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Exposicio a Agentes Biologicos: um Estudo de Caso em Autocarros Portugueses
Exposure to Biological Agents: A case study in Portuguese Buses

Joana Santos
School of Health, Polytechnic Institute of Porto

ABSTRACT

Buses are used by thousands of people in all cities. Passengers are faced with a microenvironment, which may have an
impact on their human health. The present study aimed at evaluating and analysing of exposure to biological agents in
collective road transport, through the quantification and identification of bacterial and fungal species inside buses. The
study carried out in 41 bus trips from January to May 2017. The collection of pure bacterial and pure fungal colonies and
their respective isolation was performed by plaque scoring technique, and DNA extraction was performed to identify the
species, followed by the PCR technique and sequencing. The 7 identified bacterial species were Staphylococcus
argenteus, Bacillus siamensis, Exiguobacterium undae, Psychrobacter faecalis/pulmonis, Exiguobacterium mexicanum,
Bacillus paralicheniformis, Exiguobacterium aquaticum. The 6 identified fungal species were Epicoccum nigrum,
Clasdoporium haloterans, Cryptococcus diffluens, Cladosporium tenuissimum, Alternaria infectoria and Alternaria
tenuissima / Alternaria alternata. Prevention measures such as maintenance of the air-conditioning and ventilation
system, use of more efficient cleaning products are intended to ensure safety and comfort for all occupants.

KEYWORDS: fungi, bacterial contamination, air quality, transport

1. INTRODUCAO

Os transportes rodoviarios coletivos, como o0s
autocarros, sdo veiculos de transporte publico utilizados
em massa por inumeras pessoas em todo o mundo. A
utilizagdo de transportes publicos tem crescido nas areas
urbanas, devido a fatores como o prego acessivel, a
abrangéncia de varias rotas e o aumento da comodidade,
contribuindo para o crescimento da economia do pais
(Ruiz et al., 2017). Contudo, os condutores de transportes
publicos e os respetivos passageiros encontram-se
expostos a um microambiente que pode conter
concentragdes significativas de agentes bioldgicos, como
bactérias e fungos, sendo essencial apostar nas avaliacdes,
verificando a exposi¢ao real e elaborando medidas de
melhoria, de forma a salvaguardar a saude humana (Pang
e Mu., 2007). Jo e Lee (2008) referem que a exposicao a
elevadas concentracoes de bioaerossois encontra-se
associada a patologias como a asma, rinite ¢ pneumonite
de hipersensibilidade. Concomitantemente, os autocarros
tém sido apontados como fontes de alérgenos em
pacientes com doengas atopicas (Wang et al., 2013).
Considerando as caracteristicas especificas deste tipo de
ambientes, este estudo teve como principais objetivos
analisar e identificar as espécies bacterianas e fingicas
presentes no ar e nas superficies de autocarros com
percursos urbanos e propor medidas que reduzam o risco
de exposi¢ao dos ocupantes a estes agentes.

2. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo incluiu um total de 20 autocarros
que realizam diferentes trajetos no Grande Porto, desde o
centro a periferia, perfazendo um total de 41 viagens — 21
de ida e 20 de volta. As amostragens decorreram durante
os meses de janeiro a maio de 2017, obtendo-se um
namero final de 61 isolados de bactérias, dos quais 51
pertenciam ao ar e 10 as superficies. Quanto aos fungos,
obtiveram-se 68 isolados, dos quais 66 pertenciam ao ar e
2 pertenciam as superficies. As amostragens foram
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realizadas em autocarros que partiam da garagem rumo a
primeira paragem e, por isso, tinham sido higienizados
durante a noite para estarem prontos a iniciar o seu trajeