanto que a outra amostra deste local foi feita com
a sala sem utilizadores e previamente fechada, tendo sido detectada uma concentracao
bacteriana inferior a metade da concentracdo no caso com excesso.

A cozinha apresentou uma concentragao excessiva de bactérias numa amostra realizada num
dia de bruma, com actividade moderada na cozinha, com 5 pessoas no local, janelas abertas e
chdo molhado apds lavagem. Com base nos dados disponiveis ndo é possivel determinar a
origem deste excesso, podendo eventualmente ser relacionado com transferéncia de residuos,
previamente a lavagem do chdo, fazendo com que tenha ocorrido a aerossolizacdo de
bactérias.

Os corredores dos pisos 1 e 2 registaram excesso de concentracdo de bactérias no ar nos
casos das amostragens associadas a um maior grau de movimentagdo de pessoas no local,
indicando que este deverd ser o factor que originou este excesso. De facto, o grau de
movimentagdo de pessoas nestas amostras especificas foi semelhante ao grau registado nas
amostras do corredor do piso 3 que também apresentaram excesso, nomeadamente
apresentando grau 3 e 4 na escala de 0 a 5, enquanto as amostras com grau 2 nunca

apresentaram excesso de concentragao bacteriana.

5.2.2 - FUNGOS

Analisando a flora fungica aerosolizada no interior do HJA de forma quantitativa (ver Tabela
12 e Tabela 13), verificou-se que a sua concentracdo teve uma média de 243,8 UFC/m? nas 36

amostragens e variou entre um minimo de 100,0 e um maximo de 575,0 UFC/m3, com apenas
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1 dos 15 locais amostrados (7%) a apresentar uma concentragdo média superior ao maximo de
referéncia previsto no Decreto-Lei 79/2006, nomeadamente 500 UFC/m*. Em termos de
amostragens individuais (ver Tabela 2 nos Apéndices), em 4 das 36 amostragens (11%)
registaram-se concentragdes acima do mencionado maximo de referéncia.

Comparando as concentracdes de fungos no ar registadas no HJA com outro hospital
portugués, que registou concentracdes entre 0 e 7 UFC/m? (Santos, 2008), o HJA apresentou
concentragdes muito mais elevadas, tendo outros hospitais estrangeiros apresentado
concentragdes médias inferiores as do HJA, nomeadamente de 5,9 UFC/m®em Espanha (Ortiz
et al, 2009) e 110,8 UFC/m®na Coreia do Sul (Kim et al, 2010), e concentragdes similares as do
HJA no Brasil com 231 UFC/m? (Quadros et al, 2009) e Taiwan com cerca de 300 UFC/m? (Tang
et al, 2009). Pode-se concluir portanto que relativamente a outros hospitais considerados
nesta comparacao, o HJA tem pior ou semelhante qualidade do ar interior no que concerne a
quantidade de fungos no ar, tendo inclusive sido detectados alguns casos de excesso em
relacdo ao maximo de referéncia previsto no Decreto-Lei 79/2006. No entanto, os valores
registados no HJA est3o dentro dos valores minimo de 0 UFC/m? e maximo de 1997 UFC/m?
detectados em apartamentos sem contaminacdo por bolores na Poldnia e abaixo do valor
limite residencial de 5000 UFC/m?® proposto por Gérny e Dutkiewicz (2002) como concentrago
maxima admissivel em habitacdes, tendo nesse trabalho sido detectada uma concentracao
maxima de 16968 UFC/m? em apartamentos com contaminagdo por bolores. Também em 48
escolas nos Estados Unidos da América foram detectados fungos no ar interior com uma
concentragdo de cerca de 260 UFC/m® (Cooley et al, 1998), a qual é muito préxima da
detectada no HJA.

Globalmente, a zona alimentar apresenta as concentragées mais elevadas de fungos no ar,
seguidos por ordem decrescente pelos corredores, lavandaria, quartos, e, por fim, pelas salas.
Depreende-se que as areas onde a dgua é manipulada e existe maior e mais diversa ocupacdo
humana pode haver maior carga fungica aerosolizada do que nas areas sujeitas a menor
ocupacgao humana e utilizagao de 4dgua, ndo sendo esta regra muito clara pois as salas tal como
os corredores tém uma grande quantidade e diversidade de utilizadores mas tém
concentragdes fungicas distintas. Noutros hospitais, foram registadas as maiores
concentragdes fungicas nos lobbies de entrada comparativamente as salas de recobro de
cirurgia, unidades de cuidados intensivos e laboratérios (Kim et al, 2010) e em quartos de
hospital em comparacdo com blocos operatdrios e maternidades (Ortiz et al, 2009). Ndo é
possivel encontrar uma relagao causa - efeito clara entre a concentragao de fungos no ar e as
caracteristicas gerais dos locais e que englobe o que ocorre no HJA e outros hospitais, sendo

apenas aplicavel a relacdo de uma menor poluicdo por fungos nas zonas de maior risco de
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contaminacdo de pacientes, como nas salas de cirurgia por exemplo, por existirem
seguramente maiores cuidados de esterilizacdo nesses locais.

Comparando as concentracdes fungicas no ar por tipo de local entre o HJA e outros
hospitais, os corredores do HJA apresentaram 256,9 UFC/m® comparativamente & média de
156 UFC/m? registada nos lobbies de entrada de 5 hospitais coreanos (Kim et al, 2010) e
méximo de 2 UFC/m® detectado no corredor de acesso ao bloco operatério noutro hospital
portugués (Santos, 2008). Os quartos do HJA apresentaram 203,1 UFC/m?® comparativamente
aos 10,6 UFC/m® registados nos quartos de um hospital espanhol (Ortiz et al, 2009). Verifica-se
assim que tanto sob uma perspectiva global do hospital, como sob uma perspectiva especifica
por tipos de local equipardveis, o HJA continua a apresentar uma maior concentragdo fungica
no ar.

Individualmente, os locais que apresentaram as concentragdes fungicas no ar mais elevadas
foram a cozinha, com concentracdo média acima do maximo de referéncia de 500 UFC/m3,
seguidos pelo corredor do piso 1, bar do pessoal e quarto Castanholas. As menores
concentracdes fungicas no ar foram registadas no quarto Pardal da Terra, seguidas por ordem
crescente pelos quarto Papoila e sala de convivio do piso 0 (sem nome proéprio).

A cozinha apresentou uma concentracdo média de fungos no ar acima do maximo de
referéncia, mas desta vez os dados indicam que a fonte de contaminacdo do ar com fungos
estd localizada no exterior, uma vez que o ar exterior apresenta uma concentragdo fungica
superior. No dia em que se realizaram as amostragens na cozinha estava a decorrer um evento
de bruma, também denominado de “tempo de leste”, no qual a concentra¢do de fungos no ar
exterior foi superior a registada no interior da cozinha (ver discussdo detalhada sobre o efeito
da bruma no tdpico 5.4) e o facto de existirem varias portas e janelas nessa divisdo viradas
para o exterior e que frequentemente sdo abertas indica que tera havido mistura de ar entre
ambientes, levando assim a entrada de fungos na cozinha. Assim, recomenda-se que em dias
de bruma sejam abertas as portas e janelas apenas durante o minimo de tempo indispensavel,
sendo recomenddvel o uso de ventilagdo mecanica com filtragem do ar durante esse periodo
para prevenir a entrada de fungos do ar exterior e manter os parametros fisico-quimicos do ar
interior dentro dos valores aceitdveis. Possivelmente a concentra¢gdo de fungos no ar na
cozinha seria aceitavel se ndo estive a decorrer o fendémeno de bruma, uma vez que a sua
concentragdo no interior é inferior ao exterior, indicando que ndo deverdo existir fontes
internas de contamina¢do a contribuir para a elevada concentracdo de fungos, e assim
presume-se que em condicdes normais do ar exterior ndo deverdo ser necessarias medidas

correctivas.
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As 4 amostras individuais que registaram uma concentracdao de fungos no ar acima do
maximo de referéncia foram detectadas no corredor do piso 1 (1 amostra), bar do pessoal (1
amostra), quarto Castanholas (1 amostra) e na cozinha (1 amostra), resultando em 4 locais
distintos com excesso de fungos no ar numa ou mais amostragens, representando 27% dos
locais amostrados com excesso pontual de fungos no ar. Para além da cozinha, os restantes
casos de excesso de fungos no ar também poderdo ser explicados pela ocorréncia do evento
de bruma, uma vez que todos estes excessos foram registados no mesmo dia durante um
evento de bruma. A bruma implica uma maior concentracdo de fungos no ar exterior,
comprovada pela amostragem realizada no exterior nesse dia, contaminando gradualmente o
interior do edificio, tanto que todos os locais interiores amostrados nesse dia registaram
excesso de fungos no ar, sendo este registado apenas durante a tarde, apds contaminacdo a

partir do exterior e de forma gradual (discutida detalhadamente no tépico 5.4).

5.2.3 — PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

Analisando os parametros fisico-quimicos do ar interior do HJA (ver Tabela 14 a Tabela 16),
verifica-se que todos os valores medidos, nomeadamente temperatura do ar, humidade
relativa do ar e concentracdo de CO,, estdo dentro dos limites recomendados pelos Decretos-
Lei n2 78, 79 e 80/2006 e Nota técnica NT-SCE-02 (ADENE, 2009), pelo que ndo devera haver
qualquer tipo de riscos relacionados com estes parametros que afectem os utilizadores dos
espacos, ndo sendo apontadas nenhumas medidas correctivas neste ponto. O gas NO2 foi
detectado apenas por uma vez na lavandaria e num valor muito baixo (0,1ppm), ndo havendo
situacbes de risco para a saude humana e ndo sendo necessarias medidas preventivas
relativamente a este gas.

Noutros hospitais foram registados valores dos parametros fisico-quimicos do ar interior
relativamente préximos aos detectados no HJA, nomeadamente em Portugal com cerca de 20
a 249C de temperatura e cerca de 25 a 55% de humidade relativa (Santos, 2008) e Brasil com
23,8 a 28,4°C de temperatura, 47,6 a 64,7% de humidade relativa (Quadros et al, 2009), sendo
apenas a concentragdo de CO, inferior no HJA (200 a 360ppm) comparativamente a um
hospital brasileiro com 321 a 618ppm de CO, (Quadros et al, 2009) e um hospital chinés no
qual 90% das medi¢des de CO, superaram os 1000ppm (Tang et al, 2009). Esta comparagdo
indica que o HJA tem ar interior com parametros fisico-quimicos similares a outros hospitais,

sendo a concentragdo de CO, mais baixa e portanto melhor para os ocupantes.
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5.2.4 - GLOBALIDADE DA QAI

Analisando globalmente a QAI do HJA (ver Tabela 16), verifica-se que apenas a concentragado
de microorganismos no ar excedeu os limites de referéncia. Os excessos pontuais (por
amostra) foram detectados em 12 de 72 amostragens (16,7%) e foram detectados em 8 dos
15 locais analisados (53,3%). Em termos de concentracdo média, apenas 3 dos 15 locais (20%)
apresentam excesso de microorganismos no ar, sendo eles o corredor do piso 3 e a sala de
estar modificada para quarto com excesso de bactérias no ar, e a cozinha com excesso de
fungos no ar. Todos os excessos de fungos no ar interior foram relacionados com eventos de
bruma que contamina o ar interior do HJA com fungos, enquanto os excessos de bactérias no
ar interior foram relacionados com a forte presenga e actividade humana nesses locais em
conjugacdo com factores adjuvantes para a ma QAI como fraca ventilacdo e a presenca ou
manipulagdo de materiais contaminados com bactérias, como residuos e roupa suja.

A maior concentracdo de bactérias no ar comparativamente a de fungos que foi registada no
HJA também ja tinha sido detecta noutros hospitais (Kim et al, 2010; Li e Hou, 2003; Tang et al,
2009) e devera estar associada a forte actividade humana libertar bactérias para o ar, tal como

reportado por Li e Hou (2003) e Jaffal et al. (1997).

5.3 — DISPERSAO DA FLORA BACTERIANA NO AR INTERIOR DO HJA

E possivel distinguir uma maior similaridade da flora bacteriana aerosolizada entre os locais
com o mesmo tipo de utilizagdo, e consequentemente com o mesmo padrdo de ocupagao
humana, do que entre locais proximos espacialmente pela andlise das Figuras 6 e 7. Verifica-se
a existéncia de 2 grandes grupos baseados no indice de similaridade com valor superior a 25%,
um que engloba os corredores dos pisos 0, 1, 2 e ainda o quarto Toutinegra, e outro grande
grupo que engloba quase todos os quartos e ambas as salas analisadas. Fora destes 2 grupos
ficam locais muito distintos destes grupos e também entre si, como a cozinha, bar do pessoal,
quarto castanholas, lavandaria e por fim, o mais diferente deles todos, o corredor do piso 3.

Depreende-se assim que se a maioria dos locais com o mesmo tipo de utilizacdo, como os
corredores e os quartos, mesmo sendo distantes espacialmente tém uma flora bacteriana
aerosolizada similar entre si, esta devera ser influenciada pelo tipo de utilizagdo do local e
padrdo de ocupacdo humana e ndo pela localizacdo espacial no edificio. Relativamente aos
locais que ndo pertencem aos 2 grandes grupos mencionados anteriormente, é expectavel que
locais com padrdo de ocupagdao humana e tipo de uso tdo distinto entre si como a cozinha, bar
do pessoal e lavandaria tenham uma baixa similaridade entre si, sendo mais dificil de entender

a baixa similaridade do quarto Castanholas e corredor do piso 3 relativamente as restantes
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divisbes com o mesmo tipo de uso. No entanto, a baixa similaridade do quarto Castanholas
relativamente aos restantes quartos podera ser explicada pelo muito baixo numero de
amostras processadas nesse quarto, com apenas 5 amostras, enquanto os restantes quartos
tiveram 14 a 19 amostras processadas. O facto do corredor do piso 3 ser muito dissimilar dos
restantes corredores, e até mesmo de todos os restantes locais, podera estar relacionado com
o facto de este ser um dos locais com maior concentracdo bacteriana no ar interior no HJA,
pelo que a existéncia de maior nimero de bactérias no ar potencia uma maior diversidade das
mesmas e como a metodologia de selec¢dao de amostras para identificacdo previa a escolha da
maior diversidade possivel, este local mostra essa diversidade amplificada artificialmente.

A andlise referente ao piso 0 do HJA (figuras 8 e 9) permite comprovar que as salas de
fisioterapia e de convivio tém uma flora bacteriana aerosolizada muito semelhante, sendo
diferente da presente no corredor desse piso, enquanto a presente na lavandaria é distinta de
todas as restantes. O ar exterior destaca-se por ser muito diferente de qualquer das divisGes
internas do HJA. Isto permite inferir que a composicdo de bactérias no ar devera ser
influenciada pela utilizacdo dada aos locais e ao padrao de presenca humana nos mesmos,
uma vez que: 1) ambas as salas destinam-se ao uso colectivo de varios pacientes em
simultdneo durante periodos de tempo relativamente longos, sendo libertadas para o ar
bactérias maioritariamente provenientes dos pacientes utentes da sala e numa concentragao
comparativamente elevada; 2) no corredor existe uma utilizacdo humana variada, com todo o
tipo de pessoas e materiais a circular, como pacientes e funciondrios, implicando uma maior
diversidade bacteriana, mas de inferior duracdo temporal por pessoa, implicando uma menor
concentragdo bacteriana se o corredor for pouco utilizado ou maior concentragdo se o
corredor for muito utilizado; 3) na lavandaria sdo manipuladas roupas provenientes de todo o
edificio, potenciando a existéncia de bactérias provenientes de todos os locais do HJIA. Como
um todo, o ar interior do HJA é distinto do ar exterior do edificio, o que resulta do efeito do
edificio ser um espaco confinado com presenga humana, potenciando a acumulagdo de
bactérias no ar, enquanto no exterior existe sempre a possibilidade de dispersao bacteriana
num enorme volume de ar. Concluindo, dado que o perfil de ocupag¢ao humana e tipo de uso
dado a cada local é distinto, é facilmente compreensivel e até expectdvel que os resultados
obtidos nesta andlise mostrem o padrdo de similaridade obtido.

A andlise referente ao piso 1 do HJA (figuras 10 e 11) permite comprovar que a cozinha,
corredor e bar do pessoal tém uma flora bacteriana aerosolizada relativamente semelhante,
sendo a do quarto Castanholas muito diferente, enquanto o ar exterior destaca-se por ser
muito diferente de qualquer das divisdes internas do HJA. Isto permite inferir novamente que

a composicdo de bactérias no ar devera ser influenciada pela utilizacdo dada aos locais e ao
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padrdo de presenga humana nos mesmos, uma vez que: 1) o quarto apresente uma ocupagao
de longo termo com poucos pacientes, sendo a maioria da flora bacteriana aerosolizada
provavelmente proveniente dos pacientes, mas com uma comparativamente baixa
diversidade; 2) o bar do pessoal é utilizado por um grande nimero de funcionarios e neste
local sdo manipulados alimentos e liquidos, implicando uma maior diversidade bacteriana; 3)
na cozinha sdo relativamente poucas as pessoas com acesso ao local mas por outro lado a
manipulacdo de alimentos crus e liquidos frequentemente permitird a presenca de uma maior
diversidade bacteriana; 4) no corredor ocorrerdo os factos ja referidos anteriormente
relativamente ao corredor do piso 0. Conclui-se assim que o padrdo relativamente estatico de
ocupacao e utilizacdo do quarto comparativamente aos padrdes dindmicos que ocorrem nos
restantes locais contribuiram para a flora bacteriana do quarto ser distinta da existente nos
restantes locais, e para uma relativa semelhanca entre flora presente na cozinha, bar do
pessoal e corredor.

A andlise referente ao piso 2 do HJA (figuras 12 e 13) permite comprovar que os quartos tém
uma flora bacteriana aerosolizada semelhante, sendo a do corredor um pouco diferente,
enquanto o ar exterior destaca-se por ser muito diferente das divisdes internas do HJA. Isto
permite inferir novamente que a composi¢cdo de bactérias no ar deverd ser influenciada pela
utilizacdo dada aos locais e ao padrao de presenca humana nos mesmos. O facto de ocorrer
maior partilha de OTU entre locais do mesmo tipo e afastados espacialmente (quartos) do que
entre locais mais préximos mas de tipo diferente (entre quartos e corredor central) permite
inferir a inexisténcia de um padrdo de dispersdo de bactérias a partir de um foco de
contaminacdo localizado, existindo sim, um padrdo de composi¢do bacteriana no ar associada
ao tipo uso e padrdo ocupacional humano do local.

A andlise referente ao piso 3 do HJA (figuras 14 e 15) permite comprovar que os quartos tém
uma flora bacteriana aerosolizada semelhante, sendo a do corredor um pouco diferente,
enquanto o ar exterior é muito diferente das divisGes internas do HJA. Isto permite inferir mais
uma vez que a composi¢ao de bactérias no ar devera ser influenciada pela utilizagdo dada aos
locais e ao padrao de presenga humana nos mesmos pelos motivos expostos anteriormente.

Analisando a globalidade dos pisos, a maior similaridade na composicdao bacteriana
aerosolizada, e consequentemente maior partilha de OTU, entre divisdes do mesmo tipo do
que entre divisGes préximas espacialmente permite concluir que o tipo de uso dado a cada
local, e consequentemente o perfil de ocupagdo humana, devera ser o factor determinante da
composicdo da flora bacteriana presente no ar. Nao foi detectado nenhum foco localizado de
contaminacdo bacteriana do ar para além da presenca humana, nem um padrdo de dispersdo

de bactérias no edificio do HJA. O facto dos indices de similaridade entre locais serem
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relativamente baixos, sendo registado um maximo préximo de 45%, indica que devera ocorrer
uma muito baixa contaminacdo cruzada dos locais pois sdo muito poucas as OTU, as quais
representam espécies ou mesmo estirpes iguais, partilhadas entre locais. Também, o facto da
composi¢do bacteriana aerosolizada no ar interior ser sempre muito diferente do ar exterior
indica que as fontes de bactérias presentes em cada tipo de ar sdo distintas, sendo que pelo
menos a maioria das fontes de bactérias do ar interior deverdo estar localizadas no interior do
edificio, e indicando também que devera existir uma baixa taxa de renovacdo do ar interior,
pois a reduzida mistura dos dois tipos de ar impede uma maior similaridade na composicdo
bacteriana presente no ar.

O facto de esta andlise ter por base relativamente poucos dados das OTU por local, os quais
variaram entre 5 19 OTU determinadas por local e um maximo de 3 OTU partilhadas entre
locais, é uma limitacdo que implica que as taxas de similaridade reais entre locais possam
variar muito em relacdo aos valores obtidos. Ndo obstante este facto, serd expectdvel que o
padrdo de similaridade entre locais seja semelhante ao obtido com os actuais valores, pois os
padroes detectados ndo sdao anormais. Também o facto de terem sido analisados
relativamente poucos locais por piso, 3 a 4 locais, tornou dificil a deteccdo de um padrao de
dispersao de bactérias a partir de um potencial foco de contaminacao localizado e diferente do
esperado, como a presenca humana e tipo de uso do local, mas é muito provavel a inexisténcia
de um foco deste tipo uma vez que as maiores similaridades ocorreram sempre entre locais do
mesmo tipo separados espacialmente, ao contrario da necessaria maior similaridade com base
na localizacdo espacial no edificio. Outros dados que corroboram a deducdo da inexisténcia
dum foco de contaminacao localizado sdo o facto da menor e da segunda maior concentracao
bacteriana média do ar por local registada no interior do HJA ter ocorrido em 2 locais
adjacentes, respectivamente o corredor do piso 3 e o quarto Toutinegra (ver Tabela 11 e
Figura 14), indicando assim que locais espacialmente préximos possam diferir grandemente

em termos de flora bacteriana aerosolizada.

5.4 — COMPARAGAO ENTRE O AR INTERIOR E EXTERIOR DO HJA

Relativamente as bactérias identificadas por métodos moleculares no ar exterior e interior
do HJA (ver Tabela 17), foram detectados um total de 20 taxa distintos, dos quais 13 sdo
exclusivos do interior (65%), 4 sdo partilhados (20%) e 3 sdo exclusivos do exterior (15%). Nos
20% dos taxa presentes em ambos os ambientes incluem-se 3 dos taxa mais abundantes no
interior, designadamente Staphylococcus cohnii urealyticus, S. capitis ou S. caprae e

Micrococcus luteus.
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A discussdo dos taxa bacterianos detectados no ambiente interior ja foi abordada no tépico
5.1. Entre os taxa detectados no ambiente exterior, S. cohnii urealyticus, S. capitis ou S. caprae
e Micrococcus luteus, que sdo partilhados com o interior, sdo provavelmente de origem
humana, bem como S. hominis que foi detectado exclusivamente no exterior, enquanto os
restantes taxa detectados no exterior s3ao provavelmente de origem ambiental,
nomeadamente Bacillus simplex, Gordonia alkanivorans e Planococcus sp. (Tabelas 10 e 11 nos
Apéndices).

Depreende-se portanto que uma proporc¢ao importante (4 em 7, ou 57%) das bactérias
identificadas no ar exterior tem origem na flora bacteriana associada aos seres humanos,
sendo a restante composta por bactérias existentes comummente no ambiente exterior.

E importante salientar que o esforco de amostragem em ambos os locais foi muito
desequilibrado, sendo 10 vezes superior no interior comparativamente ao exterior, e que
apenas 24 das 96 OTU detectadas na globalidade das amostras foram identificadas por
sequenciacdo, pelo que os numeros absolutos de taxa presentes em cada local deverdo ser
muito superiores aos apresentados e a proporcao de taxa exclusivos e de cada tipo de origem
poderd diferir grandemente. Esta limitacdo poderia ter sido ultrapassada aumentando o
numero de amostras do exterior sequenciadas, mas este trabalho foi focado essencialmente
na flora bacteriana interior.

Das 96 OTU distintas detectadas na globalidade das amostras, apenas 4 (4%) eram
partilhadas entre o ar exterior e o interior do HJA, mas considerando também o nimero de
amostras pertencentes as OTU vemos que 29% (56 de 192 coldnias) dos tipos de bactérias
existiam em ambos os ambientes (Tabela 18). Cinquenta e uma das 182 coldnias (28%) de
bactérias presentes no ar interior do HJA tinham representantes do mesmo taxon no ar
exterior. Infere-se portanto que existe uma baixa partilha de taxa bacterianos entre o ar
interior e exterior e que a partilha ocorre maioritariamente nos taxa mais prevalentes.

Verifica-se um desequilibrio entre a proporg¢do de bactérias do género Staphylococcus no ar
entre o ambiente exterior e interior do HJA (Tabela 19). No exterior, 50% das bactérias sdo do
género Staphylococcus enquanto no interior essa propor¢ao aumenta para 68%. Este mesmo
efeito é também notado pelo aumento de 69% para 88% da propor¢do de bactérias Gram
positivas no ar do ambiente exterior para o interior (Tabela 20).

Globalmente, a comparagdao qualitativa de bactérias presentes no ar entre o ambiente
exterior e interior do HJA permite concluir que os ambientes diferem muito na flora bacteriana
aerosolizada, pois a partilha de espécies bacterianas atinge valores de 20% quando
considerados os dados com identificagdo por sequenciagdo e de apenas 4% quando

considerados os dados das OTU e existe uma alteracdo forte da proporcdo de bactérias Gram
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positivas e de Staphylococcus no ar entre os ambientes. A alteracdao da flora bacteriana do
exterior para o interior do HJA devera estar relacionada com a ocupacdo humana do espaco
interior, pois a maioria das espécies detectadas no interior tém origem associada ao ser
humano. Verificou-se também que a partilha de espécies bacterianas entre os ambientes
incide sobretudo nas espécies mais comuns detectadas no ar interior, o que é facilmente
compreensivel, pois ao existirem em concentracdes superiores terdo maior probabilidade de
serem detectadas no ar exterior devido a existir sempre algum grau de mistura de ar entre os
dois ambientes. A mistura de ar entre ambientes devera ser reduzida, pelo facto da flora
bacteriana ser tdo diferente entre ambientes, havendo contudo alguma interligacdo que é
corroborada com a existéncia de algumas espécies partilhadas e compreensivel pelo facto do
HJA recorrer a ventilagdo natural para arejar o edificio, havendo assim mistura nao filtrada de
ar entre os ambientes.

Comparando quantitativamente a flora bacteriana aerosolizada, no interior do HJA foi
registada uma concentracdo de bactérias no ar que equivale a 3,5 vezes a concentracao do
exterior, sendo portanto significativamente diferente a concentracdo bacteriana entre
ambientes (ver Tabela 21). Esta grande discrepancia entre os ambientes permite concluir que
no ambiente interior estdo localizadas fontes importantes de producao de bactérias para o ar,
as gquais como anteriormente referido deverdo ser relacionadas com a ocupac¢do humana do
prédio. Os dados apontam também para uma baixa ventilacdo do HJA, pois se a taxa de
renovacdo do ar fosse superior certamente a concentragdo bacteriana no ar interior seria
menor e mais proxima da do ar exterior. O ar exterior ao apresentar uma baixa concentracdo
de bactérias no ar, comparativamente ao ar interior, podera ser utilizado directamente na
ventilagcdo natural do prédio e permitira uma reducdo da concentra¢do de bactérias no ar sem
acréscimo de custos de funcionamento do HJA. A ventilacdo natural tem sido utilizada nos
locais amostrados no interior do HIA mas deverd ser fomentada sempre que possivel para a
manutencdo de uma baixa concentracdo de bactérias no ar, desde que esta ndo leve a
infraccdo dos limites do restantes parametros da QAI e os considerados de conforto para os
utentes, como a temperatura, humidade e velocidade do ar. A optimiza¢do da ventilacdo, a ter
lugar, poderia ser realizada com ar proveniente do exterior mas com o tratamento térmico e
de humidade, caudal regulado e filtragem proporcionados pelas modernas unidades de ar
condicionado.

Esta maior concentragdo de bactérias no ar interior comparativamente ao exterior ja foi
detectada noutros hospitais, com uma propor¢cdo maxima de bactérias no ar interior

equivalente a 2,4 vezes a concentracdo no exterior (Kim et al, 2010), enquanto no HJA esta
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proporcao é de 3,5 vezes, indicando assim que apesar de ser comum serem encontradas mais
bactérias no ar interior do que no exterior, o HJA podera ter uma baixa ventilac3do.

Comparando quantitativamente a flora fingica aerosolizada, no interior do HJA foi registada
uma concentracdao de fungos no ar 40% inferior a do exterior, sendo significativamente
diferente a concentracdo fungica entre ambientes (ver Tabela 22). Esta diferenca entre os
ambientes revela novamente uma baixa mistura entre o ar exterior e o interior do HJA, mas
neste caso com efeitos benéficos uma vez que a existéncia de maior concentracdo de fungos
no exterior determina a uma pior qualidade do ar neste parametro. Este facto revela também
que existem no exterior do HJA fontes de fungos relativamente préximas e que o interior ndo
apresenta fontes significativas de fungos a registar. A proximidade da floresta Laurissilva no
limite superior da cidade do Funchal, permite a emanacdo de esporos flngicos caracteristicos
de dreas de floresta. Por outro lado, as gramineas, proliferam em quantidade e variedade ao
longo de todo o ano, constituindo um substrato importante para o crescimento de fungos,
nomeadamente de Deuteromicetes, como é o caso do Cladosporium (Camara, 2007).

Em escolas americanas ja tinham sido também detectadas concentracdes de fungos no ar
exterior superiores as do ar interior, sendo que enquanto as concentra¢des no interior eram
semelhantes as registadas no HJA, as do exterior eram cerca do dobro das registadas no
exterior do HJA (Cooley et al, 1998), pelo que comprova-se a possibilidade de existéncia de
importantes fontes de fungos no exterior.

O HJA cumpre com o valor maximo recomendavel para a contaminagdo microbiolégica do ar
interior no Brasil, com uma concentragdo de fungos no ar inferior a 750 UFC/m3 e uma
proporc¢do de fungos no ar interior/exterior inferior a 1,5 (ANVISA, 2003b).

Durante os eventos de bruma (Tabela 23), verificou-se que a concentragdo de bactérias no
ar sofreu alteragdes negligencidveis tanto no ar exterior como interior, enquanto
relativamente aos fungos houve um acentuado acréscimo no ar interior e exterior durante os
eventos de bruma, sendo registado um incremento na ordem dos 70% e 235%
respectivamente. Apesar da concentragdo média de fungos ndo ser significativamente
diferente entre os dias normais e com bruma no ar exterior segundo o teste estatistico
realizado, o que deverd estar relacionado com o baixo nimero de amostras e a utilizagao de
estatistica ndo paramétrica, a ordem de magnitude do acréscimo (235%) indica que houve
claramente uma grande variacdo. E também de especial relevancia o facto da concentracdo de
fungos no ar exterior durante os eventos de bruma ter ultrapassado o valor maximo de
referéncia para o ar interior constante na legislagdo portuguesa em quase 24%, indicando
assim que este ar terd uma baixa qualidade para ser utilizado na respiracdo humana. Fica

assim patente que os eventos de bruma tém um efeito importante na qualidade do ar,
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originando um grande acréscimo da quantidade de fungos no ar e tendo um efeito
negligenciavel na concentragdo de bactérias aerosolizadas.

O efeito dos eventos de bruma na qualidade do ar ja tinha sido descrito anteriormente,
sendo conhecido o transporte de muitas espécies de fungos e bactérias nas nuvens de poeira
provenientes do deserto, incluindo algumas espécies patogénicas de bactérias, tendo as
bactérias na sua maioria de origem ambiental, nomeadamente no solo e ecossistemas
marinhos (Polymenakou et al, 2008; Shinn et al, 2003). As brumas com poeiras dos desertos
africanos s3o conhecidas por afectarem a qualidade do ar em Africa, Europa, Médio Oriente e
o continente americano, e a exposi¢cdo as poeiras transportadoras de fungos pode afectar a
saude humana directamente através da indugdo alérgica de stress respiratdrio, bem como os
fungos transportados podem colonizar os ecossistemas e também os ambientes interiores de
edificios (Shinn et al, 2003).

O grande acréscimo da quantidade de fungos no ar promovido pelo evento de bruma é
muito forte no exterior do HJA, mas também ocorre no interior do HIA de uma forma mais
atenuada. Novamente é detectdvel a baixa taxa de ventilacdo do HJA pela reduzida mistura
entre o ar exterior e o interior do HJA, o que neste caso resulta num efeito benéfico. Assim,
sera recomendavel que durante os eventos de bruma seja reduzida ao minimo indispensavel a
ventilacdo natural do interior do HJA, ou que seja utilizado um sistema mecanico de ventilacdo
com filtracdo do ar capaz de remover os fungos aerosolizados.

Outra demonstragao do efeito dos eventos de bruma na QAI é o facto de ter sido detectado
um gradiente de concentracdo de fungos no ar decrescente do exterior para o interior do HJA
num dia de bruma (04-06-2009, ver Tabela 1 e 2 nos Apéndices), no qual foi amostrado o piso
1 do edificio e todas as divisdes interiores amostradas durante a tarde apresentaram uma
concentracdo fungica no ar superior ao maximo de referéncia, sendo simultaneamente as
Unicas divisbes do HIJA a registarem concentracdo excessiva de fungos no ar
independentemente do dia de amostragem. Este dia apresentou a maior concentracdo média
de fungos no interior do edificio por dia de amostragem (425 UFC/m®) e nele foram detectados
fungos a 612 UFC/m3 no ar exterior, 501 UFC/m3 na cozinha e a 434 UFC/m3 no corredor e 412
UFC/m® no bar do pessoal. Constatou-se assim o mencionado gradiente de maior
concentragdo de fungos do exterior para o interior do edificio, pois as divisGes mais internas
como o bar do pessoal e corredor apresentaram a menor concentra¢do de fungos no ar nesse
dia enquanto a divisdo situada no interface com o exterior, a cozinha, apresentou uma
concentragdo intermédia entre o ar exterior e ar dos restantes locais interiores. O outro local
amostrado naquele dia, o quarto Castanholas, apresentou a menor concentracdo média de

fungos no ar por local interior nesse dia, sendo este facto provavelmente devido as janelas
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terem permanecido fechadas durante a maioria do dia, pois estavam fechadas antes e durante
ambas as amostragens efectuadas no local, apesar de mesmo assim ter sido registado um
grande aumento da concentragdo fungica a tarde. Assim, verifica-se que os eventos de bruma
sdo suficientes para degradar a QAI num edificio, mesmo com uma ventilacdo natural
relativamente reduzida, como o caso do Quarto Castanholas, e desde que exista alguma
interface frequente com o exterior, sendo este o piso de entrada principal dos visitantes e
sendo registada na cozinha muita movimentagdo com o exterior, para a entrada de alimentos

e saida de residuos, torna-se evidente a frequente mistura de ar entre interior e exterior.

5.5 — INFLUENCIA DOS PARAMETROS FISICO-QUIMICOS E CARACTERISTICAS DOS
LOCAIS NA CONCENTRACAO DE BIOAEROSSOIS

Analisando a relagdo entre os parametros fisico-quimicos e a concentracdo de bioaerossois
no ar interior do HJA (ver tépico 4.5.1), verificou-se que somente a concentracdo de bactérias
tem correlacdo significativa e positiva com a concentracdo de CO,. Tendo em conta que na
maioria dos locais amostrados a principal fonte deste gas é a respiracdao humana, e sendo
conhecida a correlacdo entre a concentracdo de CO, e o grau de ocupacao do ambiente
hospitalar (Quadros et al, 2009), podemos inferir que a presenca humana nos locais
corresponderd a uma fonte importante de bactérias que serdo aerosolizadas, pois quanto
maior a concentracdo de CO,, resultante dum maior nimero de pessoas no local ou a uma
permanéncia mais prolongada e aliada a uma eventual baixa renovac¢do do ar, maior sera a
concentracdo de bactérias no ar.

Analisando a relacdo entre as caracteristicas do local amostrado e a concentracdo de
bioaerossoéis no ar interior do HIJA (ver tépico 4.5.2), verificou-se a existéncia de correlagdo
significativa e positiva entre a concentracdo de bactérias no ar e o grau de movimentacao de
pessoas no local e nimero de pessoas no local, o que evidencia o efeito importante que a
presenga humana tem sobre a presen¢a de bactérias no ar interior. Este mesmo tipo de
relagao entre a actividade humana no local e a concentragdao de bactérias no ar em ambiente
hospitalar ja tinha sido detectado anteriormente (Jaffal et al, 1997; Li e Hou,2003).

Se quanto maior for o numero de pessoas ou a sua movimenta¢do no local, maior é a
concentragdo de bactérias no ar, tal como demonstrado pelas correlagdes anteriores, um tipo
de medida eficaz para a reducdo de concentragdo bacteriana aerosolizada poderd ser a
reducdo do nimero de pessoas, ou sua movimentac¢do, em locais criticos cuja concentracdo
seja demasiado elevada.

Foi detectada também uma tendéncia de reduc¢do da concentracdo bacteriana no ar quando

ocorria ventilagdo prévia do local amostrado aliada a um acréscimo da concentragdo fungica,
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apesar das diferencas entre as concentra¢des nao serem significativas em ambos os casos.
Estes dados revelam que a ventilacdo do local permite uma maior aproximacdao das
concentracdes microbioldgicas no ar aos valores obtidos no exterior, onde como referido no
tépico 5.4, existe ar com menor concentracdo bacteriana mas com maior concentracdo
fungica. O facto do efeito medido de ventilacdo ndao demonstrar diferencas significativas entre
locais com e sem ventilacdo prévia a amostragem, podera dever-se a fraca taxa de renovacao
do ar permitida pela ventilagdo natural utilizada nos locais amostrados, a qual depende da
amplitude de abertura de portas e janelas, diferencas de pressdo e velocidade dos ventos.
Independentemente destes factores, como abordado no tépico 5.4, se existem diferencgas
importantes entre o ar exterior e interior do HJA, a ventilacdo ira provocar uma altera¢do da
composicdo de bioaerossodis presentes no interior do edificio, sendo a magnitude desse efeito
dependente da intensidade da ventilagdo.

Foi ainda detectada uma tendéncia de menor concentragdo de bactérias e fungos no ar em
guartos cuja limpeza ja tinha sido realizada comparativamente a quartos com a limpeza por
fazer, apesar das diferencas entre as concentra¢cdes ndao serem significativas em ambos os
casos. Estes dados revelam que a limpeza efectuada potencia a reducdo de bioaerossais,
apesar das diferencas registadas ndao serem significativas, mas sendo compreensivel que tal
acontegca por ocorrer a remog¢ao de roupas pessoais e de cama contaminadas por
microorganismos associados a pele humana, bem como a remo¢do dos microorganismos que
possam se ter depositado no chao ou noutras superficies e que poderiam ser aerosolizados
novamente por movimentacdes de ar. E de referir que aquando da limpeza de um quarto,
nomeadamente ao serem feitas as camas, houve um acréscimo de concentracdo de bactérias
no ar evidenciando que o acto de fazer as camas faz aerossolizar as particulas, incluindo
bactérias, que estejam depositadas nas superficies e assim contribuindo para uma menor
qualidade do ar durante um determinado periodo de tempo posterior ao acto. Efectivamente,
estudos similares demonstraram que os niveis bacterianos duplicam nos quartos dos pacientes
na altura em que sdo feitas as camas (Pastuszka, 2005), e que este acto constitui uma das
actividades onde se libertam grandes quantidades de microorganismos para a atmosfera

(Beggs, 2004).
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5.6 — AMOSTRAS SEQUENCIADAS

Neste tépico sdo discutidos os detalhes acerca das amostras sequenciadas, nomeadamente a
forma como foi decidida a identificacdo definitiva e a origem provavel da bactéria baseando-se
nas sequéncias com maior homologia e em informagdes genéricas acerca do taxon, sendo
também abordadas as potenciais implicagdes na salude humana, a relevancia da sua detecc¢do
no HJA, a fiabilidade da identificacdo com base na qualidade da sequéncia obtida e a
proximidade filogenética entre amostras com base na OTU a que pertencem e eventual
partilha de padrao de RFLP.

Foram sequenciadas 24 amostras bacterianas, 21 de bactérias colhidas no interior do HIAe 3
no exterior. Foi sequenciado 1 amostra de cada OTU, sendo a identificacdo dessa amostra
atribuida a todos os membros da mesma OTU, ou seja, os que partilham o mesmo padrao de
RFLP para o corte com ambas as enzimas de restricdo utilizadas neste trabalho. As amostras a
serem sequenciadas foram escolhidas por pertencerem as OTU mais frequentes, sendo
sequenciadas todas as que tinham pelo menos 3 bactérias, e de entre as restantes OTU foram
escolhidas preferencialmente as ndo pertencentes ao género Staphylococcus de acordo com a
identificacdo bioquimica.

A discussdao das amostras sequenciadas estd organizada por ordem decrescente do nimero
de bactérias amostradas pertencentes a cada taxon identificado. Os dados detalhados estdo
disponiveis nos Apéndices nas Tabelas 1, 3 a 11 e Figuras 4 a 31.

As amostras 3-3 e 9-65 foram identificadas definitivamente como Staphylococcus cohnii
urealyticus e provém de bactérias amostradas no interior do HJA, pertences as OTU
denominadas de A-B e A-A respectivamente, existindo bactérias da OTU A-A também
detectadas no exterior. A subespécie representada por estas amostras foi o taxon bacteriano
mais frequente no ar interior do HJA, representando um total de 45 amostras do total de 113
amostras identificadas por técnicas moleculares respeitantes ao ar exterior e interior do HJA. A
sequéncia da amostra 9-65 foi a Unica amostra em que foi sequenciado o gene 16S quase
completo (1372pb), sendo em todas as restantes amostras, incluindo a 3-3, sequenciada
apenas a porgdo inicial do gene (média de 670pb). Ambas as amostras em analise foram
consideradas como fiaveis por ndo apresentarem falhas na leitura do electroferograma.

O facto destas duas OTU pertencerem a mesma subespécie indica que a técnica de RFLP
aplicada neste trabalho permite distinguir diferengas genéticas com um nivel de distincdo
superior ao da subespécie, sendo que neste caso concreto as duas OTU partilhavam o padrdo
de corte enzimdtico com a enzima Hhal, mas ndo o padrdo referente a enzima Haelll.

Efectivamente, as sequéncias obtidas para ambas as amostras sdo exactamente iguais, mas
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sendo a da amostra 9-65 completa enquanto a da amostra 3-3 apenas parcial, as diferencas
genéticas seguramente deverdo ser localizadas na parte terminal e ndo sequenciada do gene
na amostra 3-3, pelo que essas diferencas terdo originado o diferente padrao de corte com
Haelll entre as amostras. Para ser obtido um padrao de RFLP distinto basta haver apenas 1
base diferente entre sequéncias na zona de corte da enzima, sendo no entanto considerada a
mesma espécie quando ambas as sequéncias tém uma diferenca inferior a 1% entre si
(Drancourt et al, 2000), o que no gene 16S rRNA com cerca de 1500 pb equivale a 15
nucledtidos. Sendo assim, é compreensivel obter duas OTU distintas com a mesma
identificacdo taxonédmica, como foi o caso verificado com estas duas amostras.

A base de dados BIBI (ver Tabela 7 nos Apéndices) apresentou identificacdes automaticas
das amostras indicando a possibilidade de poderem ser S. cohni, S. cohnii urealyticus, S. cohnii
cohnii ou mesmo S. nepalensis (esta uUltima apenas para a amostra 3-3), mas o facto de ambas
apresentarem homologia a 100% apenas com a sequéncia de uma estirpe tipo de S. cohnii
urealyticus permitiu identifica-las com certeza como S. cohnii urealyticus, tal como a
observacdo das arvores filogenéticas (ver Figuras 6 e 9 nos Apéndices) permitiu confirmar a
maior proximidade filogenética. E de ressalvar que a identificacdo taxondmica original da
sequéncia com maior homologia as amostras era S. cohnii urealyticum, a qual foi rectificada
por Sneath (1992), passando a ser designada como S. cohnii urealyticus.

A base de dados GenBank (ver Tabela 8 nos Apéndices) indicou varias sequéncias com
homologia perfeita as amostras, sendo que a identificagdo taxonémica delas foi variavel ao
nivel da precisdo (algumas apenas até a espécie, género ou mesmo ndo identificadas), mas
sempre concordante com a identificagdo das amostras como pertencentes a subespécie S.
cohnii urealyticus.

A identificacdo automatica até ao género proporcionada pela base de dados RDP (ver Tabela
9 nos Apéndices) indicou 100% de probabilidade das amostras pertencerem ao género
Staphylococcus, pelo que a identificacdo continuou concordante.

A base de dados EMBL (ver Tabela 10 nos Apéndices) indicou a existéncia de varias
sequéncias com homologia a 100% a ambas as amostras, com uma identificagdo taxondmica
maxima até ao género Staphylococcus, sendo novamente concordante com as identificagdes
das restantes bases de dados.

Concluindo, todas as bases de dados utilizadas deram uma identificagdo congruente para
ambas as amostras, pelo que sem duvida pertencem a subespécie S. cohnii urealyticus. Outro
facto interessante analisando estas duas amostras é que tanto a sequenciagao completa como
a parcial do gene 16S rRNA proporcionou uma identificacdo inequivoca, pelo que confirma-se

gue a sequenciacdo parcial do gene tem um poder discriminatério suficiente para uma
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identificacdo segura, tal como proposto por Cai et al (2003) e Clarridge (2004), pelo menos
para espécies bacterianas de interesse clinico.

Relativamente a origem da provavel destas bactérias no ar interior do HJA, foi possivel aferir
na base de dados EMBL (ver Tabela 10 nos Apéndices) que as bactérias com sequéncias
homalogas tiveram origem no po do chdo de edificios (Rintala et al, 2008) e pele humana
(Grice et al, 2009), sendo também detectadas em parasitas de roedores (Reed e Hafner, 2002).
Este dltimo resultado foi inesperado mas segundo Grice et al (2009) existem fortes
similaridades entre as bactérias colonizadoras da pele humana e de roedores. E importante
salientar que tanto estas duas amostras como varias outras sequenciadas neste trabalho
tiveram elevadas taxas de homologia com o trabalho de Rintala et a/ (2008), que avaliou a
composicdo bacteriana no pé no ambiente interior de edificios, tendo determinado que a
maioria das bactérias presentes provinham dos utilizadores dos edificios, bem como com o
trabalho realizado por Grice et al (2009), o qual versou a diversidade bacteriana presente na
pele humana.

Procurando outras fontes de informacdo acerca da origem provavel desta bactéria (ver
Tabela 11 nos Apéndices), segundo a CCUG esta espécie estd presente na pele humana e
também foi também detectada no trabalho de T&ubel et al (2009), que pesquisou a flora
bacteriana associada ao p6 da casa e a sua relacdo com a ocupagao humana.

Assim, poder-se-a concluir que as amostras bacterianas 3-3 e 9-65 tiveram origem muito
provavelmente na pele dos ocupantes do HJA, sendo colonizadoras habituais da pele humana
e estando frequentemente nas particulas de poeira no interior de edificios, pelo que com
correntes de ar poderdo ser aerosolizadas e estar presentes no ar, tal como foi detectado
neste trabalho. O facto de terem sido encontradas algumas bactérias pertencentes ao mesmo
taxon no ar exterior, mas em muito menor densidade, leva a crer que poderao ter tido origem
no interior do HJA e se ter dispersado para o exterior através da ventilacdo natural aplicada no
edificio, tendo 0 mesmo ocorrido com outros 3 taxa.

Efectivamente, S. cohnii urealyticus corresponde a uma bactéria comum na pele dos seres
humanos, fazendo parte da sua microbiota normal, podendo em certos casos originar sérias
infec¢Bes, sendo reconhecida como podendo estar envolvida em casos raros de endocardites,
pneumonias, infecgdes do trato urinario, abcessos cerebrais, artrites sépticas, entre outras
infeccdes (D’Azevedo et al, 2008). E uma espécie frequentemente encontrada em ambiente
hospitalar e quando isolada de infec¢Ges humanas geralmente apresenta um perfil multi-
resistente a antibidticos, podendo constituir um reservatério hospitalar de genes de
resisténcia para outras espécies bacterianas (Drozenova e Petras, 2000; Szewczyk e Rozalskz,

2000; Szewczyk et al, 2004; Waldon e Szewczyk, 2002).
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A correcta identificacdo de Staphylococcus coagulase negativos nos laboratorios de
microbiologia clinica é muito trabalhosa e poucos laboratérios a fazem. No entanto, cada vez
mais descrigbes de casos e surtos mostram que cada espécie tem um papel importante na
epidemiologia hospitalar, bem como um perfil diferenciado quanto a resisténcia aos
antimicrobianos. Staphylococcus cohnii urealyticus é um patogéneo incomum em infec¢oes
humanas e a sua correcta identificacdo com testes de susceptibilidade a antimicrobianos pode
auxiliar no rumo da terapéutica a ser tomada em cada caso (D’Azevedo et al, 2008).

As amostras 21-53 e 35-67 foram identificadas definitivamente como Staphylococcus
haemolyticus e provém de bactérias amostradas no interior do HIJA, pertences as OTU
denominadas de T-A e AK-A respectivamente, tendo sido todas as bactérias pertencentes a
ambas as OTU detectadas exclusivamente no interior. Esta espécie foi o segundo taxon
bacteriano mais frequente no ar interior do HJA, representando um total de 17 amostras do
total de 113 amostras identificadas por técnicas moleculares no ar exterior e interior do HJA.
Ambas as sequéncias sdo parciais, relativas apenas a porcao inicial do gene 16S rRNA e foram
consideradas como fidveis por ndo apresentarem falhas na leitura do electroferograma.

Tal como aconteceu com o par de amostras 3-3 e 9-65, as amostras 21-53 e 35-67 tém
homologia perfeita entre si na zona sequenciada, pelo que as diferencas que originaram as
duas OTU distintas deverdo estar na zona ndo sequenciada, pelo que partilham apenas um dos
dois padrdes de RFLP utilizados para definir as OTU.

A base de dados BIBI (ver Tabela 7 nos Apéndices) apresentou a identificagdo automatica das
amostras indicando que seriam pertencentes a espécie S. haemolyticus, sem haver outras
hipoteses de identificagdo. Ambas as amostras tiveram homologia a 100% com duas estirpes
tipo desta espécie pelo que ndo houve qualquer tipo de duvidas na identificacdo.

A base de dados GenBank (ver Tabela 8 nos Apéndices) indicou varias sequéncias com
homologia perfeita as amostras, sendo que estas apresentavam diferentes identificaces
taxondmicas entre si, incluindo outras espécies do mesmo género e inclusive 1 amostra
identificada como pertencente ao género Pseudomonas sp.. Sendo conhecida a existéncia de
falhas na identificagdo taxonémica de sequéncias depositadas no GenBank (Boudewijns et al,
2006), e dado que o maior nimero de sequéncias homodlogas pertencia a S. haemolyticus, seria
esta a identificacdo mais provavel se fosse tida em conta exclusivamente esta base de dados
para a identificacdo destas amostras. Se ainda restassem duvidas, é também de salientar que
na base de dados BIBI sdao usadas apenas sequéncias de referéncia de estirpes tipo, o que
garante uma identificagdo mais fidedigna, enquanto no GenBank s3do usadas todas as

sequéncias submetidas independentemente da sua qualidade.
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A identificagdo pela base de dados RDP (ver Tabela 9 nos Apéndices) também indicou 100%
de probabilidade das amostras pertencerem ao género Staphylococcus, pelo que a
identificacdo continuou concordante com as anteriores, enquanto na base de dados EMBL (ver
Tabela 10 nos Apéndices) existiam varias sequéncias com homologia a 100% para ambas as
amostras, mas sem identificacdo taxondmica.

Segundo os resultados obtidos nas varias bases de dados conclui-se sem duvidas que ambas
as amostras pertencem a espécie S. haemolyticus.

Relativamente a origem provdvel destas bactérias no ar interior do HJA, foi possivel
determinar que as bactérias com sequéncias homélogas as amostras tiveram origem no p6 do
colchdo da cama de humanos e foram considerados de origem humana provavel (Taubel et al,
2009) e na pele humana (Grice et al, 2009), senda esta ultima a origem também da sequéncia
homdloga na base de dados BIBI.

Conclui-se portanto que estas amostras identificadas como Staphylococcus haemolyticus
tiveram origem muito provavel na pele humana, sendo esta espécie também encontrada no po
interior de edificios, pelo que é expectavel poder encontra-la no ar tal como foi detectado no
interior do HJA. E uma espécie que é comum em humanos e que estd associada a uma
variedade de infeccbes humanas (Murray et al, 2005), pelo que é uma espécie que devera ser
tida em atencdo e monitorizada no futuro.

A amostra 15-51 foi identificada definitivamente como Staphylococcus capitis ou S. caprae e
foi amostrada no interior do HJA. Pertence a terceira OTU mais frequentemente detectada no
interior do HJA, denominada de AD-A, a qual engloba 11 bactérias detectadas no interior do
HJA e apenas 1 no exterior.

A base de dados BIBI (ver Tabela 7 nos Apéndices) apresentou a identificacdo automatica
indicando que a amostra poderia ser pertencente as espécies S. caprae, S. capitis, S. capitis
urealyticus ou S. capitis capitis, mas a homologia a 100% ocorreu apenas com uma estirpe tipo
de S. caprae e com uma de S. capitis urealyticus. Analisando a arvore filogenética (Figura 8 nos
Apéndices) é possivel verificar que S. capitis e S. caprae sdo muito préximas filogeneticamente
e chegam a misturar-se algumas estirpes nos mesmos ramos da arvore. Este facto também foi
detectado pela CCUG e por Dufour et al (2002), pois S. capitis tem poucas bases de diferencga
de S. caprae, sendo das espécies mais proximas dentro do género relativamente a sequéncia
do gene 16S rRNA, pelo que torna-se dificil distingui-las utilizando apenas a sequéncia parcial
do gene com 730 pb, tal como foi realizado neste trabalho, apesar da sequéncia ndo ter
apresentado dificuldades na leitura das bases.

Efectivamente, uma analise complementar dessas sequéncias permitiu verificar que a

amostra 15-51 é perfeitamente igual a ambas as sequéncias mencionadas anteriormente e
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também a outra sequéncia de S. capitis (Z26940), sendo esta uUltima mais curta do que a da
amostra e portanto ignorada. No entanto, as sequéncias de S. capitis urealyticus e S. caprae
apesar de serem iguais entre si na zona sequenciada da amostra 15-51, sdo diferentes na
restante sequéncia em apenas 4 bases, pelo que seria possivel identificar a espécie da amostra
se tivesse sido realizada a sequenciagdo completa do gene.

A base de dados GenBank (ver Tabela 8 nos Apéndices) indicou 18 sequéncias com
homologia perfeita a amostra e estas apresentavam diferentes identificacdes taxondmicas
entre si, mas todas do género Staphylococcus, pelo que seguramente a amostra pertence a
este género, tal como comprovado também na base de dados RDP (ver Tabela 9 nos
Apéndices). No entanto entre as sequéncias com homologia perfeita, o maior nimero de
identificacOes pertencia a S. capitis, seguida por S. epidermidis e S. caprae pelo que esta base
de dados também ndo permite identificacdo segura da amostra, apesar de S. capitis poder ser
a espécie candidata por ter mais sequéncias homdlogas a amostra. E também evidenciada a
proximidade filogenética de S. epidermidis as espécies S. capitis e S. caprae, informacao
também disponibilizada pela CCUG.

Na base de dados EMBL (ver Tabela 10 nos Apéndices) existiam mais de 50 sequéncias com
homologia a 100% com a amostra, mas todas sem identificacdo taxonémica, pelo que a
identificagdo definitiva ndo é auxiliada por estes resultados.

Segundo os resultados obtidos nas varias bases de dados, conclui-se que a amostra devera
pertencer a espécie S. capitis ou a S. caprae, pela homologia perfeita a estirpes tipo de ambas
as espécies, sendo impossivel distinguir a qual delas pertence por ambas serem muito
proximas filogeneticamente e a zona sequenciada da amostra ndo englobar nenhuma das 4
bases diferentes entre ambas as sequéncias.

Relativamente a origem provavel destas bactérias no ar interior do HJA, foi possivel
determinar na base de dados EMBL que as bactérias com sequéncias homédlogas a amostra
tiveram origem na pele humana (Grice et al, 2009; Taubel et al, 2009) e no pdé do chdo e do
colchdo da cama de humanos (Tdubel et al, 2009). Segundo a CCUG e Murray et al (2005),
ambas as espécies possiveis para identificacdo desta amostra estdo presentes em humanos,
mas enquanto a colonizagdo humana por S. caprae é pouco comum e apenas tem poucos
relatos de infeccdo humana, S. capitis € um colonizador comum e por vezes resulta em
doengas humanas, como a endocartite.

Conclui-se portanto que esta amostra teve uma origem muito provavel na pele humana,
sendo frequentemente encontrada no pd interior de edificios, pelo que é expectdvel poder
encontra-la no ar tal como foi detectado no HJA. Tendo em conta o facto de S. capitis ser mais

frequente em humanos do que S. caprae, a primeira devera ser a identificacdo definitiva mais
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provavel desta amostra e por estar associada a doen¢a humana (Murray et al, 2005) deveria
ser monitorizada no HJA.

As amostras 3-45 e 31-60 foram identificadas definitivamente como Micrococcus luteus e
provém de bactérias amostradas no interior do HJA, pertences as OTU denominadas de P-D e
AG-D respectivamente, tendo sido as bactérias destas OTU detectadas maioritariamente no
interior (5 bactérias) e apenas uma no exterior. Esta espécie foi o quarto taxon bacteriano mais
frequente no ar interior do HJA, representando um total de 6 amostras do total de 113
identificadas por técnicas moleculares no ar exterior e interior do HJA. Ambas as sequéncias
sdo parciais do gene 16S rRNA e foram consideradas fidveis, tendo sido detectada
ambiguidade de leitura apenas em 1 base na amostra 3-45.

Este par de amostras difere em apenas 1 base nas 584 bases homdlogas sequenciadas em
ambas as amostras, o que perfaz uma dissimilaridade inferior a 0,2%, a qual foi possivel
detectar como OTU diferentes com a técnica de RFLP aplicada neste trabalho, indicando
novamente um elevado grau de resolucao da técnica utilizada.

A base de dados BIBI (ver Tabela 7 nos Apéndices) apresentou uma identificacdo automatica
unicamente como M. luteus para ambas as amostras, indicando as mesmas 2 sequéncias de M.
luteus com homologia maxima a 99,7% e 100% para as amostras 3-45 e 31-60
respectivamente, permitindo identifica-las sem duvidas como M. luteus, tal como a observacao
das arvores filogenéticas (ver Figuras 11 e 13 nos Apéndices) também permite confirmar.

Na base de dados GenBank (ver Tabela 8 nos Apéndices) a amostra 3-45 também poderia ser
identificada sem duvidas como M. luteus por todas as amostras com homologia méxima serem
concordantes com essa identificacdo, sendo a taxa de homologia de 99,83% suficiente para
poder identificar a amostra com certeza como sendo da mesma espécie que a das sequéncias
apresentadas. No caso da amostra 31-60, além da homologia a 100% com 9 sequéncias de M.
luteus, eram apresentadas 2 sequéncias de M. yunnanensis e 1 de Variovorax sp. com a mesma
homologia, pelo que exclusivamente por esta base de dados nao seria possivel identificar esta
amostra com plena confianga nem sequer até ao género, apesar da identificagdo mais provavel
ser Micrococcus sp. pois 19 sequéncias homdlogas eram desse género enquanto apenas 1 era
de outro género. Este facto evidencia que devera haver uma falha na identificagdo taxondmica
da amostra identificada como Variovorax sp. pois as sequéncias mais proximas de M. luteus
sdo as pertencentes a outras espécies de Micrococcus e ao género Arthrobacter, tal como
pode ser verificado nas darvores filogenéticas geradas pela base de dados BIBI, devendo o
género Variovorax ser mais distante e portanto com uma sequéncia diferente das referentes a

Micrococcus.
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A base de dados RDP (ver Tabela 9 nos Apéndices) confirmou a inclusdo de ambas as
amostras no género Micrococcus e segundo a base de dados EMBL (ver Tabela 10 nos
Apéndices) ndo seria possivel identificar as amostras.

Relativamente a identificacdo das amostras, foi concluida assim a identificacdo de ambas
como pertencentes sem duvida a espécie M. luteus.

A origem das bactérias na base de dados EMBL com maior homologia as amostras foi a pele
humana (Grice et al, 2008, 2009; Taubel et al, 2009), p6 do chdo de edificios (Taubel et al,
2009) e crosta oceadnica (Santelli et al, 2008). Para além dos ja anteriormente abordados
trabalhos de Grice et al (2009) e de Taubel et al (2009), o trabalho de Grice et al (2008)
também versou a diversidade bacteriana da pele humana, sendo que o facto destas amostras
serem homoélogas a amostras detectadas noutros trabalhos sobre a pele humana e p6 do
interior de edificios indica que esta é uma bactéria comum da flora da pele humana e que
frequentemente pode ser encontrada no ambiente interior.

Procurando outras fontes de informacdo acerca da proveniéncia provavel desta bactéria em
anadlise (ver Tabela 11 nos Apéndices), segundo a CCUG esta espécie esta presente na pele de
mamiferos, tendo como habitat secundario a carne, produtos lacteos, solo e dgua, sendo uma
espécie ndo patogénica.

Assim, conclui-se com certeza que as bactérias das amostras 3-45 e 31-60 pertencem a
espécie M. luteus, tendo origem muito provavel nos ocupantes do HJA, sendo um colonizador
habitual da pele humana e estando frequentemente presente nas particulas de poeira no
interior de edificios, pelo que poderd ser aerosolizada e estar presente no ar, tal como
detectado neste trabalho.

A amostra 37-32 foi identificada definitivamente como Staphylococcus sp. e foi amostrada
no interior do HJA. Pertence a quinta OTU mais frequentemente detectada no interior do HJA,
denominada de T-B, a qual engloba 4 bactérias detectadas exclusivamente no interior do HJA.

A sequencia¢do desta amostra ndo correu bem, sendo a sequéncia considerada suspeita, ou
seja, nao fidvel para identificagdo, por conter 34 ambiguidades na leitura das bases. Nao
obstante este facto, por ser um dos grupos mais representados no ar interior do HJA e por ser
caro fazer sequencia¢des, optou-se pela identificagdo da amostra com esta sequéncia de ma
qualidade por permitir mesmo assim uma identificagdo, ainda que ndo t3o precisa como
quando se utiliza sequéncias com boa qualidade.

A base de dados BIBI (ver Tabela 7 nos Apéndices) ndo apresentou uma identificagdo
automatica da amostra, sendo a homologia maxima da amostra de apenas 93,1% com S.
hominis, enquanto analisando a arvore filogenética (Figura 10 nos Apéndices) é possivel

verificar que todas as sequéncias proximas pertencem a espécies do género Staphylococcus.
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Na base de dados GenBank (ver Tabela 8 nos Apéndices) a homologia maxima foi também de
apenas 93,27% com 44 sequéncias, das quais 40 eram pertencentes a bactérias do género
Staphylococcus e maioritariamente a espécie S. hominis (22 sequéncias). Na base de dados
RDP (ver Tabela 9 nos Apéndices) foi confirmada a pertenca da amostra ao género
Staphylococcus com 100% de probabilidade, enquanto na base de dados EMBL (ver Tabela 10
nos Apéndices) a taxa maxima de homologia foi de 93,1% com bactérias identificadas como
Staphylococcus.

Conclui-se da analise dos resultados das varias bases de dados utilizadas que a amostra 37-
32 pertence ao género Staphylococcus, sendo tal facto confirmado pela base de dados RDP,
sendo a identificacdo mais provavel desta bactéria a espécie S. hominis por ser a que
apresentou mais frequentemente a mais alta taxa de homologia, ndo podendo tal identificacdo
ser atribuida pela baixa taxa de homologia entre sequéncias, se bem que esta baixa taxa
devera ter origem na ma qualidade da sequéncia da amostra e ndo em diferencas reais entre
as sequéncias.

Quanto a origem provavel destas bactérias no ar interior do HJA, na base de dados EMBL as
bactérias com sequéncias com maior homologia a amostra tiveram origem na pele humana e
no pé do colchdo da cama de humanos (Taubel et al, 2009) e no ar da cabine de avibes
comerciais (Osman et al, 2008). Segundo a CCUG, o género Staphylococcus compreende
bactérias presentes habitualmente na pele, glandulas da pele e membranas mucosas de
animais de sangue quente, como os humanos, sendo algumas espécies patogénicas
oportunistas.

Conclui-se assim que apesar de apenas identificada até ao género, esta amostra devera ter
tido uma origem provavel na pele humana, sendo encontradas bactérias similares no pé
interior de edificios e no ar interior de espacos com ocupacdo humana, pelo que é expectavel
poder encontra-la no ar tal como foi detectado no HJA. Se esta bactéria for efectivamente da
espécie S. hominis, esta é uma das principais bactérias que colonizam a pele humana, sendo
associada a varios tipos de infeccdo (CCUG), pelo que seria um provavel candidato a ser
detectado no ar interior do HJA, sendo no entanto recomendada vigilancia para esta espécie.

A amostra 9-40 foi identificada definitivamente como Moraxella osloensis ou Enhydrobacter
aerosaccus e pertence a uma OTU que engloba 3 bactérias detectadas apenas no interior do
HJA

A base de dados BIBI (ver Tabela 7 nos Apéndices) apresentou a identificagdo automatica da
amostra como sendo E. gerosaccus, sendo a homologia mdxima da amostra de 99,59% apenas
com a sequéncia AJ550856 dessa espécie, com apenas 3 bases de diferenca. As 3 bases

diferentes consistiam em 2 bases ndo determinadas em cada uma das sequéncias e 1 base
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efectivamente diferente. No entanto, segundo a CCUG, a sequéncia AJ550856 de E. aerosaccus
deverd ser na realidade M. osloensis, o que é corroborado pela Belgian Co-ordinated
Collections of Micro-Organisms que indica uma elevada similaridade da sequéncia do gene 16S
entre estas espécies, tornando-as dificeis de distinguir geneticamente.

A sequéncia da estirpe tipo de M. osloensis (X74897) ndo foi considerada tdo préxima da
amostra por ter uma sequéncia curta com menos 47 bases do que a amostra, tendo no
entanto apenas 2 bases diferentes desta. Analisando a arvore filogenética (Figura 14 nos
Apéndices) é possivel verificar que é proxima da amostra e de E. aerosaccus, sendo algo
distante das restantes sequéncias das outras espécies do género Moraxella, mas isto devido ao
menor comprimento da sua sequéncia.

Tendo em conta que a sequéncia da estirpe tipo de E. aerosaccus apresenta pelo menos 1
ambiguidade e é provavelmente pertencente a M. osloensis, e que a sequéncia de M. osloensis
é muito curta, torna-se dificil uma identificacdo conclusiva acerca da identificacdo da amostra
tendo por base apenas estas sequéncias das estirpes tipo.

A pesquisa efectuada no GenBank (ver Tabela 8 nos Apéndices) revelou homologia maxima
com 19 sequéncias com apenas 1 base diferente, a qual era correspondente a base ndo
determinada na amostra, sendo que 16 sequéncias correspondiam ao género Moraxella,
incluindo 7 da espécie M. osloensis e apenas 1 ao género Enhydrobacter indicando que
provavelmente M. osloensis deveria ser a identificacdo correcta da amostra pois bastaria
apenas a sequéncia de Enhydrobacter ter sido mal identificada taxonomicamente para
podermos identificar definitivamente a amostra como M. osloensis.

Na base de dados RDP (ver Tabela 9 nos Apéndices) a identificagdo correspondia a 100% de
probabilidade de pertenca ao género Enhydrobacter, enquanto na base de dados EMBL (ver
Tabela 10 nos Apéndices) a identificagdo maxima possivel era apenas de pertenca as Gama
proteobactérias, o que inclui a possibilidade de identificacdo como ambas as espécies
propostas.

Com tdo grande dificuldade em distinguir M. osloensis de E. aerosaccus, e com resultados
que indicavam dever pertencer a uma ou a outra espécie, ndo restou outra alternativa senao
considerar que a amostra devera pertencer a uma delas.

Na base de dados EMBL, a pele humana (Grice et al, 2009; Taubel et al, 2009) e o po interior
de edificios (Taubel et al, 2009), bem como as guelras de lapas (Zbinden et al, ndo publicado)
tinham bactérias com sequéncias homdlogas a da amostra, indicando que a amostra podera
ter origem humana ou ambiental.

Enhydrobacter aerosaccus foi descrita por Staley et al (1987) como um género e espécie

nova para a ciéncia, sendo amostrada na zona andxica de um lago eutrdfico nos Estados
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Unidos da América ha 23 anos. Actualmente este género continua a ndo ter nenhuma outra
espécie além da originalmente descrita (CCUG). Por outro lado, M. osloensis foi descrita antes
de E. aerosaccus por Bovre e Henriksen (1967), sendo frequentemente encontrada no
ambiente exterior e em material clinico humano, nomeadamente no sangue, urina e tracto
respiratdrio (CCUG).

Face a ecologia de ambas as espécies analisadas, e tendo em conta que todas as bactérias
mais frequentemente encontradas no ar interior do HJA tiveram origem provavel associada a
flora bacteriana humana, serd de esperar que muito provavelmente a identificacdo desta
amostra deva ser M. osloensis por ser a espécie associada ao ser humano.

Sendo tdo dificil distinguir estas duas espécies com base na sequéncia do gene 16S rRNA
deveria ter sido utilizada a sequenciagdo de outros genes para a identificacdo definitiva da
amostra, ndo obstante ambas poderem de facto ser a mesma espécie pois E. aerosaccus
parece uma espécie perdida sem outros parentes proximos taxonomicamente, sendo no
entanto filogeneticamente muito préxima de M. osloensis, a qual por maior antiguidade
deveria prevalecer com o nome do taxon.

Enhydrobacter aerosaccus ja foi detectada na pele humana (Gao et al, 2007; Taubel et al,
2009) mas procedendo a identificacdo das bactérias por homologia do gene 16S rRNA com
sequéncias no GenBank, tal como neste trabalho, pelo que ocorrendo confusdo entre os taxa
poderiam estar na realidade a se referir a M. osloensis, a qual é comummente detectada na
flora bacteriana humana (CCUG), bem como no ambiente onde geralmente se encontra
apenas E. aerosaccus, de acordo com a pesquisa efectuada no GenBank.

Conclui-se portanto que a amostra provavelmente pertencera a espécie M. osloensis, sendo
comum encontra-la na flora bacteriana humana pelo que é expectavel encontra-la no HJA, ndo
sendo no entanto preocupante por estar muito pouco representada no ar, levando a um baixo
potencial de contaminacdo, e ter baixa patogenicidade. Se a amostra fosse E. aerosaccus
também ndo seriam necessarias precaucbes por ser uma bactéria ambiental sem significancia
clinica.

A amostra 9-77 foi identificada definitivamente como Kocuria palustris e foi amostrada no ar
interior do HJA, tal como as outras 2 bactérias pertencentes a OTU denominada de R-D.

A identificagcdao foi inequivoca como K. palustris segundo todas as 4 bases de dados
consultadas, com homologia a 100% com esta espécie e tendo a sequéncia da amostra boa
qualidade.

Sequéncias homodlogas a 100% com a amostra foram obtidas na pele humana (Grice et al,

2008, 2009) e no po do chao de edificios (Tdubel et al, 2009), segundo a EMBL.
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Kocuria palustris foi originalmente descrita como obtida na raiz de Typha angustifolia
(Kovacs et al, 1999), sendo considerada omnipresente no ambiente e sem significado clinico
(CCUG).

O facto de ter sido detectada na pele humana em trabalhos de Grice et al (2008,2009) indica
gue mesmo sendo uma bactéria predominantemente ambiental poderd colonizar a pele
humana, pelo que é considerada, tal como todas as bactérias anteriormente analisadas, que
esta deverd ter origem na flora bacteriana da pele dos ocupantes do HJA, o que também é
suportado pelo facto desta espécie apenas ter sido detectada no interior do HJA, ndo sendo
possivel no entanto excluir a possibilidade de ser de origem ambiental. No entanto ndo serdo
necessarias precaucdes relativamente a esta espécie pois ndo sdo conhecidas doengas
humanas associadas.

A amostra 28-61 foi identificada definitivamente como Kocuria rhizophila e foi amostrada no
ar interior do HJA, tal como as outras 2 bactérias pertencentes a OTU denominada de R-Al. A
amostra pertence ao mesmo género que a amostra 9-77, partilhando apenas o padrao de RFLP
da enzima de restrigdo Hhal.

A identificagdo foi inequivoca como K. rhizophila segundo todas as 4 bases de dados
consultadas, ndo obstante a identificacdo original da base de dados BIBI ter indicado também a
possibilidade de ser K. varians. Contudo, a maior homologia da amostra com K. rhizophila, com
apenas 1 base de diferenca que corresponde a base ambigua da sequéncia da amostra, e a
arvore filogenética mostrando uma maior proximidade de K. rhizophila (Figura 22 nos
Apéndices) e no GenBank apenas K. rhizophila apresentar a mais alta taxa de homologia
possivel, tornou fidvel e inequivoca a identificacdo.

Pesquisando a origem provavel desta bactéria, na EMBL existiam sequéncias homadlogas a
100% de bactérias que foram obtidas na pele humana (Grice et al, 2009) e no pé do colch3do de
cama (Taubel et al, 2009). Esta espécie, tal como K. palustris, foi originalmente descrita como
presente na raiz de Typha angustifolia (Kovécs et al, 1999), sendo considerada omnipresente
no ambiente e sem significado clinico (CCUG).

Tal como K. palustris, por ser omnipresente e ter sido detectada na pele humana é de
esperar que possa colonizar a pele dos ocupantes do HJA, sendo provavelmente essa a sua
origem, ndo sendo necessdrias precaugdes por estar pouco presente no ar interior e nao
serem conhecidos casos de doenca associada.

A amostra 29-45 foi identificada definitivamente como Bacillus granadensis e tal como todos
0s 3 membros da OTU, foi detectado no ar interior do HJA.

A identificacdo até ao género Bacillus foi corroborada pelas 4 bases de dados utilizadas, mas

relativamente a identificacdo até a espécie ja ndo houve tanta certeza. Segundo a base de
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dados BIBI (Tabela 7 nos Apéndices), a identificacdo prestada indicava B. granadensis, a qual
apresentava a sequéncia Unica com maior homologia, a 98% de similaridade e 13 bases de
diferenca, o que a partida ndo devera ser considerada uma identificacdo segura. Analisando a
arvore filogenética (Figura 12 nos Apéndices) é possivel verificar que B. granadensis é a
espécie mais proxima da amostra, sendo todas as outras muito mais distantes, permitindo
optar com alguma certeza por esta opgdo.

Na base de dados GenBank (Tabela 8 nos Apéndices), existiam 14 sequéncias de bactérias do
género Bacillus com homologia perfeita a amostra, excepto numa base que correspondia a
uma ambiguidade na sequéncia da amostra, mas cuja identificacdo até a espécie correspondia
a 2 sequéncias de B. flexus e 1 de B. bataviensis, levando a crer que a identificacdo correcta da
amostra deveria ser uma destas duas espécies por apresentarem maior homologia que a
disponivel na base de dados BIBIl. No entanto, analisando novamente a arvore filogenética da
base de dados BIBI é possivel verificar que a estirpe tipo de B. flexus é distante da sequéncia da
amostra e B. bataviensis nem aparece na arvore por ser ainda mais distante filogeneticamente,
estando presente na arvore filogenética relativa a amostra 14-10 (Figura 23 nos Apéndices)
proxima de outras espécies do mesmo género. Fazendo nova pesquisa na base de dados BIBI,
mas desta vez utilizando o conjunto de dados Bacteria_SSU-rDNA-16S_stringent que inclui
estirpes tipo e ndo tipo e com identificacdo concordante com a nomenclatura (Figura 30 nos
Apéndices), é possivel verificar que a grande maioria das sequéncias de B. flexus é proxima da
sequéncia da estirpe tipo dessa espécie, enquanto um grupo muito distante filogeneticamente
inclui a amostra, a estirpe tipo de B. granadensis e 3 sequéncias de B. flexus. Estes factos
indicam que as tais 3 sequéncias identificadas como B. flexus e a prépria amostra deverdo
pertencer a espécie B. granadensis, ou até constituir uma nova espécie, uma vez que a
homologia entre a amostra e B. granadensis é inferior ao patamar de 99% considerado por
Drancourt et al (2000) como necessdrio para ser considerada a mesma espécie, existindo 13
bases diferentes em 657 bases obtidas na sequenciacdo do gene 16S rRNA da amostra, cuja
qualidade foi boa, existindo espécies distintas descritas com menor nimero de diferengas em
todos os 1500 pb do gene (Clarridge, 2004).

O superior poder discriminatério proporcionado pela base de dados BIBI face ao GenBank,
de acordo com os parametros de pesquisa seleccionados, permite optar com maior confianga
nos resultados interpretados a partir da BIBlI do que no GenBank, pelo foi considerada na
identificagcdo definitiva da amostra apenas os resultados da BIBI.

Pesquisando a origem provavel desta bactéria (Tabelas 10 e 11 nos Apéndices), na EMBL foi
obtida apenas uma sequéncia com homologia perfeita a amostra (com excepg¢do de 1 base

ambigua da amostra), a qual foi detectada numa bactéria presente no sistema gastrointestinal
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humano (Frank et al, 2007). B. granadensis foi detectado pela primeira vez em agua residual
de lavagem de azeitonas em Espanha em 2006 (Quesada et al, ndo publicado), ndo sido ainda
validamente publicada, e também foi detectada no pd interior de edificios ocupados por
humanos (Taubel et al, 2009).

Pode-se concluir portanto que apesar de este taxon ter sido descrito como sendo de origem
ambiental e existirem registos dele no pd interior de edificios, o facto de existirem bactérias
iguais a amostra (e ndo necessariamente B. granadensis) colonizadoras do sistema
gastrointestinal do corpo humano leva a crer que a origem mais provavel da amostra sera os
ocupantes do HJA, associada eventualmente a incontinéncia fecal, ndo sendo possivel excluir
de todo a possibilidade de ter origem no ambiente exterior. Por ser um taxon novo e ainda ndo
oficialmente descrito, ndo existem registos da sua patogenicidade, mas se causasse doenca
humana certamente ja teria sido descrito e analisado pela comunidade cientifica ha mais
tempo.

A amostra 14-10 foi identificada definitivamente como Bacillus simplex e foi amostrada no
exterior do HJA, existindo mais 1 bactéria da mesma OTU detectado no ar interior do HJA.

Esta amostra foi identificada automaticamente pela base de dados BIBI (Tabela 7 nos
Apéndices) como B. simplex, existindo unicamente 2 sequéncias dessa espécie com homologia
perfeita a amostra, o que juntamente com arvore filogenética (Figura 23 nos Apéndices) a
demonstrar que B. simplex é a espécie mais préxima da amostra, permite uma identificacdo
fiavel.

Na base de dados GenBank (Tabela 8 nos Apéndices), a identificacdo como B. simplex ndo
era confirmada, sendo no entanto a mais provavel por apresentar 18 sequéncias com
homologia perfeita, existindo também sequéncias de B. muralis e Brevibacterium
frigoritolerans com o mesmo grau de homologia. No entanto, a informagdo existente no
GenBank acerca de Brevibacterium frigoritolerans indica que na realidade trata-se de Bacillus
frigoritolerans, pelo que confirma-se pelo menos o género da amostra como sendo Bacillus, tal
como foi confirmado pelas bases de dados RDP e EMBL (Tabelas 9 e 10 nos Apéndices).

Uma vez que a base de dados BIBI permite maior grau de fiabilidade da identificacdo, por
utilizar apenas as estirpes tipo, ao contrario do GenBank que utiliza sequéncias de qualquer
origem, optou-se por aceitar a identificacdo proposta pela base de dados BIBI.

Relativamente a origem da amostra sequenciada, na base de dados EMBL foram detectadas
sequéncias iguais referentes a bactérias de aerossdis urbanos, tendo sido descrita a espécie B.
simplex como presente em muros urbanos (Heyrman et al, 2005), pelo que foi considerado
gue seguramente a amostra devera ter origem ambiental. Pelo facto desta bactéria ter sido

detectada no ar exterior e estar pouco representada no ar interior do HJA confirma-se a sua
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quase certa origem ambiental, sendo demonstrada a entrada de bactérias do ambiente
exterior para o ar interior do HJA, ainda que com baixa representatividade. A pouca
significancia desta espécie em amostras clinicas humanas (CCUG) leva a crer que é uma
espécie que nao devera suscitar preocupacdes de monitorizacao e controlo futuras.

As amostras 25-15 e 25-57 foram identificadas definitivamente como Paracoccus yeei e sao
representantes de duas OTU exclusivamente detectadas no ar interior do HJA e que totalizam
apenas 3 representantes.

Ambas as amostras foram identificadas como P. yeei sem margem para duvidas pelas bases
de dados utilizadas, com homologia perfeita a mesma estirpe tipo dessa espécie, excepto no
caso da amostra 25-57 cuja presenca de 1 base ambigua na sequéncia ndo permitiu a
homologia perfeita. Por outro lado, a amostra 25-15 foi identificada automaticamente pela
base de dados BIBI como pertencente a P. yeei ou a P. carotinifaciens, mas a homologia
perfeita apenas com P. yeei e a grande proximidade filogenética dessa espécie, em detrimento
da muito afastada P. carotinifaciens (Figura 16 nos Apéndices), permite concluir com
seguranca a identificacdo da amostra como P. yeei. As restantes bases de dados utilizadas
deram resultados sempre congruentes com a identificacdo das amostras exclusivamente como
P. yeei.

Bactérias com sequéncias iguais as amostras em andlise foram detectadas no pé do colchdo
da cama de humanos (Taubel et al, 2009), tendo a estirpe tipo de P. yeei sido caracterizada a
partir de amostras clinicas e associada a infec¢do humana (Daneshvar et al, 2003), sendo esta
espécie conhecida por estar associada ao ser humano e ser frequentemente detectada em
amostras clinicas (CCUG). E de referir que a esta espécie foi descrita originalmente como P.
yeeii (Daneshvar et al, 2003), mas a nomenclatura foi alvo de revisdo, mudando-a para P. yeei
(IJSEM, 2003).

Conclui-se portanto que as bactérias das amostras em questdo terdo seguramente origem
nos ocupantes do HJA e, apesar de terem sido detectados poucos exemplares, devera ser tida
em consideragdo futuramente no ambiente hospitalar por estar associada a infecgdo humana
e ter sido apenas recentemente descrita, pelo que ainda devera existir pouco conhecimento
acerca das implicagdes associadas a saude humana.

A amostra 4-10 foi identificada definitivamente como Micrococcus sp. e representa a OTU
denominada de NA-D, que inclui 2 bactérias detectadas apenas no ar interior do HJA.

A sequéncia obtida para esta amostra foi de baixa qualidade, existindo um total de 12 bases
ambiguas num comprimento de apenas 504 pb.

No entanto, aproveitando a sequéncia da amostra foi possivel confirmar que esta pertence

ao género Micrococcus com 98% de probabilidade segundo a base de dados RDP (Tabela 9 nos
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Apéndices), sendo a identificacdo proporcionada pelas bases de dados BIBI e GenBank (Tabelas
7 e 8 nos Apéndices) concordantes com esta identificagdo, com a taxa de homologia com
sequéncias de bactérias deste género a ser pouco superior a 97%, o que permite uma
identificacdo segura relativamente a este género.

Relativamente a identificacdo até a espécie, a BIBI indica como possibilidade Micrococcus
luteus e Micrococcus thailandicus, mas a andlise da arvore filogenética (Figura 19 nos
Apéndices) permite verificar uma maior proximidade a M. luteus, sendo no entanto a
homologia de apenas 97%. Adicionalmente, o GenBank apresenta exclusivamente sequéncias
dessa espécie (quando a identificacdo da sequéncia é feita até a espécie) como as mais
similares a amostra e ocorre a partilha de um dos padrdes de RFLP com as amostras 3-45 e 31-
60 que foram identificadas como M. luteus.

Conclui-se portanto que a amostra 4-10 pertence certamente ao género Micrococcus e
muito provavelmente a espécie M. luteus, sendo a baixa qualidade da sequéncia obtida o
Unico entrave a identificacdo segura até a espécie, por permitir um relativamente baixo nivel
de homologia com sequéncias padrao.

Sendo esta amostra muito provavelmente pertencente a espécie M. luteus, aplicam-se a esta
amostra as conclusdes e recomendacdes referidas na andlise das amostras 3-45 e 31-60.

A amostra 33-38 foi identificada definitivamente como Staphylococcus kloosii e representa
uma OTU que inclui 2 bactérias detectadas apenas no ar interior do HJA.

A identificagdo da amostra como S. kloosii foi inequivoca, havendo homologia perfeita
exclusivamente com sequéncias dessa espécie na base de dados BIBI e no GenBank (Tabelas 7
e 8 nos Apéndices), enquanto as bases de dados RDP e EMBL (Tabelas 9 e 10 nos Apéndices)
nao indicavam resultados contrarios a esta identificacdo.

Na base de dados EMBL, a maior homologia com a sequéncia da amostra era de 99,7% e
provinha de uma bactéria encontrada em carne de porco refrigerada (Yun, ndo publicado),
havendo também bactérias detectadas no pé do chao de edificios ocupados por humanos com
homologia ligeiramente inferior, igual a 99,3% (Taubel et al, 2009). Este taxon foi descrito
originalmente em mamiferos (Schleifer et al, 1985), ndo sendo conhecidos casos de infecg¢do
humana (CCUG). Pode-se assim concluir que esta bactéria devera ter origem ambiental, sendo
no entanto relativamente comum o contacto com os humanos, seja sob a forma de pd no
interior de edificios, seja sob a forma de manipulagdo eventual de alimentos ou animais
domésticos, mas a sua baixa concentracao no HJA e a sua incapacidade de infec¢do humana
revelam que é uma espécie que ndo devera suscitar necessidade de monitorizagao no futuro.

A amostra 30-11 foi identificada definitivamente como Crocinobacterium jejui e representa

uma OTU que inclui 2 bactérias detectadas exclusivamente no ar interior do HJA.
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A identificacdo da amostra como C. jejui foi atribuida de acordo com base de dados BIBI
(Tabela 7 nos Apéndices), uma vez que essa foi a Unica possibilidade indicada pela
identificacdo automadtica, pertencendo a esta espécie a sequéncia mais préxima a amostra,
com homologia de 98,3%. No GenBank (Tabela 8 nos Apéndices), a maior homologia a
amostra, com um valor de 99,7%, ocorreu apenas com uma sequéncia que pertencia a uma
bactéria do género Bacillus, enquanto a base de dados RDP (Tabela 9 nos Apéndices) indicava
uma probabilidade de apenas 44% da amostra pertencer ao género Bacillus e a EMBL ndo
permitia identificar a amostra.

A proximidade da amostra ao género Bacillus ndo é de estranhar, pelo facto de C. jejui
pertencer a mesma ordem, a Bacillales, mas é possivel verificar que a amostra é muito mais
proxima da estirpe tipo de C. jejui do que das estirpes tipo de outras espécies pertencentes ao
género Bacillus, como a mais préxima Bacillus psychrodurans (Figura 15 nos Apéndices).

A homologia da amostra com a sequéncia da estirpe tipo de C. jejui abaixo do limiar
adequado a identificacdo como sendo a mesma espécie, juntamente com o facto desta espécie
ainda nao ter sido validamente descrita (Lee, ndo publicado) e ser préxima de varias espécies
do género Bacillus, implica que na realidade esta amostra deva pertencer a uma espécie ainda
ndo descrita do género Bacillus, a qual ja foi detectada anteriormente, o que é comprovado
pela presenga de sequéncias muito préoximas no GenBank e EMBL identificadas apenas até ao
género Bacillus. Contudo optou-se pela identificacdo como C. jejui em vez de apenas Bacillus
sp. por indicar com maior precisdo a bactéria em questao, evitando potenciais confusées com
espécies conhecidas e com importancia clinica pertencentes a este género, sendo que de
futuro esta amostra devera ser considerada noutro taxon quando houver a descricdo da
espécie apropriada.

Esta bactéria devera ter uma origem ambiental uma vez que a bactéria com maior homologia
na EMBL provinha de solo alcalino e C. jejui foi detectado originalmente em algas secas (Lee,
ndo publicado). Por esta ser uma espécie ainda ndo validamente publicada e provavelmente
ter pouca importancia clinica, ndo s3ao conhecidos casos de infecgao humana, pelo que nao
constitui uma espécie preocupante no ambiente interior do HJA.

A amostra 35-73 foi identificada definitivamente como Exiguobacterium homiense e
representa uma OTU que inclui apenas esta bactéria detectada no ar do bar do pessoal do HJA.

Esta bactéria foi identificada sem duvidas até ao género Exiguobacterium pelas bases de
dados BIBI, GenBank e RDP (Tabelas 7, 8 e 9 nos Apéndices). A identificacdo até a espécie foi
possivel apenas através da base de dados BIBI, a qual apresentou como identificacdo

automatica as espécies E. homiense e E. aurantiacum, mas a maior homologia da amostra com
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E. homiense e com um valor vélido para a identificar como sendo da mesma espécie permitiu
optar com seguranca por esta identificacao.

Na EMBL (Tabela 10 nos Apéndices), entre as bactérias com a mais elevada homologia a
amostra encontravam-se exemplares detectadas na pele do corpo humano (Grice et al, 2009),
tendo sido detectadas bactérias do género Exiguobacterium no pd do interior de edificios
ocupados por humanos (Taubel et al, 2009). A espécie E. homiense foi detectada originalmente
em areia do mar (Kwon, ndo publicado) e é considerada como colonizadora de ambiente
alcalinos (CCUG), mas pelo facto de ja ter sido detectada na pele humana foi considerada
como tendo provavel origem na flora bacteriana dos ocupantes do HJA, apesar de ndo poder
ser descartada a possibilidade de ter origem no ambiente exterior.

Por esta bactéria ter uma baixa significancia nas amostras clinicas humanas (CCUG) e estar
muito pouco representada no ar interior do HJA, ndo deverdo ser necessarias precaucoes
especiais relativamente a esta espécie.

A amostra 37-16 foi identificada definitivamente como Corynebacterium sp. e representa
uma OTU que inclui apenas esta bactéria detectada no ar do corredor do piso 1 do HJA.

A sequéncia da amostra foi considerada de fiabilidade suspeita por conter 9 bases ambiguas
e ter apenas 504 bases de comprimento, mas foi utilizada para evitar a perda total da
identificacdo da amostra.

A ma qualidade da sequéncia da amostra impediu a obtencdo de elevadas taxas de
homologia com as sequéncias depositadas nas bases de dados, mas o facto das mais elevadas
homologias ocorrerem somente com sequéncias de Corynebacterium sp. indica que este
devera ser o género a que pertence a amostra. Este resultado foi obtido nas bases de dados
BIBI, GenBank e RDP, apesar dos valores absolutos de homologia ndo permitirem uma
identificacdo segura de acordo com os critérios de Drancourt et al (2000). Por outro lado, uma
vez que a baixa homologia devera ter origem na ma qualidade da sequéncia da amostra, o
valor absoluto de homologia ndo podera servir de guia para confirmar a identificacdo, sendo
portanto identificada a amostra com base nas maiores homologias disponiveis.

Segundo a identificagdo automatica da base de dados BIBI, esta amostra pertence a espécie
Corynebacterium afermentans, sendo esta a espécie que demonstra maior homologia e
proximidade filogenética com a amostra (Figura 26 nos Apéndices).

Conclui-se portanto que a amostra pertence quase de certeza ao género Corynebacterium, e
muito provavelmente a espécie Corynebacterium afermentans, mas a ma qualidade da
sequéncia e baixas taxas de homologia impedem a confirmac¢do inequivoca da identificagao,

tendo-se optado pela identificagdo apenas até ao género.
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A sequéncia depositada na base de dados EMBL com maior homologia a amostra
corresponde a uma bactéria recolhida da pele humana (Grice et al, 2009), tendo sido
detectadas bactérias do género Corynebacterium na pele humana e pé interior de edificios
(Taubel et al, 2009) e sendo este género considerado como omnipresente no ambiente
(CCUG). Assim considera-se que a amostra em analise devera ter origem na flora bacteriana
dos ocupantes do HJA, e se efectivamente for Corynebacterium afermentans, é uma bactéria
geralmente detectada em amostras clinicas humanas, especialmente no sangue, mas sem
relatos de patogenicidade (CCUG), pelo que n3do é preocupante encontrad-la nesta
concentragao tado baixa no ar interior do HJA.

A amostra 35-10 foi identificada definitivamente como Lactococcus lactis lactis e representa
uma OTU que inclui apenas esta bactéria detectada no ar do bar do pessoal do HJA.

A identificacdo da amostra como Lactococcus lactis lactis foi inequivoca segundo as 4 bases
de dados consultadas, existindo homologia perfeita da amostra exclusivamente com
sequéncias desta subespécie no GenBank, e quase perfeita com estirpes tipo desta subespécie
na BIBI, sendo a diferenca de apenas 1 base nas 740 bases da sequéncia da amostra.

Sequéncias com homologia de 99,9% com a amostra na base de dados EMBL foram obtidas
de bactérias presentes na pele humana (Grice et al, 2009), no pd do chdo da casa de humanos
(Rintala et al, 2008; Taubel et al, 2009) e no sistema gastrointestinal humano (Eckburg et al,
2005; Ley et al, 2006). Lactococcus lactis lactis é conhecida por estar presente nos produtos
lacteos, ndo sendo geralmente detectada em amostras clinicas e solo (CCUG).

Uma vez que esta bactéria foi detectada apenas no bar do pessoal, onde é frequente a
manipulacdo de produtos lacteos associados a alimentacdo humana, a bactéria devera ter tido
origem ambiental, ndo sendo possivel excluir a hipdtese de ter tido origem na flora bacteriana
dos ocupantes do HJA por ja ter sido detectada associada ao corpo humano.

A amostra 14-18 foi identificada definitivamente como Staphylococcus hominis hominis e
representa uma OTU que inclui apenas esta bactéria detectada no ar do terraco exterior do
piso 3 do HJA.

A sequenciagao desta amostra correu mal, sendo seleccionada para identificagdo uma sec¢ao
curta da sequéncia, com apenas 492 bases, cujas bases ambiguas segundo a leitura automatica
do electroferograma foram corrigidas por comparagao com a sequéncia com maior homologia
no GenBank, nomeadamente a de S. hominis hominis.

A sequéncia corrigida foi utilizada para identificacdo da amostra nas vdrias bases de dados,
tendo todas originado uma identificagao inequivoca como S. hominis hominis, com homologia
a 100% com sequéncias desta subespécie nas bases de dados GenBank e BIBI, enquanto a RDP

e EMBL limitavam-se apenas a confirmar a pertenca a este género bacteriano.
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Bactérias com homologia perfeita a amostra foram detectadas na pele humana (Grice et al,
2009; Taubel et al, 2009), no pé do chio e do colchdo da cama de humanos (Tdubel et al,
2009) e no ar da cabine de aviGes comerciais (Osman et al, 2008). Staphylococcus hominis
hominis é conhecida por colonizar a pele humana e estar associada a uma variedade de
infeccGes humanas (CCUG).

Conclui-se portanto que apesar de esta bactéria ter sido detectada apenas no ar exterior do
HJA, devera ter tido origem nos ocupantes do edificio por ser uma bactéria intimamente ligada
ao ser humano. E compreensivel encontra-la no terraco exterior do piso 3 do HJA tendo em
conta a proximidade espacial e conectividade do ar através das janelas abertas com um dos
locais interiores com maior concentragao bacteriana no ar, o corredor do piso 3.

A amostra 14-15 foi identificada definitivamente como Gordonia alkanivorans e representa
uma OTU que inclui apenas esta bactéria detectada no terraco exterior do piso 3 do HJA.

A identificacdo desta amostra como G. alkanivorans foi congruente nas 4 bases de dados
utilizadas, existindo homologia quase perfeita da amostra apenas com sequéncias de G.
alkanivorans e G. nitida, sendo a diferenca de apenas 1 base nas 834 bases da sequéncia da
amostra. E de referir que G. alkanivorans (Kummer et al, 1999) foi descrita um ano antes de G.
nitida (Yoon et al, 2000), tendo uma analise filogenética posterior (Arenskotter et al, 2005)
determinado que G. nitida é na realidade uma sinonimia posterior de G. alkanivorans,
devendo portanto prevalecer a identificacdo original da espécie.

Tanto a G. alkanivorans como G. nitida foram descritas como bactérias encontradas no
ambiente em solo contaminado e 4gua residual industrial respectivamente (Arenskotter et al,
2005), tendo a bactéria com maior homologia a amostra na base de dados EMBL tido origem
na espuma de aguas residuais (Shen et al, 2007).

Conclui-se assim que a bactéria da amostra 14-15 teve seguramente origem na flora
bacteriana ambiental no exterior do HJA, por ser essa a origem habitual desta espécie, o que é
também comprovado pelo facto de ter sido detectada exclusivamente no ar exterior do HJA.

A amostra 23-14 foi identificada definitivamente como Planococcus sp. e representa uma
OTU que inclui apenas esta bactéria detectada no exterior do HJA.

A sequéncia obtida para esta amostra foi de baixa qualidade, com 11 bases ambiguas ao
longo de 561 bases, sendo mesmo assim utilizada na identificagdo da amostra.

A base de dados BIBI ndo foi capaz de fornecer uma identificagdo automatica da amostra,
sendo contudo considerada a inclusdo da amostra no género Planococcus pela homologia
maxima com Planococcus rifitiensis, apesar desta ser apenas 95,7%, e pela proximidade com
este género na arvore filogenética (Figura 17 nos Apéndices). No entanto, ha mesma arvore

filogenética também se pode verificar uma proximidade semelhando ao género
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Planomicrobium, sendo esta a identificacdo da amostra fornecida pela base de dados RDP, mas
com uma probabilidade de apenas 43%. No GenBank, a homologia mdxima da amostra
ocorreu com 1 sequéncia de Planococcus sp. e com 1 de Planomicrobium sp., pelo que
exclusivamente por esta base de dados seria identificada a amostra apenas como pertencente
a familia Planococcaceae, sendo impossivel distinguir a qual dos dois géneros pertence a
amostra. E na base de dados EMBL que finalmente é confirmada a inclusdo da amostra no
género Planococcus, por ocorrer homologia com sequéncias deste género a 96,9%, o que é um
valor muito préximo do limite de 97% considerado por Drancourt et al (2000) para a inclusdo
no mesmo género.

Conclui-se portanto que seguramente a amostra pertence a familia Planococcaceae, sendo
quase certa a inclusdo no género Planococcus por ser o Unico a apresentar uma homologia a
amostra a um nivel proximo do limite de identificacdo segura, sendo também deste género a
estirpe tipo que mostrou maior homologia na base de dados BIBI.

Entre as sequéncias com maior homologia a amostra na base de dados EMBL consta
bactérias recolhidas num lago miniatura numa arvore em ambiente desértico (Qvit-Raz et al,
2008), tendo a estirpe tipo com maior homologia na base de dados BIBI sido amostrada em
agua sulfurosa com algas.

Esta bactéria é reconhecidamente parte da flora bacteriana ambiental, sendo geralmente
associada a ambiente aqudtico, ndo sendo estranho o facto de ter sido detectada
exclusivamente no ar exterior do HJA. Contudo, este género bacteriano ja foi detectado no pé
interior de edificios ocupados pelo ser humano, pelo que poderd eventualmente vir a ser

encontrado no interior do HJA.
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6 — CONCLUSOES

A biodiversidade bacteriana aerosolizada no ar interior do Hospital Dr. Jodo de Almada
consiste na sua grande maioria em cocos gram positivos, principalmente do género
Staphylococcus, sendo as espécies mais frequentes S. cohnii urealyticus, S. haemolyticus, S.
capitis ou S. caprae e Micrococcus luteus. A biodiversidade bacteriana existente no ar interior
do HJA é semelhante a registada noutros hospitais e outros tipos de edificios com ocupacao
humana como apartamentos, restaurantes e centros comerciais.

Entre as espécies bacterianas detectadas no HJA ndo foi encontrada nenhuma associada a
infeccGes nosocomiais registadas nesse mesmo ano pelo Servico Regional de Saude, mas as
Staphylococcus coagulase negativas sdo geralmente associadas a este tipo de infeccdo
(Brachman e Abrutyn, 2009), nas quais se incluem S. haemolyticus, que é frequentemente
patogénica, e as patogénicas oportunistas S. cohnii e S. capitis ou S. caprae, sendo estas as
espécies que apresentam maiores riscos para os ocupantes do HJA e a ter em maior
consideracdo em monitorizacdes futuras.

A maioria das bactérias detectadas pertence a flora comensal humana, estando
frequentemente presente na pele, enquanto uma minoria de bactérias sdo saprofitas de
origem ambiental. Assim, os ocupantes do HJA constituem o principal foco de contaminacdo
do ar interior por bactérias, sendo o ambiente exterior um foco de menor importancia mas
compreensivel pela ventilagao natural utilizada no edificio.

A biodiversidade bacteriana aerosolizada no ar interior do HJA foi caracterizada de uma
forma ndo exaustiva, tendo sido identificada 8% a 16% de toda a diversidade bacteriana
provavelmente existente segundo estimadores de biodiversidade com base nos dados de RFLP.
No entanto, foi realizada a identificacdo das bactérias mais prevalentes e de algumas menos
frequentes pela adequacdo da metodologia de trabalho para a identificagio da maior
diversidade possivel.

A analise integrada de todos os resultados relativos a QAI permite concluir que o HIJA
apresenta uma qualidade do ar interior conforme a legislagdo nacional na maioria dos locais.
Os desvios dos valores de referéncia constantes na legislagdao foram detectados em 12 das 72
(17%) amostragens de microorganismos aerosolizados e em 8 dos 15 (53%) locais amostrados,
reportando-se unicamente a concentragao de bactérias e de fungos no ar acima do maximo de
referéncia de 500 UFC/m?, enquanto a temperatura, humidade relativa do ar e concentragdo
de CO, e NO, estavam em niveis apropriados. Os casos de desvios aos valores de referéncia

indicam ma QAI e poderdo ter consequéncias negativas nos ocupantes do HJA, nomeadamente
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provocar febres, dores de cabeca, fadiga, dores musculares, efeitos irritantes nos olhos, nariz,
garganta e pele (ADENE, 2008). O HJA apresentou concentragdes médias de bactérias e fungos
no ar interior superiores as registadas na maioria dos outros hospitais considerados para
efeitos comparativos, indicando uma comparativamente pior QAl em termos microbioldgicos.

As mais elevadas concentracdes bacterianas foram detectadas nos corredores e salas
enguanto as menores foram registadas nos quartos, o que atendendo ao perfil de ocupacao
humana por tipo de local evidencia que este devera ser o factor condicionante da QAI,
acontecendo o mesmo noutros hospitais. Esta associacdo foi comprovada pela correlagdo
positiva significativa entre a concentracdo de bactérias no ar e o nimero de pessoas no local,
grau de movimentacdo de pessoas no local e concentragdo de CO,, o qual é libertado pela
respiracdo humana, bem como pelo facto da maioria das bactérias detectadas ser comensal de
humanos.

As concentragoes de fungos ndo exibiram um padrao claro e reconhecivel como associado ao
tipo de utilizacdo de cada tipo de local, havendo uma potencial relacdo com a ocupacdo
humana e utilizagdo de dgua no local. A fonte mais provavel dos fungos devera ser o ambiente
exterior que apresentou sempre maior concentracao fungica em dias comuns e marcadamente
superior em dias com eventos de bruma.

Todos os excessos de fungos no ar interior foram relacionados com eventos de bruma no
exterior, a qual contaminou o ar interior do HJA com fungos, enquanto os excessos de
bactérias no ar interior foram relacionados com a forte presenca e actividade humana nesses
locais em conjugacdo com factores adjuvantes para uma reduzida QAI, como a fraca
ventilacdo, a presenca de carros de transporte de material de limpeza com roupa suja e
residuos, manipulacdo de residuos, a mudanca de roupa de cama e a limpeza do quarto ainda
por realizar.

A maior similaridade na composicdo bacteriana aerosolizada entre divisées com o mesmo
tipo de utilizacdo do que entre divises proximas espacialmente no HJA permite concluir que
nao existe um padrdo de dispersdo de bactérias no edificio do HJA nem focos localizados de
contaminagdo bacteriana do ar para além da presenga humana ou eventos pontuais ja
mencionados, sendo o tipo de uso dado a cada local, e consequentemente o perfil de
ocupacdao humana, o factor determinante da composicao da flora bacteriana presente no ar
em cada local. A baixa partilha de bactérias com o mesmo perfil de RFLP entre locais indica a
existéncia de uma baixa contaminag¢do cruzada, ndo obstante serem necessarios mais dados
para chegar a uma conclusao fidedigna.

O ar interior do HJA apresenta uma maior concentracao bacteriana e uma menor

concentragdo fungica comparativamente ao ar exterior, tal como acontece noutros hospitais e
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tipos de edificios, mas no caso do HJA a proporcdo de bactérias no ar interior
comparativamente ao exterior é superior evidenciando uma pior QAI. A maior concentragdo
de bactérias no ar interior indica que os focos de origem de bactérias deverdo estar localizados
no interior do edificio, enquanto o oposto ocorre relativamente aos fungos.

Existe uma baixa partilha de bactérias entre o ar interior e exterior, a qual ocorre
maioritariamente nos taxa mais prevalentes no interior, o que podera ser resultado da
ventilagdo natural do HJA levar bactérias do interior para o exterior. As diferencas entre as
comunidades bacterianas detectadas em cada ambiente deverdo estar relacionadas com a
forte ocupagdo humana do espago interior em comparagdo com o exterior. As poucas
bactérias de origem ambiental detectadas no ar interior do HJA deverdo ter tido origem no
exterior e entrado devido utilizacdo de ventilacdo natural. A baixa partilha de bactérias entre
os ambientes interior e exterior, aliada a grande diferenca na concentracdo de
microorganismos no ar indicia uma relativamente baixa ventilagdo do HJA, uma vez que a
ventilagdo ndo é filtrada.

O ar exterior apresenta uma boa qualidade e poderd ser utilizado para a ventilacdo natural
do interior do HJA por apresentar concentracbes de microorganismos no ar abaixo dos
maximos de referéncia. A excepcdo a esta regra ocorre durante eventos de bruma, também
conhecidos como “tempo de leste”, durante os quais existem muitos fungos no ar, os quais
contaminaram o interior do HJA de forma gradual e originaram as Unicas medicdes de fungos
no ar interior em excesso do maximo de referéncia. As brumas ja tinham sido descritas
anteriormente como transportadoras de grande quantidade de particulas, fungos e bactérias
em suspensdo, causando efeitos indesejaveis nos seres humanos (Polymenakou et al, 2008;

Shinn et al, 2003).

Medidas correctivas propostas

Para fazer face aos problemas relacionados com a QAIl detectados no HJA, prop6em-se como
medidas correctivas uma maior ventilagdo dos locais onde foram registadas as maiores
concentragdes médias de bactérias no ar, o corredor do piso 3 e sala de estar modificada para
quarto do piso 2, e no caso desta medida ser ainda insuficiente, devera haver uma menor
ocupacao humana destes locais. A ventilagdo do HJA poderd ser realizada de forma natural
como o tem sido até agora, com ar proveniente do exterior a entrar directamente pelas
janelas, uma vez que este ar tem boa qualidade e desde que nao esteja a decorrer um evento
de bruma ou existam fontes anormais de microorganismos nas proximidades.

Em todo o HJA deverd ser realizada ventilacdo dos locais em que exista uma grande

aglomeracdo ou actividade humana, devera ser reduzido o tempo de permanéncia dos carros
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de transporte de material de limpeza nas areas publicas ao minimo indispensavel, deverdo ser
tidos cuidados na manipulacdo de residuos para evitar aerossolizacdo de microorganismos e
por fim, durante a mudanca da roupa de cama deverdao aumentar a ventilacdo ou evitar a
permanéncia de pacientes no local.

Relativamente as espécies patogénicas frequentes e oportunistas, S. haemolyticus, S. cohnii e
S. capitis ou S. caprae, por apresentarem maiores riscos para os ocupantes do HJA do que as
restantes bactérias identificadas no ar interior, especialmente para os pacientes devido a sua
menor defesa imunitdria, deverdo ser tidas em consideracdo como a provavel origem

infecciosa de doengas em pacientes, devendo ser monitorizadas futuramente.

Consideragoes acerca das técnicas moleculares aplicadas neste trabalho

A metodologia adoptada na prepara¢do do DNA para utilizacdo em PCR revelou-se suficiente
para a amplificagdo do gene 16S rRNA em 66% dos casos e praticamente todas as
amplificacGes obtidas correram bem logo a primeira tentativa. Isto revela que a metodologia
de preparacdo nao é totalmente eficaz e poderad ser restrita a determinado grupo de bactérias,
o que poderd ter enviesado os dados obtidos. A suspeita recaiu sobre a composicdo da parede
celular bacteriana, tendo as bactérias gram positivas teoricamente maior resisténcia ao
método por terem uma parede mais espessa, mas a percentagem de bactérias gram positivas
e negativas cuja amplificacao foi obtida foi semelhante.

A técnica de RFLP utilizada com recurso a 2 enzimas de restrigdo permitiu um elevado grau
de diferencia¢do das bactérias, sendo inclusive detectadas linhagens geneticamente diferentes
da mesma subespécie e espécie, nas quais apenas 1 dos padrdes era distinto. A dissimilaridade
entre estas sequéncias variou entre 0 e 1 bases diferentes em cerca de 600 bases
sequenciadas do total de cerca de 1500pb do gene 16S rRNA.

A grande resolucdo da técnica de RFLP utilizada revela-se demasiado sensivel para a
descricdo de biodiversidade quando se pretende apenas saber as espécies existentes, mas
revela-se util quando se pretende analisar a disseminagao de bactérias entre locais. A técnica
utilizada permitiu também agrupar bactérias por similaridade genética, sendo sequenciada
apenas uma amostra por grupo, permitindo uma poupan¢a de custos relacionados com
sequenciagoes.

A sequenciagdo parcial do gene 16S rRNA revelou-se suficiente para a identificacdo
inequivoca da maioria das bactérias, revelando uma poupancga de custos comparativamente a
sequencia¢do total do gene, sendo esta Ultima indicada apenas nos casos cuja diferenciagao

entre taxa ndo seja possivel apenas com a sequéncia parcial.
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A globalidade da metodologia utilizada neste trabalho permitiu um elevado grau de precisao
na identificacdo bacteriana, permitindo identificacdes fidedignas até a subespécie e inclusive
linhagens distintas dentro da mesma espécie e subespécie. As dificuldades na identificacao
cabal das amostras tiveram origem em factores como a md qualidade da sequéncia obtida,
falta de diferenciacdo genética na sequéncia do gene 16S rRNA entre taxa muito préximos
filogeneticamente, ou falta de espécies descritas que fossem filogeneticamente préximas da
amostra para permitir identificacdo. Estes problemas poderiam ser resolvidos,
respectivamente, pela repeticdo da sequenciacdo da amostra, pela sequenciacdo do resto do
gene 16S rRNA ou outros genes, e pela descricdo de novas espécies. Independentemente
destas vicissitudes, a sequenciacdo permite uma identificacdo bacteriana com uma precisdo
incomparavel, desde que a sequéncia seja de boa qualidade e as bases de dados utilizadas
tenham dados fidedignos e abrangentes o suficiente.

Entre as bases de dados utilizadas neste trabalho, a BIBI foi a mais indicada para a
identificacdo bacteriana fidvel e com maior precisdo, servindo a RDP, GenBank e EMBL de
suporte complementar na identificacdo atribuida as amostras. Na identificacdo dos locais de
existéncia de bactérias com sequéncias homdlogas as amostras, a base de dados EMBL é
deveras indicada por apresentar as informacdes associadas a cada sequéncia de forma
imediata e simplificada comparativamente as outras bases de dados.

Este trabalho permitiu descrever a diversidade bacteriana presente no ar interior do HIA,
identificando as bactérias mais frequentes no ar, sendo muitas delas ja conhecidas noutros
hospitais e edificios, e também identificou espécies mais raras e inesperadas, cuja presenca
geralmente passa despercebida quando se utilizam métodos tradicionais e ndo dirigidos a
deteccdo dessas espécies. A identificacdo de bactérias no ar poderia ter sido mais exaustiva
mas os elevados custos das técnicas moleculares associados a um orgamento limitado,
levaram a contencdo de meios para atingir os objectivos, como por exemplo a ndo utilizacdo
de kits de extraccdo de DNA bacteriano e utilizagcdo de técnica de RFLP para diminuir o nimero
de amostras a serem sequenciadas.

Por fim, para além do elevado grau de precisdo disponibilizado pelas técnicas utilizadas, é de
grande relevo o modernismo deste tipo de estudo, com algumas das espécies bacterianas a s
recentemente terem sido descritas, e pelo facto de outras fontes de colheita de bactérias
iguais terem sido conhecidas maioritariamente pela existéncia de trabalhos semelhantes muito

recentes e publicados em revistas de elevado prestigio internacional.
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Deveria ser implementada uma politica de rastreios permanentes da QAl em ambiente
hospitalar para salvaguarda da saude publica, especialmente dos pacientes por muitos deles
apresentarem um sistema imunitario debilitado ou serem sujeitos a intervengdes invasivas que
permitem uma contaminacao facilitada do corpo humano pelos microorganismos presentes no
ar, levando ao incremento da frequéncia de infeccdes nosocomiais.

Em Portugal deveria ser implementada legislagdo especifica para ambiente hospitalar, a par
da que jad existe noutros paises, uma vez que a actual é genérica para edificios e a
concentracdo maxima de referéncia para microorganismos no ar é demasiado permissiva para
determinados locais no interior de hospitais, especialmente para as salas de cirurgia e locais de
internamento de pacientes com sistema imunitario debilitado.

A obrigatoriedade de identificacdo das bactérias presentes no ar também deveria ser
implementada na legislagcdo nacional, pois os riscos para a saude humana sdo muito varidveis
consoante as espécies em questdo e a legislacdo actual considera todas as bactérias com o
mesmo risco ao limitar unicamente a concentracdo de bactérias totais presentes no ar. A
guantificacdo selectiva de espécies patogénicas com recurso a meios de cultura selectivos ou
técnicas moleculares dirigidas a essas espécies poderiam ser uma alternativa mais simples e
menos dispendiosa a identificacdo de todas as bactérias presentes no ar.

Outra area com importancia clinica e de saude publica que deveria ser estudada
futuramente em Portugal é a da resisténcia bacteriana a antibidticos no ambiente hospitalar.
Existem evidéncias do aumento deste fendmeno a nivel mundial, devendo ser estudado para
permitir uma adequacdo da terapéutica antimicrobiana prescrita.

A utilizacdo de técnicas moleculares na identificacdo bacteriana revela muitas vantagens,
especialmente a elevada precisdo, devendo substituir cada vez mais as técnicas tradicionais no
futuro préximo. Estudos recentes tém utilizado técnicas moleculares na identificacdo e
comparac¢do de comunidades de bactérias de varios ambientes e a tendéncia futura é que
estes tipos de estudos alarguem os horizontes para outros ambientes que tradicionalmente
nao sdo amostrados, como animais domésticos, utensilios alimentares e superficies, entre
inimeras possibilidades.

As técnicas moleculares terdo também cada vez mais importancia na classificacdo
taxondmica de bactérias, havendo ainda espécies novas por descrever mas cuja existéncia ja
foi detectada pela existéncia de sequéncias de DNA distintas das de espécies conhecidas, e nos

estudos filogenéticos, permitindo inferir com elevado rigor a relagao entre os taxa. Varios
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grupos bacterianos ja descritos deveriam ser reavaliados com estas novas técnicas para
permitir a correccao das classificacdes taxondmicas mal aplicadas.

As técnicas moleculares aplicadas na deteccao de bactérias serdao cada vez mais utilizadas
por ndo serem tao limitadas como as técnicas tradicionais, possibilitando por exemplo uma
rapida deteccdo de contaminacdao ambiental, o rastreio de estirpes ou linhagens Unicas para
pesquisa epidemioldgica de rotas de contaminacao, rdpida e precisa identificacdo de amostras
clinicas permitindo uma célere aplicacdo de terapéutica adequada a espécie em questdo e
respectiva resisténcia a antibidticos, e a deteccdo e identificacdo de bactérias de cultivo dificil

ou impossivel.
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Regido Autonoma da Madeira
Servico de Satde da Regidao Auténoma da Madeira, E.P.E.

Exma. Senhora

Dr.® Irene Gomes Camara Camacho
Departamento Biologia
Universidade da Madeira

Campus da Penteada

9000-390 Funchal

Servico de Saude da RAM, EP.E
Sua Reieréneia Sua Comunicagao Nussa Referéncia e SATSA iR
‘ $.0910022 / 5 2009/08/10

ASSUNTO: TRABALHOS DE TESES DE MESTRADO “DETECCAO DE BIOAERROSSOiS EM
AMBIENTE HOSPITALAR”

Em resposta ao solicitado no V/ oficio, datado de 2009.06.04,
relativamente ao assunto mencionado em epigrafe, informo V. Exa.. que o
mesmo foi autorizado, por despacho do Conselho de Administracao, de

2009.07.27.
Com os melhores cumprimentos,

9/Prcsidente do €onselho de Administracao

/

-

(Anténio“Almada Cardoso)

Avenida Luis de Camdes 57 — 9004-514 Funchal - ®291 700 - Fax 291 709600 - e- mail : cadmin@ srs.pt

Figura 1 - Autorizagdo do Conselho de Administragdo da SESARAM para a realizagdo dos trabalhos da tese
de mestrado.
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— |
—— @ departamentodebiologia

.

UNIVERSIDADE da MADEIRA

Para: Exmo. Presidente do Conselho de
Administracdo

Dr. Antdnio Almada Cardoso

Servigco de Saude da R.A.M., E.P.E.

Avenida Luis de Camoes, n2 57-904-514
Funchal

Funchal, 04 de Junho de 2009.

Assunto: Tema de Tese de Mestrado

Caro Dr.,

No dmbito do projecto “DETECCAO DE BIOAERROSSOIS EM AMBIENTE HOSPITALAR” a decorrer
neste momento no Hospital Dr. Jodo de Almada, sob a orientacido da colega Irene Camara
Camachao, venho por este meio solicitar autorizacdo para o desenvolvimento de um tema de tese
do Mestrado em Biodiversidade e Conservacdo da Universidade da Madeira. O tema intitula-se:

“Deteccdo de bactérias no _ar ambiente hospitalar com recurso a técnicas moleculares”. Esse

trabalho sera uma continuacdo e um complemento do actual projecto, uma vez que para além da
caracterizacdo bioquimica dos hioaerrosséis presentes no ar ambiente, far-se-a uma identificacdo
molecular das estirpes bacterianas ai presentes, nomeadamente as implicadas nas infeccdes
nosocomiais. O tema sera desenvolvido pelo mestrando Roberto Camacho, cujo CV esta anexado a

esta proposta.
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Tal como foi reiterado pela colega Irene, uma das nossas fungdes enguanto docentes € orientar
trabalthos de estdgio e prestar formag2o avangada, desde que se traduzam em temas de superior
interesse para a Universidade da Madeira e para a comunidade onde ela se insere.

Os objectives da proposta seguem em anexo, bem como a respectiva calendarizagdo. A
semelhanga do projecto “DETECCAO DE SICAERROSSOIS EM AMBIENTE HOSPITALAR” a decorrer
de momente, nio haverd quaisquer encargos para o hospital Dr. Jogo de Almada.

Sublinho a utilidade e a aplicabilidade deste tipo de estudos no que concerne o conhecimanto
da qualidade do ar interior hespitalar, e em Gitima anélise no controle das infecgdes nosccomials,
SEmMpre NUMa perspectiva preventiva.

Deixo 3 vossa considerac3o esta proposia, podendo contar 02 nossa parte com o maximo de
discricdo, Know-how e cooperagas no desenvolvimeanto destes trabalhos, que no fundo SE0 Uteis e

pertinentas para todos nds.

Agradeco a atengio dispensada,

Com os melhores cumprimentos,

VI (—

Mahnaz Khadem
Professor Auxiliar do Departamento de Biologia
Universidade da Madeira
Campus da Penteada, 9000-390 Funchal

Figura 2 — Oficio da UMa a solicitar a autorizagdo ao Conselho de Administracdo da SESARAM para a
realizagdo dos trabalhos da tese de mestrado. (Oficio de 2009.06.04 mencionado no documento anterior).
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Figura 3 — Grafico de acumulagdo de OTU por esforgo de amostragem, com estimadores de diversidade
biolégica. Sdo graficados o niumero de OTU de bactérias no ar interior do HJA pelo nimero de locais
amostrados, com estimativas do niumero de OTU presentes. Sobs — dados observados neste trabalho;
Chaol - Estimador de Chao baseado no nimero de espécies raras; Chao2 - Estimador de Chao baseado
nos dados de presenca/auséncia; Jacknife 1 — Estimador de Jacknife baseado em OTU que apenas
aparecem em 1 amostra.
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Figura 4 — Padrdes de RFLP para digestdo enzimatica do gene 165 rRNA com enzima de restricdo Haelll. O padrdo “A” corresponde ao corte

de Staphylococcus cohnii urealyticus.
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0.00

— Staphylococcus_saprophyticus_subsp._saprophyticus~v-~T~APO0R934=VMd2 l

i

Staphvlococcus saprophyticus subsp. bowvis~v-T-AB233327
Staphvlococcus saprophyticus subsp._saprophyticus~v~T~APM08934=VhId4

Staphvlococcus saprophyticus subsp._saprophyticus—v-T-AP008934=VhId5

Staphvlococcus saprophyticus-v-T-D23371
Staphylococcus_saprephyticus_subsp._saprophyticns~v-T-AP008934=VhId3
Staphylococcus_saprophyhicus_subsp._saprophyticns~v-T~AP008934=Vhid1
Staphylococcus saprophyhieus subsp._saprophytiens~—v-T-APM08%34=VMId6
Streptomyces_brasiliensis~v~T~AB184106
Staphylococcns xylesus~v-T-DB3374
Staphylococcus sucemus subsp._succinus~v~T-AF004220
I—S taphylococcus_equorum_subsp._lmens~v~T~AF527483
Staphylococcus_equorume-v-T--ABO09935

Staphylococens_gallinarum-~v~T-D83366

Staphylococeus_arlettae~v-T-AB009933

Staphylococcus cohni subsp._cobmit~v-T-DE3361

Staphylococcus_cohno-v-T-AB009936

=

36

Staphylococcus_cohnn subsp._urealytieus~?-T-AB233328

Staphvlococcus_nepalensis-v~T~AJ517414

—>Staphylococens hasmolyticus~v~C~APO06716=Vhd2

Staphylococcus baemolyticus~v-C~APO06716=VMd4
Staphylococcus_haemolyticus~v-T-D83367

Staphylococcus_haemolyticus~v~C~AP006716=VMdl

—Staphylococcns_haemolytious~v~C~APQO0S716=VMd5

Staphvlococcus_haemolyticus~v~C~APD0GTI6=V0Id3

Staphylococcus_croceolyticus~"~T~AT953148

Staphylococcus_lugdunensis~v-T-~ABQ09941

Staphvlococcus kloosii-v~T-~-ABO02940

Staphylococcus_aunculans~v~T-DE3338

Staphylococcus_psendolugdunensis~7-T-EF053370

Figura 6 — Arvore filogenética gerada pela base de dados BIBI, com amostra da placa nimero 9, coldnia
nimero 65 (designada como 536 na figura) e estirpes tipo de espécies de bactérias proximas. Espécies
identificadas com indicagdo de: nome viélido (v), nome ainda ndo presente na base de dados
nomenclatural (?), estirpe tipo (T), espécie com genoma completamente sequenciado (C), e nimero de
acesso no GenBank.
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— Staphylococcus_haemolyticus-v-C~APO0GT16=VMd3
—Staphylococcus_haemelyticus-v~C~APO06T16=VMdS
—Staphvlococous_haemolyticus-v~C~APO06T16=VMd2
Staphylococcus_haemolyticus—v-T~AY 688060
Staphylococcus_haemolyticus~v—~C~AP0O06716=Vid4

Staphylococcus_haemolyticus~v-T~DB3367

Staphylococcus_haemolyticus—v—-C~-APO06716=Vhid1

537

Staphylococcns_homimis~v~T~Z26903

Staphylococens_homims_subsp._hominis~v~T~AV688063
Staphylecoceus_honuimis-v-T~X66101
Staphylococens_hominis_subsp._novobiosepticus~v-T~AB233326
Staphyloceccus_homimis subsp._novobiosepticus-v~T-AY 688065
Staphylococcus_xylosus~v~T~Z26900

Staphylococcus_saprophyticus_subsp._saprophyticus-v~T~AP008934="Md3

— Staphvlocecens_saprophyticus_subsp._saprophyticus~v~T~APD08934=VMId1

——]

— Staphylococcus_saprophyticus_subsp._saprophyticus~v-T~AP003834=VMd4
Staphylococeus_saprophyticus_subsp._saprophyticus~v-T~AP008934=VMId3
Staphylococeus_saprophyticus~v~T~DE3371

—>5taphylecoccus_saprophyticus_subsp._saprophyticus-v~T~AP008934=Vhd2

Staphylococcus_saprophyticus_subsp._bovis~v~T-~-AB233327

Staphylococcus_croceolyticns~7-T~AY953148

I Staphylococcus_Ingdunensis~v-T-AB00%941

I Staphylococcns_Iugdunensis~v-~T~Z26899
Staphylococcus_epidermidis~v~C~CPO00029=VMd§
Staphylococcus_epidermidis~v~C~AE015920=Vhd3
Staphylococens_epidermidis~v~T~Z26894
Staphylococens_epidermidis~v~C~CPO00029=VMd3
Staphylecoceus_epidermidis~v~C~CPO00029=VMd2

Staphylecocens_epidermidis~v~C~AEQ13929=VMd4

Staphylococens_epidermidis~v~T~DE3363

Staphylecoccus_epidermidis~v~C~AEQ15929=Vhid1

Staphylococens_epidermidis-v-C~CP000029=VMd4

Staphylococens_haemelyticus~v~T~Z26896

Staphylecoccus_muscae-v-~T-583566

Figura 7 — Arvore filogenética gerada pela base de dados BIBI, com amostra da placa nimero 21, coldénia
nimero 53 (designada como 537 na figura) e estirpes tipo de espécies de bactérias préoximas. Espécies
identificadas com indicagdo de: nome valido (v), nome ainda ndo presente na base de dados

nomenclatural (?), estirpe tipo (T), espécie com genoma completamente sequenciado (C), e nimero de
acesso no GenBank.
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Staphylo

Staphylo

Staphylocec
Staphylo
Staphylo

Staphylo

cocens_epldermidis~v-T-Z26894
cocens_epldermidis~v~C~CPO00029=V]id2
Staphvlocecons_epidermidis~v~C~CPO00029="d4

|5?ap':|}'lc coccus_epidermidis-v-C~CP000029=VNMdE

Staphylecoccus_epidermidis~v~C~CP000029=Vhd3
cus_epidermdis~v~C~AE0N13929=Vd4
coccns_epidemuidis~v~T~DB3363
cocens_epldermidis~v~C~CPO00029=V]d3

cocens_epldermidis~v~C~AEQN] 5929=VMdl

Staphylococeus epidemmdis~v~C~CP000029=Vhd]1

338

identificadas com indicagdo de:

nome valido (v),

Staphylecoccus_capras-v~T~A V68036
Staphylecoccus_capras~v-T-~T12593
Staphylococcus_capitis~v-T~AB009937

Staphylococeus_caprae~v-~T~ABO0S935

Staphylococens_capitis~v~T~Z26940

Staphylococcus_aureus_subsp._aureus
Staphylococcus_aureus subsp._sureus
Staphylococcus_aureus_subsp._aureus
Staphylococcus_aureus subsp._aureus
Staphylococcus_aureus_subsp._aureus
Staphylococcus_aureus subsp._sureus
Staphylococcus_sureus subsp._sureus
Staphylococcus_aureus subsp._aureus
Staphylococcus_aureus_subsp._aureus
Staphylococcus_aureus subsp._aureus
Staphylococcus_sureus subsp._sureus
Staphylococcus_aureus subsp._aureus

Staphylococcus_sureus_subsp._sureus

Staphylococcus_caprae~v-T~Z26800

129

Staphylococcus_epidermidis-v~C~AEQ15928=VMd3

|S?ap':|}'lc coccns_epidermidis-—v~C~AEQN]5920=VMd2

Staphylococens_capitis_subsp._urealyticus~v-T~AY688040

—{Staphylococens_capitis_subsp._capitis~v~T~AT6B3038

11

—=>3taphylococcus_capitis_subsp._urealyticus~v-T~AB233325

~v~C~CP000703=Vhdl1

~v~C~CP000703=Vhd3

~v~C~CPO00736=VMdl

~v~C~CPO00703=Vhid2

~v~C~CP000703=Vhids

~v~C~CPO00730=Vhd2

~v~C~CP000730=Vhd5

~v~C~CPO00736=Vhd2

~v~C~CPO00736=Vhd3

~v~C~CPO00736=VhId6

~v~C~CP000703=Vhid4

~v~C~CPO00730=Vhd3

~v~C~CP000736=Vhid4

Figura 8 — Arvore filogenética gerada pela base de dados BIBI, com amostra da placa nimero 15, coldénia
nimero 51 (designada como 538 na figura) e estirpes tipo de espécies de bactérias préoximas. Espécies
nome ainda nd3o presente na base de dados
nomenclatural (?), estirpe tipo (T), espécie com genoma completamente sequenciado (C), e nimero de
acesso no GenBank.
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Staphylococcus_cohnu_subsp._cohmi~v~T~AT6E8043
Staphylococcus_cobnn_subsp._cohmi-v-T-DE3361
Staphylococeus_cohnil~v~T~ABO09936
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Staphylococcus_cohnii subsp._urealyticus~7-T-AY688047
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Staphylococcus_cohnii_subsp. urealyticus~7-T~AB233328
Staphylococcus_nepalensis~v~T-~AT623080
Staphylococcus_nepalensis~v~T~AJ517414
Staphylococcus_nepalensis-v~T-DQ394006
Staphylococcus_schleiferi~v-T~AB0O09945
_| Staphylococcus_schlerferi~v-T-Z26904
Staphylococcus_pseudintermedius~v-T-AJ 780976

Staphylococcus_intermedius~v~T~Z26897

Staphylococeus_imtermedius~v~T~DE3369
Staphylococcus_delphini-v-T--ABO09938

Staphylecoccus_hyicus~v~T~D83368

Staphylococens_chromogenss—v-T-DE3360

Staphylococcus_pseudolugdunensis~?~T~EF033370

Staphylecocens_aunculans~v-T-Z26289
Staphylococcus_auricularis-v~T~DE3358
Staphylococcus_auriculans-v~T~L37598
Staphylecocens_kloosti~v~T~AB009940
—E?aphylc-coc cus_kloosii~v~T~Z26898
Staphylococcus_camosus_subsp._camosus~v~C-AM2035250=VMd3
Staphylecoccus_gallinamum-v-T--DE3366
_li Staphylococcus_succinns_subsp._succimus~v~T~AF004220

Staphylococcus_saprophyticus_subsp._saprophyticus~v-T~APQ08934=VMd2

Staphylococcus_saprophyticus_subsp._bovis-v~T~AB233327
Staphylococcus_saprophyticus_subsp._saprophyticus~v-T~AP008934="Md4
Staphylococcus_saprophyticus_subsp._saprophyticus~v~T~AP008934="MId3
Staphylococeus_saprophyticus~v~T~DB3371
Staphylococcus_saprophyticus_subsp._saprophyticus~v-T~AP00B934=VNd3
Staphylococens_saprophyticus_subsp__saprophyticns~v-~T~AP008934=Vd1
Staphylococeus_saprophyticus subsp._saprophyticus~v-T-AP008934=VMd6
Streptomyces_brasiliensis~v~T~AB184106
Staphylococeus_xvlosus-v-T-DE3374

Staphylococcus_croceolyticus~7~T~AY953148

Staphylococcushaemelyticus~v-T-D83367

Staphylococcus_haemolyticus~v-C~APO0GET16=VMd1
Staphylococcus_haemolyticus-v~C~APD0ST16=VMd4
—>Staphylococcus_haemolyticus~v~C~APO06T16=VMd35
l——>Staphylococcus_haemolyticus-v-C~APO0GT16=VMd2

—Staphylococeus_haemelyticus-—v-~C~APO06T16=VMd3

—Staphylococcus_hominis~v~T~Z26903

taphylococens_homimis~v~T~X66101

Staphylococcus_xylosus~v~T~Z26900
_|—5taph:.-'lou: oceus_homimis_subsp._novobiosepticus~v~T~AB23332
|Staph§-".oc occus_lugdinensis~v~T~AB00G941
Staphylococcus_Ingdunensis~v-T-Z26899

— Staphylococens_muscae~v~T~583366

Staphylococcus_equorum_subsp._lmens~v~T-AF527483
—‘ Staphylococcus_equorum_subsp._equorim-v~-T~Z26895
Staphylococcus_equonum-~v-T-AB009939
Staphylococcus_caprae~v~T~Z16890
_ISlaphﬁ'lccoccus_arlertae--v«T--PLBE]U9933
Figura 9 — Arvore filogenética gerada pela base de dados BIBI, com amostra da placa nimero 3, coldnia
nimero 3 (designada como 539 na figura) e estirpes tipo de espécies de bactérias proximas. Espécies
identificadas com indicagdo de: nome vdlido (v), nome ainda ndo presente na base de dados

nomenclatural (?), estirpe tipo (T), espécie com genoma completamente sequenciado (C), e nimero de
acesso no GenBank.
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Staphylococens_epidermidis~v-T-DB3363
Staphylococeus_epidermidis~v~C~AEQ15929=VMdl

Staphylococens_eprdermidis~v~C~CP0O00029=V1d4

|S taphylococeus_epidermidis~v~C~CPO00029=V)1d6

Staphylococcus_epidermidis~v~C~AE015929=VMd3

Staphylococeus_eapits~v-T-ABO09937

|—>5taphylococens_caprae~v-T-AB009933

Staphylococcus_caprag~v~T~¥ 12503
|S taphylococous_pasteuri~v~I~AB009944
Bl Staphylococeus_pasteun~v~T~AF041361

Staphylococens_wamen-v-T~Z26903

541
Figura 10 — Arvore filogenética gerada pela base de dados BIBI, com amostra da placa nimero 37, coldnia
numero 32 (designada como 541 na figura) e estirpes tipo de espécies de bactérias préximas. Espécies
identificadas com indicagdo de: nome vdlido (v), nome ainda ndo presente na base de dados
nomenclatural (?), estirpe tipo (T), espécie com genoma completamente sequenciado (C), e nimero de

acesso no GenBank.
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Microceccus_lylae~v~T~-XB0750
_T Micrococcus_thailandicus~7~T~AB247644
Microcoecus_luteus~v-T-AM992194

342

Micrococcus_lutens~v~T~AF342073

Micrococcus_lutens~v-T~AJ536198

|r Micrococcus_indiens~7-T-AM138920

Micrococens_alkanovora~T-T-AY 702663

Micrococens_aguilus~?-T-EU005372

Micrococens_antarctiens~v~T~AJ003932

Micrococcus_flavus-v-T-DiQ491453

Micrococcus_xinjlangensis~7~-T-DQ923132

Micrococens_chenggongense~T~T~DQ660308

Arthrobacter_sp ~7~C~CP000454=V)1d1

Arthrobacter_sp ~7~C~CP000454=V11d2

Arthrobacter_sp ~T~C~CP000454=V)1d3

Arthrobacter_sp.~7-C~CPO00454=VMd4

Arthrobacter_sp.~T~C~CP000454=V)1d3
Arthrobacter_globiformis~v~T~AB0B9E4]

—' Arthrobacter_globiformis~v~T~X20736

Arthrobacter_sulfonivorans~v~T~AF233091
B Arthrobacter humicola~v~-T-AB279290
Arthrobacter_oryzas~-v-T-AB279880

Arthrobacter_pascens~v~T-X20740

Arthrobacter ramosus~v-T-X80742

Arthrobacter_sxydans~v~T~XB83408

Arthrobacter_polychromogenes~v~T~X80741

Arthrobacter_niigatensis~7~T~AB2483526

Arthrobacter_tumbae~v~T~AJ315069

Arthrebacter meotianae~v~T~-XE80739

Arthrobacter_soli~v~T~EF660748

Figura 11 — Arvore filogenética gerada pela base de dados BIBI, com amostra da placa nimero 3, coldnia
numero 45 (designada como 542 na figura) e estirpes tipo de espécies de bactérias préoximas. Espécies
identificadas com indicagdo de: nome vdlido (v), nome ainda ndo presente na base de dados
nomenclatural (?), estirpe tipo (T), espécie com genoma completamente sequenciado (C), e nimero de
acesso no GenBank.
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Bacillus_simplex~v-~T~AB363738

Bacillus_simplex~v~-T~AJ618743

Bacillus_simplex~v-T-AJ439078

Bacillus_muralis~v~T-~-AJ628748

Bacillus litorahs—v~T-AY 608603

Bacillus_granadensis-?~T~-DQ400692

Bacillus_aquimaris-v~T~AF483625

Bacillus_sechaeanensis~v~T~AT 667495

——EBacillus_coahwilensis-v-T-EF014451

~Bacillus_coahuilensis-v-T-EF014430

rBacillus_koreensis~v~T~AY 667406

Bacillus_sp.~7-T~-DQ288678
( Bacillus_flexus~v~T~AB0211835
Bacillus_flexus~v~T-AM992190

Bacillus_megaterium-~v~T~D16273

— Bacillus_firmus~v~T~D16268

Bacillus_sp.~7-T-~FI765237

Bacillus_fimus~v-T~AB271750

L Bacillus_firmus-v-T~X60616

|Bacl].lus_ci.rculaus--'.'--T--A‘:' 724690

IBncl].lus_ci.rculnus--:‘--T--AB2? 1747

Barillos siralis~v~-T~AF071836

Bacillns_ruris~v~T~AJ333639

Bacillus_galactosidilyticus-v~T~AT333638

Bacillus_infantis~v~T-AY904032

Bacillus_cibi~v~T~AY350276

Bacillus_macim-v-T-AB021194

Bacillus_pocheonensis~v-T-AB243377

Bacillus_chandigarhensis~?-T-DQ013307

Figura 12 — Arvore filogenética gerada pela base de dados BIBI, com amostra da placa nimero 29, coldnia
numero 45 (designada como 545 na figura) e estirpes tipo de espécies de bactérias préoximas. Espécies
identificadas com indicagdo de: nome vdlido (v), nome ainda ndo presente na base de dados
nomenclatural (?), estirpe tipo (T), espécie com genoma completamente sequenciado (C), e nimero de
acesso no GenBank.
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Micrococens_lylae~v~T~-XE80750

[ Microceccus_lhntens-v~T~AM992194
Micrococcus_thaillandicus~?-~T~AB247644

Micrecoccus_luteus~v~T~AF542073

Micrococcus_hiteus~v-T~AJ536192

346

Micrococens_indicus-7-T-AM158920

Micrococcus_alkanovora~?~T~AY 702663

Microceccus_agquilus~?~-T-EU005372

Micrococens_antarctiens~v-~T~AJ005932

Micrococcus_flavus—v-T-DQ491453

Micrococcus_xinjiangensis~T~T~DQ923132
Micrecoccus_chenggongense~?~T~DQ6560308

Arthrobacter_sp.~7~C~CP000454=VMd2
Arthrobacter_sp.~7~C~CP0O00454=VMd3
Arthrobacter_sp.~7~C~CP0O00454=Vhid4
Arthrobacter_sp.~7~C~CPO00454=VMd5

Arthrobacter_globiformis~v~T-ABOB9841

Arthrobacter_globiformis~v~T~X80736

Arthrobacter_sp.~7-C~CP000454=VMdl

Arthrobacter_sulfomvorans~v~T~AF233091
Arthrebacter humicola~v-T-AB279890

Arthrebacter_oryzae~v-T-AB279889

Arthrobacter pascens~v~T~380740

Arthrobacter_ramosus~v~T~X80742

—r:t'::ohacte:_ox:.-'dam»v--T--XSBiS )

Arthrobacter_polychromogenes~v~T~XB0741

— Arthrobacter_niigatensis~7~T~AB248316

Arthrobacter_tumbae~v-~T~AJ315069

Arthrobacter_soli~v~T~EF 660748

Arthrobacter_erystallopoietes-v~T~-X20738

Figura 13 — Arvore filogenética gerada pela base de dados BIBI, com amostra da placa nimero 31, coldnia
nimero 60 (designada como 546 na figura) e estirpes tipo de espécies de bactérias préximas. Espécies
identificadas com indicagdo de: nome vdlido (v), nome ainda ndo presente na base de dados
nomenclatural (?), estirpe tipo (T), espécie com genoma completamente sequenciado (C), e nimero de
acesso no GenBank.
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P;}'chmbacter_arc.'ic11<s~v--T--.~'x'h'—'l4'4S’_-'2L|
Psychrobacter_arctiens~v~T~CPO00082=Vhid1
Psychrobacter_arcticus~v~T~CPO0)082=Vhid2
Psychrobacter_arctieus~v~T~CPO00082=Vhid3

Psychrobacter_arctiens~v~T~CPO00082=VMd4

Psychrobacter_arcticus~v~T-AT444523

Psychrobacter_glacmeola~v~T~AJ312213
[ Psychrobacter_cibarms~v~T~AYT639871
Psychrobacter_ immobilis~v-T-AJ309942

Psychrobacter faecalis—v-T-AJ421328

Psychrobacter_celer~v~T~AT842250

Psychrobacter adeliensis~v~T~AJ3391035

Pyychrobacter_submarinus~v~T~AJ308940

Psychrobacter_marincola~v~T-AJ309041

Psychrobacter_salsus~v~T-~AJ339104

Psychrobacter_halophlns~?~T~AT339103

Psychrobacter_arenosus~v~T~AJ609273

Psychrobacter_sp ~?~C~CP000713=VMdl

Psychrobacter_sp.~7~C~CP000713=VMd2

Psychrobacter_sp.~?~C~CPO00713=Vhid3

Psychrobacter_sp.~?~C~CPO00713=Vhid4

Psychrobacter_sp.~?~C~CPO00713=Vhd3

Psychrobacter_sp.~7-T-FMM165580
|_[ Enhydrobacter_aerosaccus-v~T~AJ350855

347

|—I‘-Iera.\cella_os'.oen':is--? ~T~X74897

Moraxella_caviae-7-T-AF005187

[I-IoraxelLa _phiramimalnm-7-T-AMEE4564

Moraxella_sp ~?~-T-FM872292

—Moraxella_canis~v~T~AJ269311

Meraxella_lincolnii~v~T~AJ417490

Figura 14 — Arvore filogenética gerada pela base de dados BIBI, com amostra da placa nimero 9, coldnia
numero 40 (designada como 547 na figura) e estirpes tipo de espécies de bactérias proximas. Espécies
identificadas com indicagdo de: nome viélido (v), nome ainda n3do presente na base de dados
nomenclatural (?), estirpe tipo (T), espécie com genoma completamente sequenciado (C), e nimero de
acesso no GenBank.

135



APENDICES

Bacillus_soli~v-T-AJ342313

Anoxybacillus_amylolyticus—v-T-AJ618979

Anoxybacillus_voinovskiensis~v~T~AB110008

Anoxybacillus_kamchatkensis-v-T~AF310985

Anoxybacillus_kualawehkensis~7-T-DQ401072

Anoxybacillus_hidirlerensis~7~T~EF433738

Sporosarcina_sp ~T~T~FIN298444

———— Sporosarcina_soli~v~T~DQ073394

Sporosarcina_koreensis~v~T-~DQ073393

Sporosarcina_sp.~T~T~FN2198443
[Spo:osarcma_giuaengisoll- ~T~AB245381
Sporosarcina_saromensis~v~T~AB243839

Filibacter limicola~v-T-AJ292316

Sporosarcina_ureas~v~T~AF202057

Planomicrobium_okeanckoites~v~T~D35729

Planococcus_maitriensis~v~T~AJ544622

——Flanococens_nfietoensis~v~T~AJ493639

Planococens_pelagicus~?~T~-EF371926

Crocimobacterium_jeju~?~T~AM295339

548

Bacillus_psychrotolerans~v-T~AJ277983

LBacillus_psychrodurans~v-T-~AJ277984

Bacillus_msohtus~v-T-AM980508

Bacillus_odysseyi~v-T-AF326913

Bacillus_sp.~?~-T-AMG90037

Wy

|- Lysmibacillus_sphaencus~v~C~CPO0081 T=VMd7

Lysmibacillus_sphaencus~v~C~CPO0081 7=VMid3

Lysimibacillus_sphaencus~v~C~CPO00817=VMd1

IKu.n':uia__Eib':cnli«r—-T-AB2F1 738

IKu.n':uia__Eib':cnli«r—-T-XTOE2G

Bacillus_pyemus~v-T-AB271739

Figura 15 — Arvore filogenética gerada pela base de dados BIBI, com amostra da placa nimero 30, coldnia
nimero 11 (designada como 548 na figura) e estirpes tipo de espécies de bactérias préximas. Espécies
identificadas com indicagdo de: nome vdlido (v), nome ainda ndo presente na base de dados
nomenclatural (?), estirpe tipo (T), espécie com genoma completamente sequenciado (C), e nimero de
acesso no GenBank.
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Paracoccus_demitmficans~v-T-X69159

Paracoccus_pantotrophus~v-T~Y16933

Paracoccus_denitrificans~v-T~Y17511

Paracoccus_demitmficans~v-T-Y17512

Paracoccus_versutus~v-T~Y16931

Paracoccus_versutus~v-T~Y16932

Paracocons_deminficans~v-T-Y16927

Paracoccus_demirificans-v--T-Y16928

Paracoceus_deminificans~v-T-Y 16929

Paracoccus_demirificans-v--C~CP0O00489=Vhd1

Paracoceus_deminificans~v-C~CPO00489=Vhd2

Paracoccus_thiocyanatus~v~T~D32242

Paracoccus_koreensis~v-T~ABIB7584

‘|Pamcoc cus_solventivorans~v~T~AY014173

Paracoccus_solventivorans~v~T~Y07705

Paracoccus_alkemifer~v-T~Y13827

Paracoccus_alcaliphilus~v--T-D32238

Paracoccus_marinus~v~T~AB185957

|Pa:acoccur.-_am.inophi'.us-q-'--T--.i.YO141 76

Paracoccus_amunophilus~v-T-~D32239

Paracecens_asestami-7-T-EF660757

Paracoccus_aminovorans~v-~T~D32240

—Paracoccus_haeundaensis~v~T~AT 189743

Paracoccus_carotinifaciens-v-T~ABO6299

|Pa:acoccus_j\-'ee1»1'~T~,-‘*LYO 14173
349

Rhodobacter_capsulatus~v-T~D16428

Haematobacter_massiliensis~v~T~DQ342309

Haematobacter massiliensis~v~T~DQ342316

ll—laematob acter_massiliensis~v~T~AF4352106

Haematobacter missouriensis~v~T~DQ342313
Figura 16 — Arvore filogenética gerada pela base de dados BIBI, com amostra da placa nimero 25, coldnia
nimero 15 (designada como 549 na figura) e estirpes tipo de espécies de bactérias proximas. Espécies
identificadas com indicagdo de: nome vidlido (v), nome ainda ndo presente na base de dados
nomenclatural (?), estirpe tipo (T), espécie com genoma completamente sequenciado (C), e nUmero de
acesso no GenBank.
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Planococcus_antarcticus~v~T~AJ314745

Planecoccus_psychrotoleratus~?7~T~-AF324639

Planococeus_donghaensis-v-T~EF072063

Planococens_kecurn~v-T-X62173
Planococcus_maritimms~v~T~AF 500007
Planococeus_pelagieus~7~T~EF371926
Planecoccus maitnensis~v~T~AJ344622

Planococens_citreus~v~T~X62172

rPlanococcus_nfietoensis~v-~T-AJ493659

— Plangcoccus_columbae~v~T~AJI66313

Planomicrobium_chinense~v~T~AJE97862

Planococens_stackebrandtii~v~T~AY437843

[ | ——Flanococens_kazalensis~T~T~AT 260168

Planomicrobmm_psychrophilum~v-T~AJ314746

Planomicrobium_memeekinii-~v-T-AF041791

— L Planomicrobinm_okeanokoites~v~T~D33729

Planomicrobium_koreense~v~T~AF144750

Planomicrobinm_alkanoclasticum-~v-T~AF(029364

n
A
e

Sporosarcina_sp.~7~T-FN298444

Sporosarcina_soli~v-T~DQO73394

Sporosarcina_koreensis~v-T-DQO073393

Sporosarcina_ginsengisoli~?~T~AB245381

Sporosarcina_saromensis-v~T-AB243839

Crocinobacterium_jejui~7~T~AM295339

|Ba¢ll'.us_batavieu;i;«v- T~-AJ542307

IBaCll'.us_bmaFien;i;«v- T~AT542508

|- Bacillus_koreensis~v~T~AT667496

|Baci'.11 5_sp.~T~T~DQ288678

Bacillus_crenlans—v-T~AB271747

Barillus_bkenzoevorans~v~T~DT73311

Figura 17 — Arvore filogenética gerada pela base de dados BIBI, com amostra da placa nimero 23, coldnia
numero 14 (designada como 554 na figura) e estirpes tipo de espécies de bactérias préximas. Espécies
identificadas com indicagdo de: nome vdlido (v), nome ainda ndo presente na base de dados
nomenclatural (?), estirpe tipo (T), espécie com genoma completamente sequenciado (C), e nimero de
acesso no GenBank.
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Paraceccus_versums~v~T~AT014174

Paracocens_versums~v-T-Y16931
Paracecens_versums~v~-T~Y16932
Paracoceus_versums~v-T-~D32243
Paracecens_bengalensis—v-T-AT264469
Paracoccus_denitrificans~v~T-X69159

Paraceccus_pantotrophus~v~T~Y 16933

Paraceccus_denitrificans~v~T~Y 17511

Paracecens_denitrificans—v~-T~Y17512

Paracecens_ferrooxidans~T~T~AT934687

Paracoccus_demirificans-v-T-Y16927

Paracoccus_demitrificans-v--T-T16928

Paracoccus_deminificans~v-T~Y 16929

Paracoccus_demirificans—v-C~CPO00489=VAd]1

Paracoccus_demitrificans-v--C~CP000489=VMd2

-

Paracocens_thioeyanatus~v~T~D32242

Paracoccus_aestuarii~T~T~EF660757

Paracoccus_ammovorans-v~T-D32240

Paracoceus_koresnsis~v~T~AB187584

Paracoccus_solventivorans—v-T~AY014175

Paracoccus_solventivorans~v~T~T07705

Paracoccus_marimus~v-T-AB185957

IFa.racuccuE_an.linophi'.us«i‘--T«,ﬁ.YO14‘_ 16

IPamcoccuE_a::.linophi'.us»i‘--T»D.‘a3339

|Paracocu:u= _veel~v~T~AT014173
533

I_ Paracoccus_haeundaensis~v~T~AY 189743

|Pa:acoccu':_camtmlfaciens--\'ﬂ-'[ ~ABO068ID

Haematobacter massiliensis~v-T-DQ342309

Haematobacter_massiliensis~v-T~DQ342316

|—Eaematubacter_mir.-;mu'ieuiir_- ~v-T-DQ342313

Figura 18 — Arvore filogenética gerada pela base de dados BIBI, com amostra da placa nimero 25, coldnia
nimero 57 (designada como 555 na figura) e estirpes tipo de espécies de bactérias préoximas. Espécies
identificadas com indicagdo de: nome viélido (v), nome ainda ndo presente na base de dados
nomenclatural (?), estirpe tipo (T), espécie com genoma completamente sequenciado (C), e nimero de
acesso no GenBank.
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Micrococcus_lylae~v-T~-X80730

Micrecoccus_thailandicus~?-T~AB247644

Micrococcus htens~v-T~AMI92194

356

Micrococcus hntens~v-T~AF342073

Micrococcus_luteus~v~T~AT336198

Microceccus_mndicus~7~T~AMI158920

Micrococeus_alkanovora~T~T~AT 702663
Micrococcus_aqulus~T~T-EUD053372

Micrococcus_antarcticus~v-T~AJ005932

Micrococeus_flavns~v-T-DQ491433
Arthrobacter_sp.~?~C~CP000454=VMdl
|Arthrobacter_sp.~?~C~CP000434=Vd2
|Arthrobacter_sp.~™-C~CP000454=VMd3
|Arthrobacter_sp.~?~C~CP000454=Vd4
|Arthrobacter_sp.~?~C~CP000454=Vhd5

|Arthrobacter_globiformis~v~T~ABO80E41

Arthrobacter_globiformis~v~T~X80736
Arthrebacter_sulfomvorans~v-T~AF235001
(Arthrobacter_oryzae~v~T~-AB270889

|Arthrobacter_humicola~v~T~AB2798%0

|Arthrobacter_pascens~v~T~XB0740

‘Arthrobacter_ramosus~v~T-~380742

Arthrobacter_oxydans~v~T~383408

Arthrobacter_polychromogenes~v~T~X80741

Arthrobacter_niigatensis~7~T~AB2483526

1 Arthrobacter_nicotianae~v~T~X80739

—Citricoceus_sp.~7-~-T~-FM992367

Ciricoccns_muralis~v~T~AJ344143

Micrococcus_chenggongense~?~T~DQG60308

Micrococcus_ximjiangensis~?~T-DQ923132

Figura 19 — Arvore filogenética gerada pela base de dados BIBI, com amostra da placa nimero 4, coldnia
nimero 10 (designada como 556 na figura) e estirpes tipo de espécies de bactérias préximas. Espécies
identificadas com indicagdo de: nome vdlido (v), nome ainda ndo presente na base de dados
nomenclatural (?), estirpe tipo (T), espécie com genoma completamente sequenciado (C), e numero de
acesso no GenBank.
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Staphylecoccus_saprophyticus subsp. saprophyticus-v~T~APO08934=VMd4

Staphylecoccus_saprophyticus~v~T~D83371
Staphylococcus_saprophyticus_subsp._saprophyticus-v-T~AP00E934=VMd2
Staphylecoccus_saprophyticus_subsp._saprophyticus~v~T~AP00B934=VMd3
Staphylococeus_saprophyticus_subsp._saprophyticus~v~T-AP008934=VMd3
Staphylococeus saprophyticus subsp.saprophyticus~v-T~AP008934=VMd1
Staphylococeus_saprophyticus_subsp._saprophyticus~v~T~AP002934=Vhd6
Staphylococous_xylosus~v~T~DB3374

Staphylococcus_caprae~v~T~Z26890
_IS taphylococcus_arlettae~v-T-AB009933

Staphylecoccus_gallmarum-v-T-DE3366

— Staphylococeus_cohnii subsp._cohmi-v~T-D83361

Staphylococens_cohnii~v~T~AB009936

— — Staphylococeus_cohnii subsp. urealyticus-7-T-AB233328

Staphylococcus_nepalensis—v-T-AJ517414

Staphylococcus equorum_subsp. hnens-v-T-AF327483

Staphylococcus_equorum_subsp._sguomum-v-T~Z168935

Staphylococcus_squonum~v~T~AB009939

———>Staphylococeus suceimms subsp._succimus~v-T-AF004220

Staphylococens_kloosti-~v-T-AB009940

Staphylococcus_kloosii~v-T-Z26898
Staphylococeus_suncularis—v-T-~-Z26889
Staphylococeus_suncularis—v-T-D83358

Staphylococens_suncularis~v-T-L37598

Staphylococcus_condimenti~v-T~T 15750

Staphylococens_carnosus~v--T-AB009934

Staphylecoceus_carmosus-v-T-~-Z26891
Staphylococcus_camosus_subsp._carmosus~v~C~AM293250=VMd4
Staphylococcus_camosus_subsp._carnosus~v~C~ANM293250=VMd1

Staphylecoccus_camosus_subsp._carnosus~v~C~AM293230=VMd3
Figura 20 — Arvore filogenética gerada pela base de dados BIBI, com amostra da placa nimero 33, coldnia
numero 38 (designada como 557 na figura) e estirpes tipo de espécies de bactérias préximas. Espécies
identificadas com indicacdo de: nome valido (v), nome ainda ndo presente na base de dados
nomenclatural (?), estirpe tipo (T), espécie com genoma completamente sequenciado (C), e numero de

acesso no GenBank.
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Kocuria_carniphila~v~T~AJ622907

Kocuna_flavus-7-~-T~EF602041

Kocuria_marina~v~T~AY211383

I:K0cuna_rhiznp'ﬂiln-':--T--Y'_ 6264
Kocuria_varians~v~T~AF342074

|Kacuna_palu-'_-t:'iaﬂ-':--T--Y'_EJEE

IiiS

Kocuria_rhizophila~v~C~APD09152=V1d1

Focuna_rluzephila-—v-C~-APO09152=VMd2

Kocuria_rhizophila~v--C~AP002152=VMd3
Kocuria_rosea~v~T~¥11330
—Kocuna_polans-v~T~AJ272868

Kocuria_aegypha~v~T~DQ039617

Rothia_smarae~v~T~AT043339

Arthrobacter_crystallopoietes~v~T~X80738

IA:‘JJ.rcbncter_roieus--"--T--_ﬂ.JJ 78869

IA:‘JJ.rcbncter_rozeus--v--T--iJ] TEET0

Micrococcus_xinjiangensis~1-~-T~DQ923132
Micrococeus_chenggongense~7-T~DQ660308

Citnicoccus_sp.~?~T~FM992367

Micrococous_alkanovora~?~T-AY 702663
Micrococons_aquilus~?~-T-EUD05372

Micrococcus_indicus~7?~T~AM1358920

Micrococens_hutens-v~T-AJ336198

Mesterenkoma_halotolerans—v-T-AY 226508

Nesterenkonia_sandarakma-v-T~AY 588277

identificadas com

| Nesterenkonia_jeotgali~v~T~AT928901
Nesterenkoma hitea~v-T-AT528272
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Kocuria_knstimae~v-T-XB0749

Fothia_nasimurium-~v-T~AT131121

) O0s
IE.EJ, i

Zhihengliella halotolerans~v~T~DQ372937

Figura 21 — Arvore filogenética gerada pela base de dados BIBI, com amostra da placa nimero 9, coldnia
nimero 77 (designada como 558 na figura) e estirpes tipo de espécies de bactérias proximas. Espécies
indicagdo de: nome viélido (v), nome ainda ndo presente na base de dados
nomenclatural (?), estirpe tipo (T), espécie com genoma completamente sequenciado (C), e nimero de
acesso no GenBank.
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0.005
ocuria_flavus~7~T~EF602041

Kocuna_rosea~v-T-T11330

Kocuna_hmachalensis—v-T-AY987383

— Kocuria_polans~v-T~AJ278868

Kocuria_aegyptia~v~T~-DQ059617
Koeuria_rhizophila~v~C~AP002152=V}d1
Koeuna_thizophula~v~C~AP009152=Vhd2

Koeuria_rhizophila~v~C~AP0021 52=V)1d3

|-K-3:“u:'ia_:hizophi'.a--=.'-'E-‘1’16364
539

Kocuria_varians~v~T~AF3542074

Kocuna_camiphila~v~T~AJG22907

Kocurna maring-v-T-AY211383

Kocuna_palustns~v-T~T 16263

Kocuria_knstinae-v-T-~XE0749

Kocuria_halotolerans~?~T~DQ479377

Eotha_nasimurm-v-T-AJ131121

Eothia_amarae~v-T~AY043339

Arthrobacter_nasiphocae~v~T~AJ292364

I,-'J\rﬂjrobacter_:0591u-v--'f--_i_J 2178869

|Arﬂn’obacter_:osmu-—v--'f--_i_J 278870

Arthrobacter_nicotinoverans-v-T-~XB0743

[ | —|_%:-.]meac ter_globiformus~v~T-AB0B9841

Arthrobacter_globiformis~v-T~X80736

Arthrobacter_sulfomvorans~v~T~AF233091

Arthrobacter_tumbae~v~T~AJ315069

Micrococeus_chenggongense-T-T-DQ660308

Arthrebacter_crystallopoietes~v~T~X80738

MNesterenkonia_halotolerans~v~-T~-AY226508

Nesterenkoma_sandarakina-v~T~AY388277

|— Mesterenkoma_jeotgali~v~T-~AY928901

Figura 22 — Arvore filogenética gerada pela base de dados BIBI, com amostra da placa nimero 28, coldnia

nimero 61 (designada como 559 na figura) e estirpes tipo de espécies de bactérias proximas. Espécies

identificadas com indicagdo de: nome viélido (v), nome ainda ndo presente na base de dados

nomenclatural (?), estirpe tipo (T), espécie com genoma completamente sequenciado (C), e nimero de

acesso no GenBank.
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Bacillus_bataviensis-v~T~AJ342507

Bacillus_bataviensis~v~T~AJ342508

Bacillus_djibelorensis~?~T~-AF319467

Bacillus_vireti~v~T~AT342309

Bacillus_novalis~v~T~AJ542312

Bacillus_soli~v~T~AT342513

Bacillus_bataviensis~v~T~EU334358

Bacillus_niacimi~v~T--AB021194

Bacillus_pocheonensis~v-T-AB245377

Bacillus_fumarioli~v~T~AJ250056

Bacillus_chandigarhensis~?-T~DQ013307

Bacillus boromphilus-v~-T~-AB198719

Bacillus_jeotgali~v~T~AF221061

Bacillus_selenatarsenatis~v~T~AB262082

Bacillus_thioparus-~?~T~DQ371431

Bacillus_foramims~v~T~AT717382

|Bac1'llu§_mrcu'.an': ~v~T~AYT24690

IBacillu;_ctrcu'.an': ~v~T~AB271747

Bacillus_asahii~v~T~AB109209

Bacillos simplex~X~T~D72478

rBacL]lusJszchIc;acchamlﬁfticusw--T--ABU2‘_ 193

IBaci]lus _psychrosaccharolyticus~v~T~3X60633

Bacillus_butanolivorans-v-~T~EF206294

Bacillns_murahis-v-T~AJ618748

Bacillus_simplex~v-T-AB363738

H [|Bacillus_simplex-~v-T~AJ§28743

]
=
=1

Bacillus_simplex-~v~T~AJ439078

'—Bacillus_oryzae-7-T-EU273353

— Bacillus_simplex~v~T~X50638

Figura 23 — Arvore filogenética gerada pela base de dados BIBI, com amostra da placa nimero 14, coldnia
nuimero 10 (designada como 560 na figura) e estirpes tipo de espécies de bactérias préximas. Espécies
identificadas com indicagdo de: nome vdlido (v), nome ainda ndo presente na base de dados

nomenclatural (?), estirpe tipo (T), espécie com genoma completamente sequenciado (C), e nimero de
acesso no GenBank.
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Fhodococens thodni-v-T-XE80622

Fhodococcus_thodni-v-T-XE0621

Fhodococens thodni-v-T-XEB1935

Bhodecoccus_tnatomae~v-~T~AJE54033

Millisia_brevis~v-T-AY534742

— Gordonia_amicalis~v~T-~AF101418

Gordonta_desulfuricans-v~T~AF1014146

Gordoma_brenchialis—v-T~XT75903

=Gordonia_bronchialis~v~T~XB81919

-|Gordouia_mbripertmcn--\'-]'-X30632

Gordonia_rubripertineta~v~T~NE1913
|Gordcn1a_namlbiensis-—':--T-AFS 80930
] 'Gordenia_namibiensis~v~T~AF380931
|-Gordonia_a]kaui‘.'om.nr_-»\'»T»AF‘_ 43947
563
|— Gordomia_sihwensis~v~T~AJ416131
Gordonia_cholesterolivorans~7-T-EU244645
Gordonia_hydrophobica~v~T~X87340

|Go:donia_n:.alaq11.ae~':-T-.—‘\.I'.-I4 06674
Gordonia_australis~?~T~-DQ150570

Gordoma_mrsuta~v-T-X93483

Gordonia_paraffinivorans-v~T~AF432348

Gordonia_terrae~v~T~XE81922

| Gordonia_amarae~v~T~X80601

| Gordonia_amarae~v-T~-XB0635

Gordomia_rhizosphera~v~T~AB004729

Gordomia_soli~v~-T-AY295560

Gordonia_pelyisopremvorans-v-T~Y 18310

Gordema_aran~v~T~AB162800

Gordonia_effusa~v~T~AB162799

Gordomia_sinesedis~v~T~-AF380834

Figura 24 — Arvore filogenética gerada pela base de dados BIBI, com amostra da placa nimero 14, colénia
numero 15 (designada como 563 na figura) e estirpes tipo de espécies de bactérias préximas. Espécies
identificadas com indicagdo de: nome vdlido (v), nome ainda ndo presente na base de dados
nomenclatural (?), estirpe tipo (T), espécie com genoma completamente sequenciado (C), e nimero de
acesso no GenBank.
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Lactococcus_piscium-v~T-DQ343754

ILac:ecoc:us_:a:":'inola-:tis-u'c--T--AlvHQO569

|Lactccoccus_:a ffinolactis~v--T-EF694030

|— Lactococcus_plantarum-~v-T-EF694029
L.

actococcns_plantanum~v-T~X 54239

Lactoceceus_lactis_subsp._cremeris~v~C~CP000425=Vhd6

Lactococcus_lactis_subsp._cremons~v-T-AB100802

Lactococens_lactis_subsp._cremoris~v-~C~CP000425=VhId1

Lactococens_lactis_subsp._cremoris~v-~C~CP000425=VhId3

Lactococeus lactis_subsp._cremons~v-C~CP0O00425=VMd4

Lactococeus lactis subsp._cremons~v-C~CP0O00425=VMd3

Lactococeus lactis_subsp._cremons~v-C~CP0O00425=VMdT

Lactococens_lactis_subsp._cremeris~v~T~AB0O08214

——Lactococens_lactis subsp._cremernis~v-T~-EU091472

‘—Lactococcus lactis_subsp._cremeons~v~C~AM406671

564

Lactococeus lactis subsp. lactis~v~T-ABO0OB2135

Lactococcus_lactis_subsp._lactis~v-T-ABI100803

Lactococecus_lactis_subsp._hordniae~v~T~AB100804

Lactococens_lactis_subsp._lactis~v~T~EU0913935

Streptococcus_squinus~v-T~AF429763

Streptoceccus_equimus~-v~C~AB002514

Streptoceccus_sguinus-v~T~AJ301607

Streptococcus_caballi~v~T~EF364098
|j Streptococcus_dysgalactiae-v~C~ABO02508
Streptococens_dysgalactiae~v~C~ABO02310

Streptococcus_dysgalactiae~v~C~ABO02303

Streptococcus_dysgalactiae~v-C~AB002506

Streptococcus_dysgalactiae~v-C~AB002507

Streptococcus_dysgalactiae~v-C~AB002509

Streptococcus_dysgalactiae~v-C~AB002311

Figura 25 — Arvore filogenética gerada pela base de dados BIBI, com amostra da placa nimero 35, coldnia
nimero 10 (designada como 564 na figura) e estirpes tipo de espécies de bactérias proximas. Espécies
identificadas com indicagdo de: nome vidlido (v), nome ainda ndo presente na base de dados
nomenclatural (?), estirpe tipo (T), espécie com genoma completamente sequenciado (C), e nimero de
acesso no GenBank.
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Mycobacterium_subagnense-v-T-AT339683

Mycobacterium_aubagnense-v~T-DQ987739=V Ly

|— Mycobacterum_mucogemenm~v-T-AM02750

Corynebacterium_diphthenae-v-T-X24248

orynebacterium_diphtheniae-v~C~BX248356=V gravis

Corynebacterium _diphthenae-v~C~-BX248357=V gravis

Corynebacterium_diphthenae-v~C~BX248359=V gravis

Corynebacterium_diphthenae-v~C~BX248360=V gravisMdl

Corynebacterium _diphthenae-v~T~X82059

Corynebacterimm_kutschen~v-T~-D37802

Corynebacteriuim_muecifaciens~v-T~Y11200

Corynebacterium_appendicis-v~T--AJ314919

Corynebactermm_sundsvallense~v-T-Y 094855

— Corynebacterimm_ureicelerivorans~v~T~AM397636

Corynebacterium_coyleae~v~T~X96457

% Corynebacterium_afermentans~v-~T-~382034

Corynebacterium_afenuentans~v-T~X82033

Corynebacterivm_lipophileflavam~v-T~T 09045
|Ccr§-neb acterium_mycetoldes-v~T~X82066
Corynebacteriim_myeetoides—v~T-X84241

Corynebacterium_capitovis~v~T~AJ297402

Corynebacterium_sp ~?~T~FM173119

Corynebacterium_tuscaniense-v-T-AY677186

Corynebactermm_timonensis~?~T~EF217033

Corynebactermm_strianum-v-T-~X84442

|C'or;a.1ebac:eri1ur._mac ginleyi~v~T~AJ439343

'Corynebactermm_macgimleyi~v~T~380499

Corynebacterium_confusum-v-T-¥ 15886

IC'or}ueba-:.‘eruun_bovi': ~y~T~XB2031

Figura 26 — Arvore filogenética gerada pela base de dados BIBI, com amostra da placa nimero 37, coldnia
nimero 16 (designada como 565 na figura) e estirpes tipo de espécies de bactérias proximas. Espécies
identificadas com indicagdo de: nome viélido (v), nome ainda ndo presente na base de dados
nomenclatural (?), estirpe tipo (T), espécie com genoma completamente sequenciado (C), e nimero de
acesso no GenBank.

Corynebacterum_bovis~v-T-384444
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— Staphylococens_haemolyticus~v~C~AP00G716=VMd3

[—>5taphylococeus_haemolyhicus-v~C~APO0GT16=VMd3

Staphylococens_haemolyticns~v~C~AP006716=VMd2

Staphylococeus_haemolyticus~v-~T~DE3367

Staphylococcus_haemolyticus-v~C~AP00GT16=VMdl

Staphylococcus _haemolyticus-v~C~APO0G6T16=Vhd4

Staphylococeus_homims-—v-T-Z26905

366

Staphylococcus_hommmis subsp._homims~v-T-AY6EB063
Staphylococcns_hommis~v~T~X66101
Staphylococcus_homims_subsp._novobiosepticus~v~T~AB233326
Staphyloceccus_hominis subsp._novobiosepticus-v-T-~ATEBE063
Staphylococcus_xvlosus~v~T-Z26900
Staphyloceceus_croceolyticus-7-T-AY953148
 Staphylocecens_saprophytiens_subsp._saprophyticus~v~T~AP008934="Md3

Staphylococcus_saprophyticus_subsp._saprophyticus-v~T~AP00B234=VNMd5

Staphylococcus_saprophyticus subsp._saprophyticus-v-T--AP008934=VMd]

Streptomryces_brasiliensis~v~T~AB184106

1374

Staphylococens_xylosus~v-T-DE3374

Staphylecoccus_saprophyticus_subsp._saprophyticus-v-T-AP008934=VMd4

Staphylococcus saprophyticus subsp.saprophyticus—v-T-APQ08934=VMd5

Staphylecoceus_saprophyticus~v~T~D83371

|——>5taphylococeus_saprophyticus_subsp._saprophyticus~v~T~AP008934="Md2

Staphylecoccus_saprophyticus_subsp._bovis~v~T~AB233327

—r Staphylecoceus_cohmin subsp._cohmi~v-T-D23361

Staphylococeus_cohmi~v-T~ABO02936

Staphylococens_nepalensis~v~T~AJ517414

| Staphylococous _Ingdunensis~v~T~AB009941

| Staphylococcus_Ingdunensis~v~T~Z26899

|S taphylococcus_pasteur~v~T~AB009944

Staphylococcus_pasteuri~v~T~AF(41361

Staphylococcus_epidermidis~v~C~CP000029=Vhd4

Staphylococcus_mmscae~v~T~583566

148

5
; 0.005 i

Figura 27 — Arvore filogenética gerada pela base de dados BIBI, com amostra da placa nimero 14, coldnia
nimero 18 (designada como 566 na figura) e estirpes tipo de espécies de bactérias préximas. Espécies
identificadas com indicagdo de: nome vdlido (v), nome ainda ndo presente na base de dados
nomenclatural (?), estirpe tipo (T), espécie com genoma completamente sequenciado (C), e nimero de
acesso no GenBank.
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Bacillus_halodurans~v~T~AJ302709

Bacillus_halodurans~v~C~BAQ0004=V11d2

Bacillus_haledurans~v~C~BAOOD004=VMd3

Bacillus_haledurans~v-C~-BAJO0004=V11d4
Bacillus_halodurans~v~C-~BAQ00004=VNd8

Bacillus_haledurans~v~C~BAOOD004=VMd3

Bacillus_halodurans-v~C~BA0O0O0004=Vhid6

Bacillns_halodurans-~v~C~BA000004=VMd7

Bacillus_halodurans-v~C~BA0O0O0004=Vhid1

Bacillus_macyae-v~T-AT0324601

Anoxybacillus_hidirlerensis~7~-T~EF43373

Exiguobacterum_sibincum-~v~T~CP01022=Vhid2

Exiguobacterium_sibiricum-~v~T~CP001022="Md4

Exiguobacterrum_sibincum-~v~T~CP01022=Vhid3

Exiguobacterium_gibiricum-~v-T~CP001022=VMd9

Exiguobacterium_sibiricum~v~T~CP001022=VMd6

Exiguobacterrum_sibincum-~v~T~CP01022=VMd7

Exiguobacterium_sibiricum-~v-~T-~AY 444839

Exiguobacterum_sibincum-~v~T~CP01022=Vhid3

—Exiguobacterinm_sibiricum-v-T~CP001022=Vd1

L Exiguobacterium_sibirieum-~v~T~CP001022=VMd8

Exiguobacterium_acetylicum~v~T~D33730

~Exignobacterium_acetylicom-~v~T-DQ019167

—Exiguobacterum_indicum-~v-T-~AJ846291

Exignobacterium_homiense~7~T~DQ331341

367

Exiguobacterium_aurantiacom-~v~T-DQ019165

Exiguobacterium_marimm-~v~T~AY394266

Exiguobacterium _aestuari~v-T~AY 594264
Exiguobacteriom_profundmn-~v-T-AT818030

Exiguchacterium_tarwanense-7-T~D)344312

Figura 28 — Arvore filogenética gerada pela base de dados BIBI, com amostra da placa nimero 35, coldnia
numero 73 (designada como 567 na figura) e estirpes tipo de espécies de bactérias préximas. Espécies
identificadas com indicagdo de: nome valido (v), nome ainda n3o presente na base de dados
nomenclatural (?), estirpe tipo (T), espécie com genoma completamente sequenciado (C), e nimero de
acesso no GenBank.

149



APENDICES

—Staphylococcus_haemolyticus~v-C~AP00GT16=VMd3
—>~5taphylococens_haemolyticus~v~C~AP00G716=VMd5
F—>5taphylococeus_haemelyhens~v-C~-APO06T16=VId2
Staphylococcus_haemolyticus~v~T~AY 688060
Staphylococcus_haemolyticus~v~C~APM06T16=VMd4

Staphylococcus_haemolyticus~v-T-DE83367

Staphylococcus_haemolyticus-~v~C~APO06T16=VMd]1

371

Staphylococcus_hommis~v-T~Z26905

Staphylococens_homims-v~T-X66101

Staphylecoccus_xylosus-—v~T~Z26900

Staphyloceccus_hominis_subsp._novobiosepticus~v~T~AB233326

Staphylococeus saprophyticus_subsp._saprophyticus-v-T-AP008934=VMd3

Staphylococcus_saprophyticus subsp. saprophyticus-v~T-~AP008934=VMdl
Staphylecoccus_saprophyticus_subsp._saprophyticus~v-T-AP008934=VMdG
Staphylococcus_saprophyticus subsp._saprophyticus-v-T-AP0O08934=Vhid4

Staphylococcus_saprophyticus_subsp._saprophyticus~v~T~AP00B234=VMd5

Staphylococeus_saprophyticus-v~T~D83371

[—>Staphylococcus_saprephyticus subsp._saprophyticus~v~T-APM8934=VMd2

Staphylococcus_saprophyticus_subsp._bovis~v~I~AB233327

Staphylococcus_cehnil subsp.cohmi~v~T~D83361

Staphylococcus_lngdunensis-v-T~AB009941

Staphylococeus_croceolyticus~7-T~AT9353148
Staphylococcus_epidernmdis—v~T~D83363

—1 Staphylococcus_epidermidis~v~C~CP000029=V)Md3
Staphylococcus_epidermmdis~v~C~CPO00029=V1d2
Staphylococcus_epidernmdis—v~C~AEQ013929=VMd4

Staphylococcus_epidermidis~v~C~AEQ015929=VMd1

Staphylococcus_epidermmdis~v~C~CPO00029=Vhd4

—— Staphylococeus_epidermidis~v~C~CP000029=VMd5

-| Staphylococcus_epidermidis~v~C~CPO00020=VMd6

Staphylococcus_epidermidis~v~C~AED13929=VMd3

Staphylococcus_haemolyticus~v-T~Z26896

Figura 29 — Arvore filogenética gerada pela base de dados BIBI, com amostra da placa nimero 35, coldnia
nimero 67 (designada como 571 na figura) e estirpes tipo de espécies de bactérias préoximas. Espécies
identificadas com indicagdo de: nome vidlido (v), nome ainda n3do presente na base de dados
nomenclatural (?), estirpe tipo (T), espécie com genoma completamente sequenciado (C), e nimero de
acesso no GenBank.
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545

--- «Bacillus flexus | DOET06ET?

| *Bacillus flexus i 12267610

+
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----------------- Bacillus flexus | AB36] 5003
=== +"Bacillis granadersis” T T DO400692

=Bacillus flexus i ELT446]9

=Bacillus flexus | EU4 3006
=Bacillus flexus | EL4 30008

*Hacillus flexus i Eled 004
=Bacillus flexus | Flad 1008
=Bacillus flexus | Elad 1019

=Bacillus flexus | Elad 1022

«Bacilluz flexus | EUaf3497
=Bacillus flexus | ELA0403

*Bagillys flexus | ELL 30002
«Bagillus flexus i EELST 30

++ +Bacilluz flexus i EUS84649
.ll =Bacillus flexus | DO3396ET
--:1 =Baillus flexus i DO33060
: «Bagillys flexus i DOAI0EE
=Bacillus flexus i 1393310

PP ULy Ry Uy Uy U g g Sy

=Bacillus flexus i F1393322
=Bacillus flexus i D350 6
=« Bacillus flexus i EFLST 300

Bacillus flexus i DO333200

«Bacillus flexus T AMZ92 190
=Bacillus flexus i EU1e9154

«Bagillus flexus | EUISSST2S

-------- Bacillus flexus i FIs09724

~Bacillys flexus T ABIZLIES

=Ceobagillus searothermophilus i F158 462

———--——«Bacillus me gaterium | FI435225

Figura 30 — Arvore filogenética gerada pela base de dados BIBI, com amostra da placa nimero 29, coldnia
nimero 45 (designada como 545 na figura) e estirpes tipo e ndo tipo de espécies de bactérias préximas.
Espécies identificadas com indicagdo de: nome viélido (v), nome ainda ndo presente na base de dados
nomenclatural (?), estirpe tipo (T), estirpe ndo tipo (i), espécie com genoma completamente sequenciado

(C), e nimero de acesso no GenBank.
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10 20 30 40 30 60 70 80 aa 100

9-65 GAGCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGEGGTAACCTACC TATAAGRCTG
e e T
B e e T T
R e
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Figura 31 — Alinhamento das sequéncias de DNA do gene 165 rRNA das bactérias seleccionadas para sequenciacdo colhidas no HJA. Identificacdo das bactérias corresponde a:
nimero da amostra - nimero da colénia. A posicdo nucleotidica estd indicada no topo do alinhamento.
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Figura 31 (continuacdo)
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Figura 31 (continuacdo)
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Figura 31 |(continuacdo)
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Figura 31 (continuacgdo)
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Figura 31 (continuacdo)
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Figura 31 [continuacdo)
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Figura 31 (continuacdo)
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Figura 31 (continuacdo)
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Figura 31 (continuacdo)
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Tabela 1 — Caracteristicas das amostragens de ar efectuadas no interior e exterior do HJA e dos

respectivos locais. N/A — N3o aplicavel.

Nimero Data da Periodo | _. Categoria | Tipo de Numero
da . Piso Nome do local de camas

amostra amostragem | dodia de local local no local
1 23-04-200 Manh3 3 | Quarto Toutinegra Interior Quarto 3
2 23-04-200 Manha 3 | Quarto Pardal da Terra Interior Quarto 2
3 23-04-200 Manhd 3 | Corredor Piso 3 Interior | Corredor N/A
4 23-04-200 Tarde 3 | Quarto Toutinegra Interior Quarto 3
& 23-04-200 Tarde 3 | Quarto Pardal da Terra Interior Quarto 2
6 23-04-200 Tarde 3 | Corredor Pisc 3 Interior | Corredor N/A
7 23-04-200 Tarde 3 | Terrago Exterior do Piso 3 Exterior Exterior NS
8 28-04-200 Manha 3 | Quarto Toutinegra Interior Quarto 3
9 28-04-200 Manhd 3 | Quarto Pardal da Terra Interior Quarto 2
10 28-04-200 Manhd 3 | Corredor Piso 3 Interior | Corredor N/
11 28-04-200 Tarde 3 | Quarto Toutinegra Interior Quarto 3
12 28-04-200 Tarde 3 | Quarto Pardal da Terra Interior Quarto 2
13 28-04-200 Tarde 3 | Corredor Pisc 3 Interior | Corredor N/A
14 28-04-200 Tarde 3 | Terrago Exterior Exterior Exterior NS4
15 07-05-200 Manh3 2 | Quarto Til Interior CQuarto 2
16 07-05-200 Manhd 2 | Corredor Piso 2 Interior | Corredor N/A
17 | 07-05-2009 | Manhd | 2 :i':r‘te;;ar (modificada para Interior | Quarto 5
18 07-05-200 Manh3 2 | Quarto Papoila Interior Quarto 4
19 07-05-200 Tarde 2 | Quarto Til Interior Quarto 2
20 07-05-200 Tarde 2 | Corredor Piso 2 Interior | Corredor NS4
21 | 07-05-2009 | Tarde | 2 :i':;;;ar (modificada para Interior | Quarto 5
22 07-05-200 Tarde 2 | Quarto Papoila Interior Quarto 4
23 07-05-200 Tarde 2 | Atrio entrada, junto portaria Exterior Exterior NSA
24 21-05-200 Manhd 0 | Lavandaria Interior | Lavandaria N/A
25 21-05-200 Manh3 0 | Sala convivio (sam nome) Interior Sala NJA
26 21-05-200 Manh3 0 | Salafisioterapia (sem nome) Interior Sala NJA
27 21-05-200 Manh3 0 | Corredor Piso 0 Interior | Corredor N/A
28 21-05-200 Tarde 0 | Lavandaria Interior | Lavandaria NSA
29 21-05-200 Tarde 0 | Sala convivio (sem nome) Interior Sala NJA
30 21-05-200 Tarde 0 | Salafisioterapia (sem nome) Interior Sala N/A
31 21-05-200 Tarde 0 | Corredor Piso 0 Interior | Corredor NS A
32 | 21052009 | Tarde | O ;:i';‘;';z;”ada’ Junto porta Exterior | Exterior |  N/A
33 04-06-200 Manhd 1 | Corredor Piso 1 Interior | Corredor NS A
34 04-06-200 Manhd 1 | Cozinha Interior | Alimentar NS A
35 04-06-200 Manh3 1 |Bar pessoal Interior | Alimentar N/A
36 04-06-200 Manhd 1 |Quarto Castanholas Interior Quarto 1
37 04-06-200 Tarde 1 | Corredor Piso 1 Interior | Corredor NS A
38 04-06-200 Tarde 1 |Cozinha Interior | Alimentar N/A&
39 04-06-200 Tarde 1 | Bar pessoal Interior | Alimentar NS A
40 04-06-200 Tarde 1 |Quarto Castanholas Interior Quarto 1
a1 | 04-06-2009 | Tarde | 1 ::i';‘éizgfrada’ Junto porta Exterior | Exterior |  N/A
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Tabela 2 — Dados obtidos durante as amostragens do ar interior e exterior do HJA e resultados laboratoriais do calculo da concentragdo de microorganismos no ar. N/A — N3o aplicavel; Campos vazios
indicam auséncia de dados.

Nimero Temperatura | Humidade Concentracdo Concentracdo Nimero de Limpeza Uer}tillagﬁo Grrau de - Coanntragﬁq Ccm(entrar;?a'_o
da (2C) relativa (%) NO; (ppm) CO, (ppm) pessoas no do quarto prévia do movimentagao bactérias totais fungos totais
amostra local local de pessoas (UFC/m3) (UFC/m3)
1 22,6 50,0% 0 280 2 Por fazer Sim 0 318,8 275,0
2 21,4 52,0% 0,0 230 2 Feita Sim 0 287,5 231,3
3 21,4 52,0% 0,0 260 Muitas M4 Sim 4 568,8 243,8
1 25,5 51,0% 0,0 260 4 Feita Sim 1 287,5 243,8
5 23,9 53,0% 0,0 360 4 Feita Ndo 1 4438 150,0
6 22,8 55,0% 0,0 300 Muitas M/ A Sim 3 550,0 200,0
7 22,8 45,0% 0,0 190 Muitas M/ A N/A 0 93,8 237,5
8 22,2 51,0% 0,0 200 2 Por fazer Nio 0 243,3 106,3
g 21,1 53,0% 0,0 310 2 Feita Nio 0 487,35 131,3
10 20,6 55,0% 0,0 240 Muitas M/ A Sim 3 575,0 106,3
11 23,4 48,0% 0,0 270 2 Feita Nio 0 350,0 118,8
12 22,2 51,0% 0,0 270 2 Feita Sim 0 418,8 156,3
13 21,1 54,0% \0 230 Muitas M/A Sim 2 387,5 206,3
14 21,3 50,0% 0,0 250 Muitas M4 N/A 0 181,3 237,5
15 23,3 54,6% 0,0 2 Feita Nio 0 412,5 162,5
16 23,8 54,0% 0,0 Muitas M4 Sim 4 600,0 225,0
17 24,4 51,2% 0,0 8 Por fazer Nio 5 600,0 206,3
18 24,6 50,9% 0,0 & Por fazer Sim 0 400,0 181,3
19 25,6 42,2% 0,0 2 Feita Nio 0 193,8 193,8
20 25,2 43,8% 0,0 Muitas M/ A Sim 3 337,5 293,8
| 24,9 44,3% 0,0 7 Por fazer Nio 1 493,8 225,0
22 25,1 47,7% 0,0 7 Por fazer Nio 1 475,0 168,8

164




APENDICES

Tabela 2 (continuacdo)

Nimero Temperatura | Humidade Concentracdo Concentracdo Nimero de Limpeza Ver?tillagﬁo Glrau de - Confgntragﬁcf Concentragﬁ.o
da (ec) relativa (%) NO, (ppm) co, (ppm) pessoas no do quarto prévia do movimentacdo bactérias totais fungos totais
amostra local local de pessoas (UFC/m3) (UFC/m3]
23 26,8 39,0% \0 Muitas M/A N/A 0 87,5 25,0
24 21,2 52,3% 0,1 & M/A Nio a 393,8 137,5
25 23,3 50,9% 0,0 23 M/A Nio 3 481,3 143,8
26 24 47,0% .0 14 M/A Nio 3 556,3 262,5
27 22,8 53,4% 0,0 Muitas M/A Nio 2 75,0 156,3
28 22,3 47,2% 0,0 3 M/A Nio 0 381,3 281,3
29 23,6 45,2% 0,0 21 N/A Mio 3 418,8 206,3
30 22,3 48,6% \0 2 M/A Nio 0 218,8 100,0
31 22,7 45,0% .0 Muitas M/A Nio 2 400,0 268,8
32 25,1 37,7% 0,0 Muitas M/A N/A 0 81,3 312,5
33 22,8 55,0% .0 290 Muitas M/A Sim 2 327,8 2944
34 22,9 58,0% 0,0 270 8 N/A Sim 4 711,1 433,3
35 23,3 53,0% 0,0 330 3 M/A Nio 2 416,7 250,0
36 23,6 54,0% 0,0 300 3 Por fazer Mio 0 481,3 156,3
a7 23,6 50,0% 0,0 250 Muitas M/A Sim 3 531,3 575,0
g 23,9 62,0% .0 360 5 M/A Sim 3 625,0 568,8
39 23,7 53,0% 0,0 320 8 M/A Sim 3 375,0 575,0
40 24,2 50,0% \0 200 3 Por fazer Nio 0 250,0 543,8
4 24,9 49,0% 0,0 170 Muitas M/A N/A 0 131,3 £12,5
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Tabela 3 — Resultados relativos a identificacdo de coldnias de bactérias amostradas no ar interior e
exterior do HJA com recurso a testes bioquimicos. Ndo identificado — indica que a bactéria pertence a
outro género que ndo o Staphylococcus sp.

Nu;naero Nu;naero Teste Gram Forma Tipo aglomeracdo Tn_aste Teste Id r.entif'!ca.r;ﬁo

amostra | colénia celular celular Oxidase | Catalase bioguimica
1 4 Positive | Cocos Nio determinado | Negativo | Positivo | Staphwlococcus sp.
1 5 Positivo | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
1 B Fositive | Cocos Tétradas MNegative | Positivo | Staphylococcus sp.
1 11 Fositive | Cocos Estafilococos MNegative | Positivo | Staphylococcus sp.
1 12 Positive | Cocos MN3o determinade | Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
1 20 Fositive | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphplococcus sp.
1 26 Positive | Cocobacilos | M3o determinade Pasitive | Paositivo | N3c identificado
1 23 Positive | Cocos Estafilococos MNegativo | Positivo | Staphplococcus sp.
1 42 Positive | Cocos Estafilococos MNegativo | Positivo | Staphplococcus sp.
1 48 Negativa | Bacilos E;E:SE?;!;;ES Positivo | Paositivo | N3o identificado
2 1 Positive | Cocos MN3o determinade | Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
2 6 Fositive | Bacilos N3o determinado | Negativo | Positivo | N3o identificado
2 7 Negativo | Bacilos N3o determinade | Negative | Positivo | N3o identificado
2 9 Positive | Cocos Estafilococos MNegativo | Positivo | Staphplococcus sp.
2 10 Positive | Cocos N3o determinade | Negativo | Positivo | Staphwlococcus sp.
2 12 Negativo | Cocos N3o determinade | Negative | Positivo | N3o identificado
2 19 Positivo | Bacilos Mio determinade | MNegative | Positivo | Ndo identificado
2 22 Positivo | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
2 28 Positive | Cocos N3o determinade | Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
2 38 Positive | Cocos MN3o determinade | Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
3 3 Fositive | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphplococcus sp.
3 5 Positive | Cocos Tétradas MNegativo | Positivo | Staphplococcus sp.
3 20 Positive | Cocos Estafilococos MNegativo | Positivo | Staphplococcus sp.
3 31 Positive | Cocos Estafilococos MNegativo | Positivo | Staphplococcus sp.
3 32 Positivo | Cocos Tétradas Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
3 45 Positivo | Cocos Tétradas Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
3 59 Negativa | Bacilos Mo determinade | Negative | Negativo | Ndo identificado
3 66 Negativo | Cocos N3o determinade | Negative | Positivo | N3o identificado
3 73 Positive | Cocos Estafilococos MNegative | Positivo | Staphylococcus sp.
3 77 Positivo | Cocos Mio determinado Pasitivo | Positivo | N3o identificado
4 2 Fositive | Cocos Estafilococos MNegative | Positivo | Staphylococcus sp.
4 5 Positive | Cocos Estafilococos MNegativo | Positivo | Staphplococcus sp.
4 10 Positivo | Bacilos N3o determinado | Negativo | Positivo | N3o identificado
4 12 Positivo | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
4 23 Positive | Cocos Tétradas MNegativo | Positivo | Staphplococcus sp.
4 24 Negativa | Bacilos MEo determinado Positivo | Negativo | N3c identificado
4 27 Negativo | Bacilos N3o determinade | Negative | Negativo | N3o identificado
4 28 Positive | Cocos Estafilococos MNegative | Positivo | Staphylococcus sp.
4 30 Positive | Cocos Estafilococos MNegative | Positivo | Staphylococcus sp.
4 36 Positivo | Cocos Tétradas Pasitivo | Positivo | N3o identificado
5 2 Negativo | Cocos N3o determinade | Negative | Positivo | N3o identificado
5 14 Positive | Cocos Estafilococos MNegativo | Positivo | Staphplococcus sp.
5 34 Positive | Cocos N3o determinade | Negativo | Positivo | Staphwlococcus sp.
5 46 Negativo | Cocobacilos | M3o determinado | Negativo | Positivo | Ndo identificado
5 43 Positivo | Cocos Tétradas Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
5 31 Fositive | Cocos MN3o determinade | Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
5 58 Negativo | Cocos N3o determinade | Negative | Positivo | N3o identificado
5 61 Negativo | Cocos Diplococos Positivo | Positivo | Nae identificado
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Tabela 3 (confinuacac)

Numero

Namero

da da este Gram Forma Tipo aglomeragao T?ste Teste Id?ntif!ca_;ﬁo
amostra | colania celular celular Oxidase | Catalase bioguimica
5 62 Fositivo | Cocos N3o determinado | Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
5 63 Fositive | Cocos Tétradas Negative | Positive | Staphylococcus sp.
6 11 Fositivo Bacilos N3o determinado | Negativo | Positive | Ndo identificado
6 14 MNegativo | Cocos M3o determinade | Negativo | Positivo | Ndo identificado
6 15 Positivo | Cocos Tétradas Negativo | Negativo | N3o identificado
6 44 Fositivo | Cocos M3o determinade | Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
6 47 Positivo | Cocos N3o determinado | Negativo | Positivo | Staphyloecoccus sp.
6 60 Positivo | Cocos Estafilococos Megativo | Positivo | Staphylococcus sp.
6 64 Positivo | Bacilos Nio determinade | Megative | Negativo | Nao identificado
6 66 Positivo | Bacilos N30 determinade | Megative | Positivo | N3o identificado
6 73 Positivo | Cocos Estafilococos Megativo | Positivo | Staphylococcus sp.
6 77 Fositive | Cocos Tétradas MNegative | Positivo | Staphylococcus sp.
7 2 Fositive | Cocos Estafilococos Negative | Positive | Staphylococcus sp.
7 6 Fositive | Cocos M3o determinade | Negative | Positive | Staphylococcus sp.
7 7 MNegativo | Bacilos M3o determinade | Negative | Positive | Ndo identificado
7 8 MNegativo | Bacilos N3o determinado | Negativo | Positive | Ndo identificado
7 9 Positivo | Cocos N3o determinade | Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
7 10 Fositivo | Cocos N3o determinado | Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
7 11 Positivo | Cocos MN3o determinade | Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
7 14 MNegativo | Cocobacilos | N3o determinado | Megative | Positivo | N3o identificado
8 2 Positivo | Bacilos Diplobacilos Positivo | Positiva | N3 identificado
8 3 Positivo | Cocos N3o determinado | Negativo | Positivo | Staphyloecoccus sp.
8 9 Positivo | Cocos Tétradas Megativo | Positivo | Staphylococcus sp.
8 14 Fositive | Cocos Diplecocos MNegative | Positivo | Staphylococcus sp.
8 20 Fositive | Cocos Tétradas Negative | Positive | Staphylococcus sp.
8 24 Fositive | Cocobaciles | Ndo determinade | Negative | Positivo | Nao identificado
8 26 Fositive | Cocos Estafilococos Negative | Positive | Staphylococcus sp.
8 23 Fositivo Bacilos N3o determinado | Negativo | Positive | Ndo identificado
8 34 Fositivo | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
8 38 Positivo | Cocos N3o determinado | Negativo | Positivo | Staphyloecoccus sp.
9 17 Fositivo | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
9 23 Positivo | Cocos Estafilococos Positiva | Negativo | N3o identificado
9 33 Positivo | Cocos Estafilococos Megativo | Positivo | Staphylococcus sp.
9 37 Positivo | Cocos Diplacocos Negativo | Positiva | Staphylecoccus sp.
9 40 Fositive Bacilos Dl’plcba:ilcs_e Positive | Positivo | Nao identificado
Estreptobaciles
9 48 Fositivo | Cocos Estafilococos Positivo | Negativo | Ndo identificado
9 53 Positivo Bacilos Diplnbacilos.e Positiva | Negativo | N3o identificado
Estreptobacilos
57 Positivo | Cocos Tétradas Megativo | Positivo | Staphylococcus sp.
65 Positivo | Cocos Estafilococos Negativo | Positiva | Staphylecoccus sp.
9 77 Positivo Cocos gfrl:;:acscos = Megativo | Positivo | Staphylococcus sp.
10 B Positive | Cocobaciles | Ndo determinade | Negative | Positivo | Nde identificado
10 22 Positivo | Cocos Estafilococos Megativo | Positivo | Staphylococcus sp.
10 32 Positive | Cocos Tétradas Megativo | Positivo | Staphylococcus sp.
10 36 Positivo | Cocos MEo determinado | Megativo | Positive | Staphylococcus sp.
10 a0 Positive | Cocos Estafilococos Megativo | Positive | Staphylococcus sp.
10 49 Positive | Cocobacilos | N3o determinade | Megative | Positive | Nao identificado
10 33 Positive | Cocos Aglomerado Megativo | Positive | Staphylococcus sp.
10 B4 Positive | Cocos Tétradas Megativo | Positive | Staphylococcus sp.
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Tabela 3 (continuacdo)

Namero | Nimero Forma Tipo aglomeracdo | Teste Teste Identificacdo
da da Teste Gram . L

amostra | colénia celular celular Oxidase | Catalase bioguimica
10 74 Positive | Cocos MN3o determinade | Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
10 92 Positivo | Cocobacilos | M3o determinado Positive | Positivo | N3o identificado
11 1 Fositive | Cocos M3o determinade | Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
11 3 Positive | Cocos Estafilococos MNegativo | Positivo | Staphplococcus sp.
11 13 Positive | Cocos Estafilococos MNegativo | Positivo | Staphplococcus sp.
11 17 Positive | Cocos Estafilococos MNegativo | Positivo | Staphplococcus sp.
11 21 Positive | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphplococcus sp.
11 32 Positivo | Cocos MNio determinade | MNegativo | Positivo | Staphylococcus sp.
11 38 Fositive | Cocos Tétradas MNegative | Positivo | Staphylococcus sp.
11 46 Positive | Cocos Tétradas Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
11 47 Positivo | Cocos Estafilococos Positive | Pesitivo | Nao identificado
11 50 Fositive | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphplococcus sp.
12 1 Positive | Cocos Diplacocos MNegativo | Positivo | Staphplococcus sp.
12 3 Positivo | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphplococcus sp.
12 20 Positive | Cocos N3o determinado | Negativo | Positivo | Staphwlococcus sp.
12 22 Positivo | Cocos Tétradas Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
12 25 Positive | Cocos Diplacocos Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
12 36 Positivo | Bacilos Mo determinade | Negative | Negativo | Ndo identificado
12 48 Fositive | Cocos Diplacocos MNegative | Positivo | Staphylococcus sp.
12 49 Positive | Cocos MN3o determinade | Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
12 51 Fositive | Cocos MN3o determinado | Negativo | Positivo | Staphplococcus sp.
12 65 Fositive | Cocos MN3o determinado | Negativo | Positivo | Staphplococcus sp.
13 1 Negativo | Cocos N3o determinade | Negative | Positivo | N3o identificado
13 5 Positive | Cocos N3o determinado | Negativo | Positivo | Staphwlococcus sp.
13 16 Positivo | Bacilos Mo determinade | Negative | Positivo | Ndo identificado
13 30 Positivo | Cocobacilos | M3o determinade | Negative | Paositivo | N3o identificado
13 34 Positivo | Cocos Tétradas Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
13 41 Fositive | Cocos N3o determinade | Negative | Negativo | Nao identificado
13 42 Fositive | Cocos Diplococos Negativo | Positivo | Staphplococcus sp.
13 50 Positivoe | Cocobacilos | N3o determinado | Negativo | Positivo | N3o identificado
13 53 Fositive | Cocos MN3o determinado | Negativo | Positivo | Staphplococcus sp.
13 55 Positive | Cocos Tétradas MNegativo | Positivo | Staphplococcus sp.
14 B Positivo | Bacilos MNi3o determinade | Negative | Negativo | Ndo identificado
14 7 Positive | Cocos Tétradas MNegativo | Positivo | Staphplococcus sp.
14 10 Positivo | Bacilos MNi3o determinade | Negative | Positivo | N3o identificado
14 14 Negativo | Bacilos Esltprlecsfgt!:cslis MNegative | Positivo | N3c identificado
14 15 Positive | Cocobacilos | N3o determinado | Negativo | Positivo | N3o identificado
14 18 Negativo | Cocos Tétradas MNegativo | Positivo | M3o identificado
14 23 Positive | Cocobacilos | N3o determinado | Negativo | Positivo | N3o identificado
14 26 Negativo | Bacilos Diplabacilos Negativo | Negativo | M3o identificado
15 17 Positivo | Cocos Mo determinade | MNegativo | Positivo | Staphylococcus sp.
15 28 Positive | Cocos Diplacocos Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
15 34 Positive | Cocos MN3o determinade | Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
15 40 Negativo E:EiToSsE Bacilos e tetradas Positivo | Negativo | Ndc identificado
15 41 Positive | Cocos MN3o determinade | Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
15 a7 Fositive | Cocos MN3o determinado | Negativo | Positivo | Staphplococcus sp.
15 48 Positive | Cocos Diplacocos MNegativo | Positivo | Staphplococcus sp.
15 51 Positive | Cocos N3o determinade | Negativo | Positivo | Staphplococcus sp.
15 57 Positive | Cocos N3o determinado | Negativo | Positivo | Staphwlococcus sp.
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Tabela 3 (continuacio)

Numero | Nimero Forma Tipo aglomeragao Teste Teste Identificacdo
da da Teste Gram . P

amostra | colénia celular celular Oxidase | Catalase bioquimica
15 58 Positive | Cocos N3o determinade | Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
16 Positive | Cocos Diplococos Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
16 Positive | Cocos N3o determinado | Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
16 15 Positive | Cocos Tétradas Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
16 63 Positivo | Bacilos N3o determinado | Negativo | Positivo | N3o identificado
16 71 Positive | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
16 76 Positive | Cocos N3o determinado | Negativo | Negativo | N3o identificado
16 77 Positivo | Cocobacilos | N3o determinade | Megativo | Positive | Nao identificado
16 g3 Positive | Cocos N3o determinade | Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
16 91 Negativo | Cocos N3o determinade | Negative | Negativo | Nao identificado
16 96 Negative | Cocos N3o determinade | Negative | Positivo | Nao identificado
17 4 Positive | Bacilos N3o determinado | Negativo | Positivo | N3o identificado
17 11 Positive | Cocos N3o determinado | Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
17 18 Positive | Cocos N3o determinado | Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
17 23 Negativo S;E!E:;los N3o determinade | Negativo | Positivo | N3o identificado
17 38 Positive | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
17 33 Positivo | Cocos M3o determinade | MNegativo | Paositivo | Staphylococcus sp.
17 42 Negativo S:E!EZ;GS N3o determinado | Negativo | Positivo | N3o identificado
17 g3 Positivo | Cocos M3o determinade | Megativo | Paositivo | Staphylococcus sp.
17 26 Positive | Cocos N3o determinade | Negative | Negativo | Nao identificado
17 91 Negative | Cocos N3o determinade | Negative | Positivo | Nao identificado
18 9 Negativo | Bacilos N3o determinade | Negative | Positivo | N3o identificado
18 12 Negative | Cocos N3o determinade | Negative | Positivo | Nao identificado
18 17 Positive | Cocos N3o determinado | Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
18 19 Positive | Cocos N3o determinade | Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
18 26 Positive | Cocos N3o determinade | Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
18 27 Positive | Cocos N3o determinado | Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
18 42 Negativa | Bacilos Mio determinade | Megative | Positivo | N3o identificado
18 43 Positive | Cocos Estafilococos Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
18 54 Positivo | Cocos Mio determinado | MNegativo | Paositivo | Staphylococcus sp.
18 &0 Positive | Cocos Estafilococos Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
15 Positive | Cocos Estafilococos Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
19 Positive | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
19 Positive | Cocos Estafilococos Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
19 Negativa | Cocos N3o determinado | Negativo | Positivo | N3o identificado
19 13 Positive | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
15 20 Positivo | Cocos Estafilococos Megativo | Paositivo | Staphylococcus sp.
19 22 Positive | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
15 23 Positivo | Bacilos Estreptobacilos Megativo | Positivo | N3o identificado
15 24 Positive | Cocos Tétradas Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
15 27 Positive | Cocos Estafilococos Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
20 5 Positivo | Bacilos MEo determinado Positivo | Positivo | Mao identificado
20 10 Positive | Cocos Estafilococos Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
20 14 Positive | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
20 40 Positive | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
20 41 Positive | Cocos Tétradas Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
20 45 Positive | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
20 47 Positivo | Cocos M3o determinade | Megativo | Paositivo | Staphylococcus sp.
20 48 Positive | Cocos Estafilococos Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
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Tabela 3 (continuacdo)

Nimero | Namero Forma Tipo aglomeracdo | Teste Teste Identificacdo
da da Teste Gram . PR

amostra | colénia celular celular Oxidase | Catalase bioguimica
20 50 Positivo | Cocos Estafilococos Megativo | Positiva | Staphylococcus sp.
20 53 Positivo Bacilos N3o determinado | Megativo | Positivo | N3o identificado
21 2 Positivo | Cocos N3o determinado Positiva | Positivo | Nao identificada
21 8 Fositive | Cocos Tetradas Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
21 10 Fositive | Cocos N3o determinade | Negative | Positive | Staphylococcus sp.
21 18 Fositive | Cocos Estafilococos Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
21 30 Fositive | Cocos Estafilococos Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
21 53 Fositivo | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
21 61 Positivo Bacilos Diplobacilos Negativo | Positivo | N3o identificado
21 B4 Fositivo | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
21 68 Negativo | Bacilos N3o determinado | Megativo | Positivo | N3o identificado
21 74 Positiva | Bacilos N3o determinado | Negative | Positivo | N3o identificado
22 6 Positivo | Cocos Diplococos Megativo | Positivo | Staphylococcus sp.
22 10 Positivo | Cocos Estafilococos Megativo | Positivo | Staphylococcus sp.
22 11 Positivo Bacilos Estreptobacilos Positivo | Paositivo | Nao identificado
22 16 Fositive | Cocos N3o determinade | MNegative | Positive | Staphylococcus sp.
22 22 Fositivo | Cocos MN3o determinado | Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
22 25 Fositive | Cocos Estafilococos Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
22 30 MNegativo | Cocos Tétradas Negativo | Positivo | N3o identificado
22 35 Fositivo Bacilos MN3o determinado | Megativo | Positivo | N3o identificado
22 37 Positivo | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
22 68 Fositivo | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
23 1 Positivo | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
23 6 Positivo | Cocos Estafilococos Megativo | Positiva | Staphylococcus sp.
23 13 Fositive | Cocos Estafilococos Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
23 14 Positivo | Bacilos Diplobacilos Megativo | Positivo | Nao identificado
24 15 Fositive | Cocos Aglomerado Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
24 20 Fositive | Cocos Diplococos Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
24 25 Fositivo | Cocos MN3o determinado | Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
24 36 Positivo | Cocos MN3o determinado | Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
24 42 Fositivo | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
24 44 Positivo | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
24 57 MNegativo | Cocos Tétradas Megative | Positivo | N3o identificado
24 60 Positivo | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
24 61 Positivo | Cocos Estafilococos Megativo | Positiva | Staphylococcus sp.
24 &3 Positivo | Cocos Estafilococos Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
25 1 Fositive | Cocos Aglomerado Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
25 9 Fositivoe | Cocos Estafilococos Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
25 14 Fositive | Cocos Aglomerado Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
25 15 Fositivo | Cocos Aglomerado Positiva | Megativo | Nao identificada
25 26 Fositivo | Cocos Diplococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
25 36 Positivo | Cocos Aglomerado Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
25 57 Positivo | Cocos MN3o determinado | Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
25 59 Positivo | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
25 60 Positivo | Cocos Aglomerado Megativo | Positiva | Staphylococcus sp.
25 62 Fositivo Bacilos Aglomerado Negative | Positivo | N3o identificado
26 1 Positivo | Bacilos Estreptobacilos Megativo | Positivo | Nao identificado
26 6 Megativo | Bacilos N3o determinade | Megafive | Positive | N3o identificado
26 15 Fositive | Cocos Estafilococos Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
26 44 Fositivo | Cocos Aglomerado Positiva | Positive | Nao identificada
26 68 Megativo | Cocos Tétradas Negative | Positivo | N3o identificado
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Tabela 3 (confinuacdo)

Namero | Nimero Forma Tipo aglomeracdo | Teste Teste Identificacdo
da da Teste Gram . L

amostra | colania celular celular Oxidase | Catalase bioguimica
26 70 Fositive | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphplococcus sp.
26 74 Positive | Cocos Aglomerade MNegative | Positivo | Staphylococcus sp.
26 79 Fositive | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphplococcus sp.
26 82 Positive | Cocos Aglomerado MNegativo | Positivo | Staphplococcus sp.
26 a3 Positive | Cocos Aglomerado MNegativo | Positivo | Staphplococcus sp.
27 3 Positive | Cocos Tétradas MNegativo | Positivo | Staphplococcus sp.
27 10 Positive | Cocos Estafilococos MNegativo | Positivo | Staphplococcus sp.
27 16 Positive | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphplococcus sp.
27 20 Positivo | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
27 23 Positivo | Bacilos Aglomerado Positivo | Positivo | Ndo identificado
27 35 Positivo Eosggéaecilos MNi3o determinade | Negative | Positivo | N3o identificado
27 43 Positivo | Cocos Tétradas Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
27 35 Fositive | Bacilos Aglomerade MNegative | Positivo | N3c identificado
27 57 Positivo | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
27 60 Fositive | Cocos Estafilococos MNegative | Positivo | Staphylococcus sp.
28 2 Positive | Cocos Aglomerade MNegative | Positivo | Staphylococcus sp.
28 4 Fositive | Cocos Aglomerado Negativo | Positivo | Staphplococcus sp.
28 Negativo | Bacilos N3o determinade | Negative | Negativo | Nao identificado
28 24 Fositive | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphplococcus sp.
28 26 Positive | Cocos Estafilococos MNegativo | Positivo | Staphplococcus sp.
28 27 Positivo | Cocobacilos | N3o determinado | Negativo | Positivo | N3o identificado
28 31 Positivo CSE,DS s D.l'plcccc_os 3 Positivo | Negativo | N3o identificado

bacilos diplobacilos
28 38 Negativo | Bacilos N3o determinade Positivo | Positivo | Ndc identificado
28 53 Positivo | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
28 61 Fositive | Cocos MN3o determinade | Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
25 2 Fositive | Bacilos Estreptobacilos MNegative | Positivo | N3c identificado
25 6 Fositive | Bacilos Aglomerado Negativo | Positivo | Mo identificado
25 15 Positive | Cocos Aglomerade MNegative | Positivo | Staphylococcus sp.
25 28 Fositive | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphplococcus sp.
25 42 Positive | Cocos Aglomerado MNegativo | Positivo | Staphplococcus sp.
23 43 Positivo | Bacilos Aglomerado MNegativo | Positivo | M3o identificado
25 45 Fositive | Bacilos Estreptobacilos MNegativo | Negativo | Mo identificado
23 52 Positive | Cocos Aglomerado MNegativo | Positivo | Staphplococcus sp.
25 59 Positivo | Cocos Aglomerado Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
29 66 Positivo | Cocos Aglomerado Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
30 1 Positivo | Bacilos Estreptobacilos Negative | Negativo | Ndo identificado
30 B Positivo | Cocos Aglomerado Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
30 7 Negativo | Cocos Dliplccccos s MNegative | Positivo | N3c identificado
tetradas

30 10 Fositive | Cocos Aglomerade MNegative | Positivo | Staphylococcus sp.
30 11 Positive | Cocos N3o determinade | Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
30 15 Negativo | Bacilos Aglomerade MNegative | Positivo | N3c identificado
30 17 Fositive | Cocos M3o determinade | Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
30 25 Fositive | Cocos Aglomerado Negativo | Positivo | Staphplococcus sp.
30 32 Fositive | Cocos Estafilococos Negative | Negativo | Mo identificado
30 33 Fositive | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphplococcus sp.
31 3 Positive | Cocos Aglomerado MNegativo | Negativo | M3o identificado
31 6 Positive | Cocos Aglomerado MNegativo | Positivo | Staphplococcus sp.
31 16 Positive | Cocos Estafilococos MNegativo | Positivo | Staphplococcus sp.
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Tabela 3 (continuacio)

Numero | Nimero Forma Tipo aglomeragao Teste Teste Identificacdo
da da Teste Gram . P

amostra | colénia celular celular Oxidase | Catalase bioquimica
31 22 Positive | Cocos Aglomerade Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
31 27 Positivo | Cocos Estafilococos Megativo | Paositivo | Staphylococcus sp.
31 38 Negativo | Cocos Estafilococos Negative | Positivo | Nao identificado
31 40 Negativo | Bacilos Estreptobacilos Positivo | Paositivo | Nao identificado
31 46 Positive | Cocos Tétradas Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
31 &0 Positive | Cocos N3o determinade | Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
31 62 Positive | Cocos N3o determinado | Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
32 1 Positive | Cocos Aglomerado Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
32 3 Negativo | Bacilos Estreptobacilos Negativo | Positivo | N3o identificado
32 4 Negativo | Bacilos N3o determinado | Negativo | Negativo | N3o identificado
32 7 Positive | Cocos Aglomerado Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
32 12 Positive | Cocos Aglomerado Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
32 13 Positivo | Cocos Aglomerado Megativo | Paositivo | Staphylococcus sp.
33 9 Positiva | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
33 18 Positivo | Cocobacilos | N3o determinade | Negativo | Positivo | No identificado
33 23 Positive | Cocos Estafilococos Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
33 32 Positive | Cocos Estafilococos Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
33 31 Positive | Cocos Aglomerado Negative | Negativo | Nao identificado
33 52 Positive | Cocos Estafilococos Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
33 53 Positive | Cocos Aglomerado Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
33 55 Positive | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
33 57 Positive | Cocos Estafilococos Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
33 58 Positive | Cocobacilos | N3o determinado | Negativo | Positivo | N3o identificado
34 4 Positive | Bacilos N3o determinade | Negativo | Positivo | N3o identificado
34 10 Positivo | Bacilos N3o determinado | Negativo | Negativo | N3o identificado
34 17 Positive | Cocos Aglomerado Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
34 20 Positive | Cocos Aglomerado Positiva | Positivo | Ndo identificado
34 21 Positivo | Cocos Estafilococos Megativo | Paositivo | Staphylococcus sp.
34 24 Positive | Cocos Estafilococos Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
34 25 Positive | Cocos Tétradas Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
34 27 Positivo | Cocos Estafilococos Megativo | Paositivo | Staphylococcus sp.
34 33 Positive | Bacilos N3o determinade | Negative | Negativo | Nao identificado
34 37 Positive | Cocos Estafilococos Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
33 9 Positive | Cocos Estafilococos Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
33 10 Positive | Bacilos Diplabacilos Negative | Positivo | Nao identificado
33 14 Positive | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
35 20 Negativa | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | N3o identificado
35 41 Negativo | Bacilos Estreptobacilos Negativo | Positivo | No identificado
35 43 Positive | Cocos Tétradas Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
35 45 Positive | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
35 54 Positivo | Bacilos Diplobacilos Megativo | Positivo | N3o identificado
35 &7 Positivo | Cocos Estafilococos Megativo | Paositivo | Staphylococcus sp.
35 73 Positivo | Bacilos Diplabacilas Negative | Positivo | Ndo identificado
36 5 Positivo | Cocos Estafilococos Megativo | Paositivo | Staphylococcus sp.
36 7 Positive | Cocos Estafilococos Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
36 9 Negativo | Bacilos N3o determinade | Negative | Negativo | Nao identificado
36 17 Positive | Cocos N3o determinade | Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
36 22 Positive | Cocos Tétradas Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
36 44 Negativa | Cocos N3o determinado | Negativo | Positivo | N3o identificado
36 49 Positive | Cocos N3o determinade | Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
36 59 Positive | Cocos Aglomerado Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
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Tabela 3 (continuacio)

Namero

Namero

da da Teste Gram Forma Tipo aglomeragao Tn.este Teste Idt.entif'!ca_gﬁo
amostra | colénia celular celular Oxidase | Catalase bioguimica
36 55 Fositive | Cocos Estafilococos Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
36 77 Fositivo Bacilos N3o determinade | Megative | Positive | Nao identificado
37 1 Fositivo | Cocos MN3o determinado | Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
37 16 Fositivo Bacilos MN3o determinado | Megativo | Positivo | N3o identificado
37 21 Positivo | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
37 24 MNegativo | Bacilos N3o determinado | Megativo | Negativo | Ndo identificado
37 32 Positivo | Cocos Aglomerado Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
37 37 Positivo | Cocos Estafilococos Megativo | Positivo | Staphylococcus sp.
37 45 Fositive | Cocos Estafilococos Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
37 31 MNegativo | Bacilos N3o determinade Positivo | Paositivo | Nao identificado
37 52 Fositive | Cocos Aglomerado Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
37 85 Fositivo | Cocos Tétradas Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
38 1 Fositivo | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
38 2 Fositivo | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
38 3 Positivo | Cocos Aglomerado Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
38 4 Positivo | Cocos Aglomerado Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
38 5 Positivo | Bacilos Estreptobacilos Megativo | Positivo | Nao identificado
38 7 Positivo | Cocos Aglomerado Megativo | Positiva | Staphylococcus sp.
38 3 Positivo | Cocos Aglomerado Megativo | Positivo | Staphylococcus sp.
38 11 Fositivo Bacilos N3o determinade | MNegative | Negativo | Nao identificado
38 15 Fositivo Bacilos Estreptobacilos Negativo | Positivo | N3o identificado
38 16 MNegativo | Bacilos Estreptobacilos Negative | Negativo | Nao identificado
35 6 Fositivo E:EiToSse N3o determinado | Megativo | Megativo | Ndo identificado
35 11 Fositivo | Cocos MN3o determinado | Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
33 15 Positivo | Cocos Aglomerado Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
35 20 Fositivo | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
33 23 Positivo | Cocos Diplococos Positiva | Positivo | Ndo identificada
33 23 Positivo | Cocos Aglomerado Megativo | Positiva | Staphylococcus sp.
35 35 Fositive | Cocos Aglomerado Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
33 43 MNegativo | Cocos Tétradas Megativo | Positivo | Nao identificado
35 46 Fositive | Cocos Estafilococos Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
33 48 Fositive | Cocos Aglomerado Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
40 1 MNegativo | Cocos N3o determinado | Megativo | Positivo | N3o identificado
40 4 Fositivo | Cocos MN3o determinado | Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
40 5 Fositivo | Cocos Aglomerado Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
40 6 Positivo | Cocos Tétradas Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
40 7 Positivo | Cocos Estafilococos Megativo | Positiva | Staphylococcus sp.
40 14 Fositive | Cocos Estafilococos Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
40 23 Positivo | Cocos Estafilococos Megativo | Positivo | Staphylococcus sp.
40 30 Positivo E:éﬁ;se NZo determinado Positive | Positivo | N3o identificado
40 36 Fositive | Cocos Aglomerado Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
40 35 Fositive | Cocos Estafilococos Negative | Positivo | Staphylococcus sp.
41 1 Fositivo Bacilos N3o determinade | Megative | Positive | Nao identificado
41 5 Fositivo | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
41 Positivo | Cocos MN3o determinado | Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
41 7 MNegativo | Bacilos MN3o determinado | Megativo | Positivo | N3o identificado
41 15 Positivo | Cocos Estafilococos Negativo | Positivo | Staphylococcus sp.
41 18 Negativo | Bacilos Diplobacilas Megative | Positivo | N3o identificado
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Tabela 4 — Resultados relativos a identificagdo de coldnias de bactérias amostradas no ar interior e exterior do HJA com
recurso a técnicas moleculares, nomeadamente padrdo de RFLP com as enzimas de restricao Hhal e Haelll e
sequenciagdo do gene 16S rRNA. Campos vazios indicam auséncia de dados.

Padrao de RFLP

Niamero |Namero . Origem da
da da comhinado Identificacdo genética identificacio
. . (Hhal-Haelll) ox
amostra | colania (=Nome da OTU) genetica

2 1 L-K

2 5] AP-N

2 7 W-M Moraxella osloensis ou Enhydrobacter aerosaccus Homologia RFLP
2 9 A-B, Staphylocaccus cohnii urealyticus Homaologia RFLP
2 10 E-A

2 19 AB-H

2 22 A-A Staphylococcus cohnii urealyticus Homologia RFLP
2 28 J-]

2 38 Z-

3 3 A-B Staphylococcus cohnii urealyticus Sequenciagdo

3 5 Y-C

3 20 A-B Staphylococcus cohnii urealyticus Homologia RFLP
3 31 A-B Staphylocaccus cohnii urealyticus Homaologia RFLP
3 32 A-B Staphylococcus cohnii urealyticus Homologia RFLP
3 45 P-D Micrococcus luteus Sequenciagdo

3 66 E-U

3 73 A-B Staphylococcus cohnii urealyticus Homaologia RFLP
3 77 A-AL

4 2 A-A Staphylococcus cohnii urealyticus Homologia RFLP
4 5 R-C

< 10 AN-D Micrococcus sp. Sequenciagdo

< 12 AR-AD

4 23 AD-AX

< 24 AS-AO

4 27 AE-Z Bacillus simplex Homologia RFLP
< 28 AD-C

4 30 AD-C

< 36 AK-B

5] 11 K-BD

5] 44 AC-C

5] 47 L-AN

& 60 AD-A Staphylococcus caprae Homologia RFLP
5] 64 T-A Staphylococcus haemolyticus Homaologia RFLP
5] 73 AF-A

9 17 AD-A Staphylococcus caprae Homologia RFLP
9 23 T-A Staphylococcus haemolyticus Homaologia RFLP
9 33 AK-C

9 37 AK-AW

9 40 W-M Moraxella osloensis ou Enhydrobacter aerosaccus Sequenciagdo

9 48 AK-A Staphylococcus hoemolyticus Homaologia RFLP
9 57 T-A Staphylococcus haemolyticus Homologia RFLP
9 65 A-B Staphylocaccus cohnii urealyticus Sequenciacdo

9 77 R-D Kocuria palustris Sequenciagdo
11 1 A-A Staphylococcus cohnii urealyticus Homologia RFLP
11 3 A-B, Staphylocaccus cohnii urealyticus Homaologia RFLP
11 13 A-A Staphylococcus cohnii urealyticus Homologia RFLP
11 21 AB-AW

11 32 a-Q
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Tabela 4 {continuagdo)

Padrao de RFLP

Ndmero (NOmero . Origem da
da da comb:;;edﬁ”{Hhm- Identificacdo genética identificacdo

amostra | colonia (=Nome da OTU) genética
11 38 p-p
11 46 AG-C
11 437 U-Ba
11 50 R-R
14 10 AE-Z Bacillus simplex Sequenciacdo
14 15 Al-5 Gordonia alkanivorans Sequenciagdo
14 18 1V Staphylococcus hominis hominis Sequenciagdo
14 26 E-E
15 17 K-AK
15 28 C-C
15 34 A-A Staphylococcus cohnii urealyticus Homaologia RFLP
15 437 AG-P
15 48 P-pP
15 51 AD-A Staphylococcus caprae Sequenciagdo
15 57 AG-AZ
16 69 5-5
16 71 AF-A
15 76 A-A Staphylococcus cohnii urealyticus Homaologia RFLP
15 83 A-A Staphylococcus cohnii urealyticus Homologia RFLP
17 11 A-A Staphylococcus cohnii urealyticus Homaologia RFLP
17 18 T-A Staphylococcus haemolyticus Homologia RFLP
17 23 0-0
17 39 A Staphylocaoccus cohnii urealyticus Homaologia RFLP
17 42 AP-AR
17 83 F-AN
17 86 AH-A
17 91 AK-A Staphylococcus haemolyticus Homaologia RFLP
18 17 A-A Staphylococcus cohnii urealyticus Homologia RFLP
18 19 F-F
18 26 A-A Staphylococcus cohnii urealyticus Homaologia RFLP
18 27 A-A Staphylococcus cohnii urealyticus Homaologia RFLP
18 45 A4 Staphylococcus cohnii urealyticus Homaologia RFLP
18 54 AD-A Staphylococcus caprae Homaologia RFLP
18 60 A-A Staphylococcus cohnii urealyticus Homaologia RFLP
19 1 A-A Staphylococcus cohnii urealyticus Homologia RFLP
19 5 A Staphylocaccus cohnii urealyticus Homaologia RFLP
19 3] AD-A Staphylococcus caprae Homologia RFLP
19 8 G-D Micrococcus luteus Homologia RFLFP
19 13 N-Y Staphylococcus kloosii Homologia RFLP
19 20 T-4 Staphylococcus haemolyticus Homaologia RFLP
19 22 A-AM
20 3 T-AA
20 10 A-A Staphylococcus cohnii urealyticus Homaologia RFLP
20 14 AD-AK
20 45 A Staphylocaoccus cohnii urealyticus Homaologia RFLP
21 2 AT-M
21 8 AG-D Micrococcus luteus Homaologia RFLP
21 10 AP-BE
21 18 A-A Staphylococcus cohnii urealyticus Homaologia RFLP
21 50 X-AB
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Tabela 4 (continuagdo)

Padrao de RFLP

Niamero |Ndmero , Origem da
da da mmb!;;jﬁj;Hhm' Identificacdo genética identificacdo

amostra | colonia (=Nome da OTU) genética
21 53 T-A Staphylococcus haemolyticus Sequenciacdo
21 61 AD-C
21 64 T-A Staphylococcus haemalyticus Homaologia RFLP
21 68 AE-AQ
21 74 T-T
22 & R-D Kocuria palustris Homologia RFLP
22 10 A-B Staphylococcus cohnii urealyticus Homaologia RFLP
22 11 BW-AF
22 22 M-AY
22 25 T-A Staphylococcus haemolyticus Homaologia RFLP
22 30 P-D Micrococcus luteus Homaologia RFLP
22 35 AL-AY
23 1 AD-A Staphylococcus caprae Homaologia RFLP
23 & A-A Staphylococcus cohnii urealyticus Homaologia RFLP
23 14 AE-AE Planococcus sp. Sequenciacdo
24 15 AD-A Staphylococcus caprae Homaologia RFLP
24 20 AD-A Staphylococcus caprae Homaologia RFLP
24 36 A-AD
24 44 A-A Staphylococcus cohnii urealyticus Homologia RFLP
24 57 AG-C
24 63 o-o
25 1 AD-B
25 9 T-A Staphylococcus haemolyticus Homaologia RFLP
25 14 BB, Staphylococcus cohnii urealyticus Homaologia RFLP
25 15 AL-AU Paracoccus yeei Sequenciagao
25 26 AQ-AC
25 36 AK-A Staphylococcus haemolyticus Homologia RFLP
25 57 I-AH Paracoccus yeei Sequenciagdo
25 59 A-B, Staphylococcus cohnii urealyticus Homaologia RFLP
25 60 AV-D
25 79 T-A Staphylococcus haemolyticus Homaologia RFLP
26 83 T-A Staphylococcus haemolyticus Homaologia RFLP
27 156 A-A Staphylococcus cohnii urealyticus Homologia RFLP
27 23 Al-L
27 48 H-BE
27 55 W-M Moraxella osloensis ou Enhydrobacter oerosaccus Homaologia RFLP
27 57 A-B, Staphylococcus cohnii urealyticus Homaologia RFLP
27 60 A-A Staphylococcus cohnii urealyticus Homaologia RFLP
28 53 AD-A Staphylococcus caprae Homaologia RFLP
25 61 R-Al Kocuria rhizophila Sequenciacdo
29 & 5-AG
29 42 AD-Y
29 45 AE-L Baocillus gronodensis Seguenciagdo
29 52 A-A, Staphylococcus cohnii urealyticus Homaologia RFLP
29 66 K-AK
30 1 E-L Bacillus gronadensis Homaologia RFLP
30 11 AE-AS Cracinobacterium jejui Sequenciacdo
30 17 A-A Staphylococcus cohnii urealyticus Homaologia RFLP
30 3z T-A Staphylococcus haemolyticus Homologia RFLP
30 33 A-A, Staphylococcus cohnii urealyticus Homaologia RFLP
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Tahela 4 [continuagdc)

Padrao de RFLP

Ndmero (Ndmero : Origem da
da da comb:;;j;i[Hhm- Identificacdo genética identificacdo

amaostra | colonia (=Nome da OTU) genética
31 3 T-B Staphylococcus sp. Homologia RFLP
31 46 AL-AU Paoracoccus yeei Homologia RFLF
31 60 AG-D Micrococcus luteus Sequenciagdo
3l 62 a-Q
32 1 P-D Micrococcus luteus Homologia RFLFP
32 4 AP-W
33 38 N-Y Staphylococcus kloosii Sequenciagdo
33 51 Al-Al
33 52 R-Al Kocuria rhizophila Homologia RFLP
33 53 AN-D Micrococcus sp. Homologia RFLP
33 55 T-B Staphylococcus sp. Homologia RFLFP
33 58 A-A Staphylococcus cohnii urealyticus Homologia RFLP
34 17 R-D Kocuria palustris Homologia RFLFP
34 20 -4
34 21 R-P
34 24 R-Al Kocuria rhizophila Homologia RFLP
34 25 A-A Staphylococcus cohnii urealyticus Homologia RFLP
34 27 A-A Staphylococcus cohnii urealyticus Homologia RFLF
34 33 AA-AT
35 10 AL-AP Lactococcus lactis lactis Sequenciagdo
a5 14 ANM-Z
35 41 I-C
35 45 T-B Staphylococcus sp. Homologia RFLP
a5 54 AE-X
35 67 AK-A Staphylococcus haemolyticus Sequenciagdo
35 73 AJ-K Exiguobacterium homiense Sequenciagic
36 17 AD-A Staphylococcus caprae Homologia RFLF
36 44 AD-A Staphylococcus caprae Homologia RFLP
36 59 AK-A Staphylococcus haemolyticus Homologia RFLP
356 77 AE-AS Cracinobacterium jejui Homologia RFLF
37 15 AF-BC Corynebacterium sp. Sequenciagdc
a7 21 A-A, Staphylococcus cohnii urealyticus Homologia RFLP
37 3z T-B Staphylococcus sp. Sequenciagdc
37 37 T-AD
37 45 A-A Staphylococcus cohnii urealyticus Homologia RFLP
37 62 p-C
38 3 AE-AZ
38 4 AE-V
35 7 AE-A7
39 5 E-L Bacillus granadensis Homologia RFLFP
39 20 A-A Staphylococcus cohnii urealyticus Homologia RFLP
39 43 L-E
40 5 AD-A Staphylococcus caprae Homologia RFLP
41 5 A-A Staphylococcus cohnii urealyticus Homologia RFLP
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Tabela 5 — Listagem de coldnias bacterianas amostradas no ar interior do HJA pertencentes a cada OTU e
respectiva quantidade de amostras identificadas por sequenciagdo do gene 16s rRNA, por similaridade de
padrdo de RFLP ou ndo identificadas.

Nome da Nﬂme}rclr de Percentagem do | Ndmero de bactérias Nﬂmerolde ba_acltérias Nimero de
oTu bactérias . \ . da OTU identificadas . .
(padrio de | pertencentes total dfe bactérias | da OTU |dent|f'|cidas por similaridade de hfctgrlas da oTu
RFLP) 3 0TU analisadas % por sequenciagdo padrio de RFLP ndo identificadas
oy 37 10% 1 aF
TA 12 3% 1 11
AD-A 11 3% 1 10
4B B 2% 1 5
AK-A 5 1% 1 4
T-B 4 1% 1 3
AE-L 3 1% 1 2
AG-D 3 1% 1 2
R-Al 3 1% 1 2
R-D 3 1% 1 2
W- 3 1% 1 7
AD-C 2 1% 2
AE-AS 2 1% 1 1
AE-AZ 2 1%
AF-A 2 1% 2
AG-C 2 1% 2
AN-D 2 1% 1 1
Al-AU 2 1% 1 1
K-AK 2 1% P
N-Y 2 1% 1
p-D 2 1% 1
p-p 2 1% 2
-Q 2 1% 2
AA-AT 1 [ 1
AA-AY 1 0% 1
A-AD 1 0% 1
A-AL 1 0% 1
A-AM 1 0% 1
AB-AWY 1 07 1
AB-H 1 02 1
AC-C 1 0% 1
AD-AK 1 0% 1
AD-B 1 0% 1
AD-Y 1 0% 1
AE-AQ 1 02 1
AE-V 1 0% 1
AE-X 1 0% 1
AE-Z 1 0% 1
AF-BC 1 0% 1
AG-AZ 1 0f8 1
AG-P 1 0% 1
AH-A 1 0% 1
Al-AJ 1 0% 1
AJ-K 1 e 1
AK-AW 1 0% 1
AK-B 1 0% 1
AK-C 1 07
AL-AP 1 09 1
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Tabela 5 (continuagio)

Nome da N!.'Jme‘rcln de Percentagem do | Ndmero de bactérias Nl.'lmemlde b?cltérias Nimero de
oty bactérias .. . , da OTU identificadas . .
(padric de | pertencentes total d.e bactérias | da OTU |dent|lf'|cidas por similaridade de hfch.enai.d:a oTuU
RFLP) 3 OTU analisadas % por sequenciacio padrio de RFLP nio identificadas
AM-Z 1 %8 1
AD-C 1 06 1
AP-AR 1 %8 1
AP-BE 1 %8 1
AP-N 1 %8 1
AQ-AC 1 ] 1
AC-AX 1 %8 1
AR-AD 1 % 1
AS-AD 1 %8 1
AT-M 1 0% 1
Al-L 1 %8 1
AV-D 1 0% 1
AW-AF 1 ] 1
C-C 1 04 1
D-D 1 0% 1
E-& 1 0% 1
E-U 1 0% 1
F-AN 1 %8 1
F-F 1 0% 1
H-BB 1 0% 1
I-AH 1 %a 1
I-C 1 0% 1
-] 1 %8 1
K- 1 0% 1
K-BD 1 %8 1
L-AN 1 0% 1
L-E 1 %8 1
L-K 1 0% 1
M-AY 1 02 1
-0 1 04 1
P-C 1 0% 1
R-C 1 0% 1
R-P 1 0% 1
R-R 1 %8 1
5-AG 1 0% 1
55 1 %8 1
T-AA 1 D% 1
T-AD 1 0% 1
T-T 1 0% 1
U-BA 1 0% 1
¥-AB 1 R 1
Y-C 1 0% 1
Z-| 1 %8 1
icer‘r:iii?:adc- 178 a3% 178
Total Geral 360 100% 20 85 255
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Tabela 6 — Listagem de coldnias bacterianas amostradas no ar exterior do HJA pertencentes a cada OTU e
respectiva quantidade de amostras identificadas por sequenciagdo do gene 16s rRNA, por similaridade de
padrdo de RFLP ou ndo identificadas.

Nome da Namero de Percentazem do Namero de Mimero de bactérias Nimero de
oTu bactérias 8 . . hactérias da OTU | da OTU identificadas .
- . total de bactérias . o e bactérias da OTU
(padrdo de | pertencentes a analisadas % identificadas por por similaridade de ndo identificadas
RFLP) oTu sequenciagdo padrdo de RFLP
A-A 2 6% 2
AD-A 1 3% 1
AE-AE 1 3%
AE-Z 1 3%
Al-5 1 3% 1
AP-W 1 3%
E-E 1 3%
IR 1 3% 1
B-D 1 3% 1
Nao
0,
identificado 22 5% 22
Total Geral 32 100% 4 4 24

180



APENDICES

Tabela 7 — Resultados da identificagdo das amostras sequenciadas pela base de dados Bio Informatic Bacteria Identification (BIBI). Homologia (N) -niUmero de nucledtidos iguais
entre sequéncias /niumero de nucledtidos totais da sequéncia da amostra; Gaps (N) — nimero de espagos introduzidos nas sequéncias para obtencdo do melhor alinhamento
possivel; Score (bits) — Pontuagdo atribuida a qualidade do alinhamento. Referéncias bibliograficas relativas as sinonimias: 1-Sneath (1992), 2-Arenskotter et al (2005), 3-1JSEM

(2003), 4-CCUG

Nu;‘:hro Nu;naero Identificacdo final da ?;:ﬁ:ilﬁiap?: Identificacdo original automatica | Sequéncia(s) com maior homologia e | Homelogia | Homologia | Gaps | Gaps | Score
. base de dados BIEI rieag da base de dados BIBI nimero de acesso no GenBank (N) (%) (N) | (%) (bits)
amostra | colonia final
- i Staphylococcus cohnii, 5. cohnii Staphylococcus cohnii urealyticum
Staphylococcus cohnii Homologia
3 3 mg I }'rr_m - m_mag urealyticus, S. cohnii cohnii, S. (ABOD9936) 661/661 100% 0o | o% | 1310
Y nepalensis (syn. 5. cohnii urealyticus)
3 45 Micrococcus luteus Sem dividas | Micrococcus luteus Ma_cmcoccus luteus (A1336138), 582/584 99,66% 0 0% 1147
Micrococcus luteus (AF342073)
Micrococcus luteus (AJ536158),
4 10 Micrococcus sp. Taxon comum | Micrococcus lutews, M. thailandicus | Micrococcus luteus (AFS42073) 489/504 97,02% 0 0% 904
Micrococcus thailandicus (AB247644)
Enhydrobacter
9 40 aerosaccus ou Sem dividas | Enhydrobacter aerosaccus Elr?:idroba;ter Temsgcg us (A1550856) 724727 99,59% 0 0% 1427
Moraxello asloensis (= Moraxella osioensis)
. ) . " Staphylococcus cohnii urealyticum
g 65 Stﬂphy{ococcus cohnii Ho’m_ologla Stﬂphy{ococcus mh?m 5 cf:h i (ABOO9S36) 1372/1372 00% 0 0% 2720
urealyticus maxima urealyticus, 5. cohnii cohnii (syn. S. cohnii urealyticus)’
9 77 Kocuria palustris Sem dividas | Kocuria palustris Kocuria palustris (Y16263) 665/669 100% 0 0% 1325
- ) ) . ) ) Bacillus simplex (AJ628743), _ ~na - _
14 10 Bacillus simplex Sem dividas | Bacilius simplex Bacillus simplex (AB363738) 306,906 100% 0 0% 17596
14 15 Gordonia alkanivarans Sem dividas | Gordonia alkanivarans Gordonia mtfq'a {A—142894?} 833/834 99,88% 0 0% 1851
(syn. G. alkanivorans)
Staphylococcus hominis Homologia Staphylococcus hominis, 5. hominis | Staphylococcus hominis hominis i -

14 18 hominis maxima hominis [2265905) 492/452 100% - 0% 75
15 51 Staphylococcus capitis ou | Homologia Staphylococcus caprae, S, capitis, 5. | Staphylococcus capitis urealyticus 730/730 00% - 0% 1447
S. caprae maxima capitis urealyticus, 5. capitis capitis | (AB233325), 5. caprae (AB009935) N N

Staphylococcus haemolyticus
21 53 | Staphylecoccus sem dividas | Staphylacoccus haemolyticus (APOOG716), _ 662/662 100% 0 | o% | 1312
haemolyticus Staphylococcus haemolyticus
(D83367)
23 14 | Planococcus sp. ﬁlr;;:_ ié iy | Nenhumaidentificagio Planococcus rifitiensis (A1493659) 532/556 95,58% 0o | 0% | 934
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Tabela 7 {continuagdo)

Nu;naero Nu;naero Identificacao final da {i:t;:stril;:iapa"rj Identificacdo original automatica | Sequéncia(s) com maior homologia e | Homelogia | Homologia | Gaps | Gaps | Score
. base de dados BIBI frcaga da base de dados BIBI nimero de acesso no GenBank (N) (%) (N) (%) (bits)
amostra | colonia final
25 15 Paracoccus yeei HD{l"I':ICIngla Paracoccus yeei, P. carotinifaciens Poracoccus yeeil {M%M?S] 576/576 100% 0 0% 1142
maxima (syn. Paracoccus yeei)
25 57 Parococcus yeei Semn duvidas Parococcus yeei Paracoccus yeeil {M%MH] 729/730 99,86% 0 0% 1441
(syn. Paracoccus yeei)
N ] Homaologia L _ _ N _ o _
28 61 Kocuria rhizophila maxima Kocuria rhizophila, K. varians Kocuria rhizophila (Y16264) 833/834 99,88% 0 0% 1651
Baixa
) . homologia e ) . . . - - 0,91 -
29 45 Bacillus granadensis Srvore Bacillus granadensis Bacillus granodensis (DO400892) 644/657 98,02% 6 % 1157
filogenética
Baixa
30 11 | Crocinobacterium jejui 2::2:’;03"3 | cracinobacterium jejui Crocinobacterium jejui {AM235339) 653/664 98,34% 1 D'Of’ 1226
filogenstica
R ] L ) Micrococcus luteus (AJ536158), _ i -
31 &0 Micrococcus luteus Sem dividas | Micrococcus luteus Micracoccus luteus (AF542073) 671/671 00% 0 0% 1330
33 38 Staphylococcus kloosii Semduvidas | Stophylococcus kloosii Staphylococcus kloosii (AB009340) 727/727 00% 0 0% 1441
o - _ L - ] Lactocaccus lactis lactis (AB100803), o
35 10 Lactococcus lactis lactis Sem duvidas Lactococcus lactis lactis Lactococcus lactis lactis [ABO0S215) 739/740 99,85% 0 0% 1459
Staphylococcus hoemalyticus
Staphylococcus . ] (APODE718), ~ha -
35 67 haemolyticus Sem duvidas | Staphylococcus haemolyticus Staphyfococcus haemolyticus 735/735 100% 0 0% 1457
(D83367)
a5 1 Exaggobuctenum Hg n"_lc:ulogm Ex.lguoi_mctenum homiense, E. Exiguobacterium homiense 736/739 99,55% 0 % 1441
homiense maxima aurantiocum (DO351341)
Baixa Corynebacterium afermentans
37 16 Corynebacterium sp. rjsmologla € Corynebacterium afermentans (x82055), ) 467/498 93,73% 2 0,40 780
arvore Corynebacterium afermentans %
filoganstica (X82054)
Arvora e o ~ 0,71
37 32 Staphylococcus sp. flogenética Nenhuma identificacdo Staphylococcus hominis (X66101) 326/365 93,10% 4 % 856
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Tabela 8 — Resultados da identificagdo das amostras sequenciadas pela base de dados GenBank do NCBI. Homologia (N) -nimero de nucledtidos iguais entre sequéncias
/nimero de nucledtidos totais da sequéncia da amostra; Gaps (N) — nimero de espagos introduzidos nas sequéncias para obtencdo do melhor alinhamento possivel; Score
(bits) — Pontuagdo atribuida a qualidade do alinhamento.

Namero
da
amostra

Nimero
da colonia

Identificacao final pela base
de dados GenBank

Critérios para
identificacdo
final

Identificacdo taxonomica das
sequéncias com homologia maxima
no GenBank (nucleotide collection) e

namero de ocorréncias

Namero de
sequéncias
com
homologia
maxima

Homologia

(N)

Homologia
(%)

Gaps
(N}

Gaps
(%)

Score
(bits)

MNumero de acesso no
GenBaonk (sequéncia
do primeiro taxon
listado)

Staphylococcus cohnii
urealyticus

Sem davidas

(1x)Staphylococcus cohnii urealyticus,
(4x)Staphylococcus cohnii,
(5x)Staphylococcus sp.,

(2x) Nao identificado

12

661/661

100%

0%

1221

GO169065

45

Micrococcus luteus

Sem davidas

(38x)Micrococcus luteus,
(27%)Micrococcus sp.,
(2x)N30 identificade

67

583/584

99,83%

0%

HM1B63485

10

Micrococcus luteus

Sem dividas

(14x)Micrococcus luteus,
(18x%)Micrococcus sp.,
(1x)M30 identificade

33

492/504

97,62%

0%

887

AF057289

40

Familia Moraxellaceae

Taxon comum

(7x)Moraxelia osloensis,
(Sx)Moraxelia sp.,
(1x)Enhydrobacter sp.,
(2x)NE0o identificado

13

726/727

99,86%

0%

1335

AYT30714

Staphylococecus cohnii
urealyticus

Sem ddvidas

(1x)Staphylococcus cohnii urealyticus,
(2x)Staphylococcus cohnii,
(2x)Staphylococcus sp.,

(1x) Nao identificado

1372/1372

100%

0%

2534

GO169065

77

Kocuria palustris

Sem dividas

|6x)Kocurio palustris,
(24x)Kocuria sp.,
(2x)N30 identificade

32

£69/669

100%

0%

1236

ELI333883

14

10

Bacilius sp.

Taxocn comum
mais provavel

(18x) Bacillus simplex,
(55%)Bacillus sp.,

(1x)Bacillus muralis,
(5x)Brevibacterium sp.,
(2x)Brevibacterium frigoritolerans,
(9x)M&o identificado

94

506,/906

100%

0%

1674

HMO32850
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Tabela 8 {continuagdo)

——_— P Numero de )
NGmero Critérios para Identificacdo taxondmica das sequéncias Namero de acesso no
Namero | Identificagdo final pela base | | 105 pal sequéncias com homologia maxima q Homologia| Homologia | Gaps | Gaps | Score | GenBank (sequéncia
da . identificacao . . com . A
amostra da colonia de dados GenBank final no GenBank (nucleotide collection) e homolosia (W) (35) (M} | (38) [ (bits) | do primeiro taxon
nomero de ocorréncias méximi listado)
Gordonia alkanivorans (syn. G. (6x) Gordonia alkanivorans,
14 15 nitida) L Sem dividas  |(1x)Gordonia nitida, 15 233/834 99,88% 0 0% | 1537 ABDGS365
(8x)Gordonia sp.
- 1x)Staphylococcus hominis hominis,
Staphylococcus hominis Pay!
14 18 horﬁr‘nj:'s Sem dividas  |(4x) Staphylococcus hominis, 12 432/432 100% 0 0% | 909 50222404
(7x) Staphylococcus sp.
(9x)Staphylococcus copitis,
(5x)Staphylococcus epidermidis,
15 51 Staphylococcus sp. Taxon comum | (1x)Staphylococcus coprae, 18 730/730 100% 0 0% | 1349 FI380564
(1x)Staphylococcus sp.
(1x) N3o identificado
(9x)Staphylococcus haemolyticus,
(1x)Staphylococcus auricularis,
21 53 |Staphylococcus sp. Taxon comum |{1x)staphylococcus warner 18 662/662 |  100% 0 | o% | 1223 FI999931
mais provavel |(4x)Staphylococcus sp.,
(1x)Pseudomonas sp.,
(2x) N&o identificado
. . (1x)Planococcus sp., . DOBET107 e
23 14 Farilia Planoccoccaceae Taxon cormum [1x]Planomicrobium sp. 2 536/556 95,40% 0 0% 937 AM403524
. 7x)Paracoccus yeel,
25 15 Paracoccus yeei Sem duvidas (7 Y g 576/576 100% 0 0% [ 1064 5083534
(1x)Paracoccus sp.
25 57  |Paracoccus yeei Sem dividas Efﬁﬁﬁﬁizﬁiﬂi i;e“ 8 729/730 | 99,86% | 0 | 0% | 1345 GU083584
28 61  |Kocuria rhizophila Sem dividas E?:%izgﬂ:g ;E’Z”ph””* 5 833/834 | 99,9% o | o% | 1537 EU934094
(2x)Bacillus flexus,
1x)Bacillus bataviensis,
29 45 |Bacillus sp. Taxon comum | Bacillus bataviensis 15 658/659 | 99,85% | o0 | 0% | 1214 DQS70687

(11x)Bacillus sp.,
(1x) Mo identificado
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Tabela 8 [continuagZo)

A L Namero de .
. o Identificacdo taxondmica das s Mumero de acesso no
Namero . o Critérios para P ; < sequéncias . . P
da Namero | Identificagdo final pela base identificacio sequéncias com homologia maxima com Homologia| Homologia | Gaps | Gaps | Score | GenBank (sequéncia
da colonia de dados GenBank ' no GenBank (nucleotide collection) e . (M) (%) (M) (%) | (bits) | do primeiro taxon
amostra final . L homologia .
namero de ocorréncias . listado)
maxima
30 11 Bacillus sp. Sem dividas  |(1x)Bacillus sp. 1 660,662 59,70% 0 0% | 1214 EU7845645
(9x)Micrococcus luteus,
Taxon Comum (Ex)Micrococcus sp.,
31 &0 Micrococcus sp. . . (2x)Micrococcus yunnanensis, 23 871/671 100% 0 0% | 1240 AJ536198
mais provavel .
(1x)Variovorax sp.,
(3x) Nao identificado
33 35 Staphylococcus kloosii Sem duvidas  |{2x)Staphylococcus kioosii 2 727/727 100% 0 0% | 1343 AB005940
35 10 Loctococcus loctis lactis Sem dividas  |(3x)Lactococcus lactis lactis 3 740/740 100% 0 0% | 1387 AB278680
(7x)Staphylococcus haemolyticus,
Taxon comum | (2x)Staphylococcus sp.,
35 67  |Stophylococcus haemolyticus on comum | (2x)staphy P 12 735/735 | 100% o | ow% | 1358 EU373517
mais provavel |{1x)Pseudomonas,
[2x)N3o identificado
35 73 Exiguobacterium sp. Sem dividas  |(2x)Exiguobacterium sp. 2 738/735 59,86% 1 |0,14%| 1358 GU933587
37 16 Corynebacterium sp. Sem davidas  |{1x)Corynebacterium sp. 1 473/504 93,85% | 1/504|0,20% | 774 FN235567
[ 1x)Staphylococcus hominis hominis,
(21x)Staphylococcus hominis,
(16%) Staphylococcus sp.,
Taxon comum i
37 32 Staphylococcus sp. mais provével (1x)Staphylococcus warneri, 44 527/565 93,27% | 4/565(0,71% | 893 HM163532
P [ 1x)Staphylococcus hyicus,
[ Lx)Lysinibacillus sphaericus,
(3x) Nao identificado
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Tabela 9 — Resultados da identificagdo das amostras sequenciadas pela base de dados Ribossomal
Database_Project (RDP).

Niamero da Namero da Identificacdo da base de dados Probabilidade de pertencer ao
amostra colonia Ribossomal Database Project (RDP) genero (nivel confianca 95%)
3 3 Staphylococcus sp. 100%
3 45 Micrococcus sp. 100%
4 10 Micrococcus sp. 98%
3 40 Enhydrobacter sp. 100%
E 65 Staphylacoccus sp. 100%
3 7 Kocuria sp. 100%
14 10 Bacillus sp. 100%
14 15 Gordonia sp. 100%
14 18 Staphylacoccus sp. 100%
15 51 Staphylococcus sp. 100%
21 >3 Staphylacoccus sp. 100%
23 14 Planomicrobium sp. 43%
25 15 Paracoccus sp. 100%
25 37 Paracoccus sp. 100%
28 61 Kocuria sp. 100%
23 45 Bacillus sp. 99%
30 11 Eacillus sp. 44%
31 &0 Micrococcus sp. 100%
33 38 Staphylococcus sp. 100%
35 10 Laoctococcus sp. 100%
35 &7 Staphylacoccus sp. 100%
35 73 Exiguobacterium sp. 100%
37 16 Corynebacterium sp. S8%
37 32 Staphylacoccus sp. 100%
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Tabela 10 — Resultados da identificagdo das amostras sequenciadas pela base de dados European Molecular Biology Laboratory (EMBL) e respectivas fontes ambientais de
recolha de bactérias com homologia maxima as amostras deste trabalho. No campo relativo a “Identificagdo das sequéncias com homologia maxima na base de dados EMBL” é
apresentado o nimero de acesso da sequéncia no GenBank e respectiva identificagdo original completa, sendo apresentada apenas a descrigdo da sequéncia com maior grau

de identificagdo taxondmico possivel de entre as sequéncias com homologia maxima.

, , o e - (. , Numero de
Nidmero | Namero | Identificacio pela Identificacdo taxondmica maxima das .| Smith- I L L
P P Homologia sequéncias com | Fontes de recolha das bactérias com homologia maxima na base
da da base de dados | sequéncias com homologia maxima na base (%) Waterman homologia de dados EMBL
amostra | colonia EMBL de dados EMBEL Score 10108
maxima
P& do chdo de casa de humanos (Rintala et al, 2008), Pele do
AF467419 Uncultured Staphylococcus  sp. . m[ . :I .
e - corpa humano (Grice et al, 2009); Comunidades bacterianas
3 3 Staphylococcus sp. |clone Gpanamen9 165 ribosomal RNA gene,|  100% 3305 38 ) . i o
artial sequance associadas @ maléfagos ectoparasitas de roedores da familia
P o Geomyidae (Reed e Hafner, 2002)
3 a5 N3o identificad FME72920 Uncultured bacterium partial 165 99.8% 2817 a4 Pele humana e pé do chio (Taubel et al, 2003); Pele do corpo
20 I0ENHITIEAdo | oA gene, clone FBO4FO7 ' humano (Grice et al, 2008, 2009)
a 10 Nio identificado |Tooo2037 Uneultured bacterium clone M3 g5 6 | 5445 18 Pele de humanos (Taubel et al, 2009 & Grice st al, 2009);
165 ribosomal RNA gene, partial sequence.
- FMS24667 Uncultured gamma Pele humana e pd do chio da casa de humanos (Taubel et al,
9 40 =amsa protecbacterium  partial 165 rRMNA gene,| 99.9% 3632 mais de 50  [2009); Pele do corpo humano (Grice et al, 2008); Guelras de lapas
protecbacterias s - )
clone B-G-4 (Zbinden et al, ndo publicado)
- AF467413 “'Ir':"‘ltl‘r?d _Staph\,flo:cu:m.s > Comunidades bacterianas asscciadas a maléfagos ectoparasitas
9 85 Staphylococcus sp. |clone Gpanamen9 165 ribosomal RNA gene,|  100% 6860 1 o i
: de roedoras da familia Geomyidae (Reed e Hafner, 2002)
partial sequence.
3U458520 Uncultured Kocuriz sp. clone Pa do ch3o da casa de humanos (Tdubel et al, 2009); Pele de
9 77 Kocuria sp. TO305 165 ribosomal RMA gene, partial| 100% 3345 mais de 50  |humanos (Grice et al, 20008, 200%); Salas limpas de laborataric da
SEQUENCE. aeronautica (Moissl-Eichinger, N3o publicado)
FJ501652 Bacillus sp. enrichment culture
14 10 Bacillus sp. clone SYW22 165 ribosomal RNA gene, partial|  100% 4335 5 Aerossdis urbanos (Brodie et al, 2007)
SEqQUENCE.
DOA22886 Uncultured Gordonia sp. clone CC-
14 15 Gordonia sp. WWC2-12 165 ribosomal RNA gene, partial| 98,1% 4032 1 Espuma de dguas residuais (Shen et al, 2007)
SEqUENCE.
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Tabela 10 {continuagio)

. . e R - c . Nimero de
Namero | Ndmero | Identificacdo pela Identificacdo taxondmica maxima das .| Smith- o . L
T e Homologia sequéncias com | Fontes de recolha das bactérias com homologia maxima na base
da da base de dados | sequéncias com homologia maxima na base (%) Waterman homologia de dados EMBL
amostra | colonia EMBL de dados EMEBEL Score 19108
maxima
EU341212 Uncultured Staphylococcus sp. Pele do corpo humano (Grice et al, 2008); Pele humana, po do
14 18 Staphylococcus sp. |clone AV_SN-C12 165 ribosomal RMNA gene,| 100% 2460 maisde 50 |ch3o e pd do colchdc da cama de humanes (Taubel et al, 2003); Ar
partial sequance. da cabine de avides comerciais (Osman et al, 2008)
DQ532155 Uncultured bacterium clone JPL2- Pele humana, pé do chio e pd do colchdo da cama de humanos
15 51 Mo identificade |44 165 ribosomal RMNA  gene, partial| 100% 3650 mais de 50 - ! - o - -
g P (Taubel et al, 2008); Pele do corpo humano (Grice et al, 2009)
sequence.
. . FMB873823 Uncultured bacterium partial 165 - Po do colchdo da cama de humanos (Taubel et al, 2008); Pele do
= 3 N&o identificado rRNA gene, clone MBO1C10 100% 3310 22 corpe humano (Grice et al, 2009)
EU175912 Uncuitured Planococcus sp. clone Lago mindscule em arvere do deserto segregadora de sal (Quit
23 14 Planococeus sp. |cIng_3 165 ribosomal RMNA gene, partial| 96,9% 2660 3 & i BreE
- Raz et al, 2008)
SEqUENCE.
. . |AJSE4943 Uncultured zlpha protecbhacterium . - .
25 15 Alfa proteobactérias 100% 2880 3 PS do colchBo da cama de humanaos (Tdubel 2t al, 2003);
P partial 165 rRNA gene, clona MTAD35 [ }
25 57 N3o identificado FM873761 Uncultured bacterium partial 165 99,9% 3644 1 Po do colchdo da cama de humanos (Tdubel et al, 2009);
rRNA gene, clone MAQ4CD4
FJI873670 Uncultured bacterium  clone
28 a6l N3o identificade  |butcher_F36 165 ribosomal RMA gene, partial| 99,9% 4167 30 Pele de humanos (Grice ef al, 2008, 2009);
SeqUENCE.
EF705146 Uncultured Bacilli bacterium clone
29 45 Bacillus sp. MS158A1 ADS 165 ribosomal RMNA gene,| 99.8% 3292 1 Sistemna gastrointestinal do ser humano (Frank et al, 2007)
partial sequence.
DO2668%6 Uncultured  bacterium  clone
30 11 N3o identificado  |pGXAR4 165 ribosomal RNA gene, partial| 99,7% 3298 2 Solo alcalino (Jiang et al, ndo publicado)
sequUEnce.
EU491141 Uncultured bacterium clone , - .
31 60 NZo identificadc |PaX2b3708 165 ribosomal RNA gene, partial|  100% 3355 8 Pele do corpo humano (Grice et al, 2008, 2009), Crosta ocednica
(Santelli et al, 2008)
SeqUENCE.
13 38 NEo identificado 50422789 Uncultured bacterium clone B37 99,7% 3617 1 Carne de porco refrigerada (Yun, ndo publicado); P6 do chdo da

165 ribosomal RNA gene, partial sequence.

casa de humanos (Tdubel et al, 2009) com homologia a 99,3%
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Tabela 10 {continuagéo)

, , o A . (. , Nimero de
Namero | Namero | ldentificacdo pela Identificacdo taxondmica maxima das .| Smith- I L L
da da base de dados | sequéncias com homologia maxima na base Homologia Waterman| $29Uéncias com Fontes de recolha das bactérias com homologia maxima na base
e 9 6 (%) homelogia de dados EMBL
amostra | colénia EMBL de dados EMBL Score ..
maxima
EU025536 Uncultured Lactococcus sp. clone P& do chido da casa de humanos (Taubel et al, 2009 e Rintala et al,
35 10 Loctococcus sp. |TA4377 165 ribosomal RMA gene, partial| 99,9% 3691 43 2008); Pele do corpo humano (Grice et al, 2009), Sistema
SeqUENCE. gastrointestinal humano (Ley et al, 2006 & Eckburg et al, 2005)
_ - . FM273823 Uncultured bacterium partial 165 Pele do corpo humane (Grice et al, 2003); P& do colchdo da cama
3 o7 N&o identificade rRNA gene, clone MBO1C10 ° 100% 3675 22 de humanlz:-sl.j (Tubel et i:l, 2009) }
AF029046 Benzene mineralizing consortium
35 73 N30 identificado  |clone 5B-22 165 small subunit ribosomal RMA|  99,6% 3668 13 Pele do corpo humana (Grice et al, 2009)
gene, complete sequence,
50062514  Uncultured bacterium  clone
a7 15 NZo identificade  |nbw33e06c1 165 ribosomal RNA gene, partial|  94,6% 2326 1 Pele do corpo humana (Grice et al, 2009)
sequence.
EU341223 Uncultured Staphylococcus sp ol et o 2009} A da cabine e viSescomarees (Osman &
37 32 Staphylococcus sp. |clone AV_SR-N-C11 165 ribosomal RNA gene,|  93,1% 2542 mais de 50 ! ! y

partial sequence.

al, 2008); Salas limpas de laboratéric de aerondutica (Moissl-
Eichinger, N3o publicado);
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Tabela 11 — Lista da origem provavel das bactérias detectadas neste trabalho com base nos resultados da pesquisa das sequéncias das amostras na base de dados Bio
Informatic Bacteria Identification (BIBI), informagdo geral acerca do taxon disponibilizada pela Culture Collection, University of Géteborg, Sweden (CCUG) e detecgdo do taxon
no trabalho de Tdubel et al (2009) acerca da flora bacteriana do interior de edificios associada a ocupagdo humana. Informagdo adicional acercada provavel origem das
bactérias presente na tabela 10 dos anexos, no campo “Fontes de recolha das bactérias com homologia maxima na base de dados EMBL".

Namero Niimero Identificagio final da Fonte da amostra com | Detecgio do taxon no Informacio clinica do taxon Origem provavel das
da da colénia amostra (segundo base de | homologia maxima na | trabalho de Taubel et @l |Ecologia do taxon segundo CCUG 5: undo CCUG bactérias detectadas
amostra dados BIBI) base de dados EIBI (2009) & neste trabalho
Detectado no pd da casa
Staphylococcus cohnii - . P - Fele de humanos e outros Isolado em humanos e cutros Flora bacteriana de
3 3 . N&o indicada apenas, origem naoc : .
urealyticus h . primatas primatas humanos
umana provavel
Detectado e partilhade Fele de mamiferos. Habitat I
. - . - “ . Flara bacteriana de
3 45 Micrococcus luteus N&o indicada entre pele humana e pd da|secundaric: carne, produtos Nao patogenico humanos
casa lacteos, solo, dgua
M. luteus — Mao Detectado e partilhado Omnipresente no ambiente e Geralmente ndo patogénicos, mas Flora bacteriana de
4 10 Micrococcus sp. indicada entre pele humana e pd da [também encontrado em pele, algumas estirpes podem ser h:rnar"os b
M. thailandicus - Solo  |casa carne, dgua, etc. patogénicos oportunistas
) . asloensis: Omnipresente no M. osloensis: Frequentemente
. Detectades e partilhados : . . - I
Moraxella osloensis ou . -, |ambiante e também encontrado |isolado de amaostras clinicas de Flara bacteriana de
9 40 MEo indicada entre pele humana e pd da . ) -
Enhydrobacter aerasaccus casa ern amostras clinicas de humanos |humancs. Baixa patogenicidade  |humanos
E. gerosaccus: Lagos eutroficos  |E. aerosaccus: Sem informacio
Staphylocaccus cohnii - jetectadolns po ,Eia €353 lpele de humanos e outros Isolado em humanos e outros Flora bacteriana de
9 65 . N3o indicada apenas, origem naoc ) -
urealyticus . primatas primatas humanos
humana provavel
Detectado no po da casa Flara bacteriana de
i . Raiz de Typha nopo s Raiz de Typha angustifolia, . .
3 7 Kocuria palustris o apenas, origem ndo . ) N3o disponivel humanaos ou
angustifolia h . Género: Omniprasente )
umana provavel ambiental
Género apenas: Detectado
no pd da casa apenas, Raramente significante em Flora bacteriana
14 10 Bacillus simplex Pinturas murais POGa P Omnipresente -8 i
origem n3o humana amostras clinicas humanas ambiental
provavel
Género apenas: Detectado
Gordonia alkanivorans . , ) ., |no pd da casa apenas, . . . . Flora bacteriana
14 15 o Agua residual industrial i o Nao disponivel N3o disponivel A
(syn. G nitida) origem n3o humana ambiental
provavel

190




APENDICES

Tabela 11 (continuagao)

Nimero NGmero Identificacdo final da Fonte da amostra com | Detecgdo do taxon no Informacio clinica do taxon Origem provavel das
da da colénia amostra (segundo base de | homologia maxima na | trabalho de Taubel et al |Ecologia do taxon segundo CCUG 5: undo CCUG bactérias detectadas
amostra dados BIBI) base de dados BIBI (2009) & neste trabalho
Detectado e partilhado
Staphylococcus hominis - P . Pode ser associado a uma Flora bacteriana de
14 18 . N&o indicada entre pele humana e pd da|Pele de humanos ! ) ,.
hominis casa variedade de infecgdes humanas  [humanos
5. capitis — Pele humana e de 5. capitis — Pode causar
15 51 Staphylococcus capitis ou 5. |N3o indicada para N&o detectada para ambas II PILS ¢ - endocartite Flora bacteriana de
caprag ambas as espécies as espécies Slguns primatas 5. caprae - Poucos casos de humanos
S. caprae - Humanaos, cabras . -
infecgdo humana
Detectado no pd da casa ) N ) . )
Staphylococcus ) Humanos, primatas e animais Associado a uma variedade de Flora bacteriana de
21 53 ; Pele humana apenas, origem humana - , .
haemaolyticus . domésticos infecgdes humanas. humanos
provavel
Agua sulfurosa com Datectado no po da casa Flora bacteriana
23 14 Planacoccus sp. algas verdes & apenas, origem humana  |N3o disponivel Nio disponivel ar;bienta Ih
vermelhas provavel
. Amostra clinica de Jetectado.ns PO da casa Frequentamente isolado de Flara bacteriana de
25 15 Paracoccus yeei apenas, origem humana  |Humanos .
humanos . amaostras clinicas de humanos. humanos
provavel
- Detectado no po da casa . .
. Amostra clinica de nop Fregquentemente isolade de Flora bacteriana de
25 57 Paracoccus yeei apenas, origem humana Humanos .
humanos . amaostras clinicas de humanos. humanos
provavel
Génzro apenas: Detectado .
Raiz de Typha no po da casa apenas Raiz de Typha angustifolia Flors bacteriana de
28 g1 Kocuria rhizophila o ) - - . ) ! NZo disponivel humanaos ou
angustifolia origem n3o humana Genero: Omnipresente .
. ambiental
provavel
. Detectado no po da casa . . . . . . Flara bacteriana de
. . Agua residual de nopoes N3o disponivel. Génaro: N3o disponivel. Génaro:
29 45 Bacillus granadensis . apenas, origem nao : o . . humanos ou
lavagem de azeitonas . Omnipresente patogenicidade muito varidvel )
humana provavel ambiental
« T . . . Flara bacteriana
30 11 Crocinobacterium jejui Algas secas N3o detectado Nio disponivel Nio disponivel ambiental
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Tabela 11 continuagao

Nimero Nimero Identificac3o final da Fonte da amostra com | Deteccdo do taxon no Informacio dinica do taxon Origem provavel das
da da colénia amostra (segundo base de | homologia maxima na | trabalho de Tdubel et ol |Ecologia do taxon segundo CCUG seg undo CCUG bactérias detectadas
amostra dados BIBI) base de dados BIBI (2009) 6 neste trabalho
Detectado e partilhado Pele de mamifaros. Habitat Flora bacteriana de
31 60 Micrococcus luteus NEo indicada entre pele humana e pd da |secundario: carne, produtos MN3o patogénico h:mar'os h
casa lacteos, solo, 4gua
Detectado no po da casa .
. o . = . T . Flora bacteriana
33 35 Staphylococcus kloosii N3o indicada apenas, origem nao Mamiferos N3o disponivel ambiental
humana provdvel
Detectado no po da casa - Flora bacteriana
. . o : - . Geralmente ndc detectado em ;
35 10 Lactococcus lactis lactis N&o indicada apenas, origem nac Frodutos lacteos - ambiental ou de
. amaostras clinicas e solo
humana provavel humanos
Staphylococcus DEtEEtadD.nC po da casa Humanos, primatas e animais Associado a uma variedade de Flora bacteriana de
35 67 ) Pele humana apenas, origem humana - . -
haemolyticus . domésticos infeccdes humanas. humanos
provavel
Género apenas: Detectado _ .
no po da casa apenas Raramente significante em Flora bacteriana de
a5 73 Exiguobacterium homiense |Ar=ia do mar : o ! Ambiente alcaling - humanos ou
origem ndo humana amostras clinicas humanas _
. ambiental
provavel
Detectado e partilhado Fatogenicidade muito variavel, C. -
. . . . Flora bacteriana de
a7 16 Corynebacterium sp. N3o indicada entre pele humana e pd da |Omnipresente afermentans presente em humanos
casa amostras clinicas humanas
Detectado e partilhado Fele, glandulas da pele e Algumas espécias sdo patogénicos Flora bacteriana de
37 32 Staphylococcus sp. N&o indicada entre pele humana 2 pé da|membranas mucosas de animais |oportunistas de humanes e autros |, -

casa

de sangue quente

animais

hurnanos
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Tabela 12 — Niumero de amostras com determinag¢do de OTU, nimero de OTU distintas detectadas e indice
de diversidade de OTU para os locais amostrados no HJA. indice de diversidade de OTU = nimero de OTU
distintas no local / nUmero de amostras com determinagéo de OTU.

Local de amostragem ch:n?;n;;toe?fn‘iar:ggoﬁszr:: Oh:ﬁn;?:;':nizs indice de diversidade de OTU

OTU [N) (s) (S/N)
Exterior 10 9 90%
Bar pessoal 10 10 100%
Corredor Piso 0 10 8 80%
Corredor Piso 1 12 9 75%
Corredor Piso 2 8 5 63%
Corredor Piso 3 15 11 73%
Cozinha 10 g 80%
Lavandaria 8 ¥] 75%
Cuarte Castanholas 5 3 60%
Cuarto Papoila 14 10 71%
Cuarte Pardal da Terra 18 14 78%
Cuarte Til 14 11 79%
Quarto Toutinegra 13 15 79%
Sala convivio 14 12 86%
Sala estar (modificada para guarto) 18 14 78%
Sala fisioterapia 7 4 57%
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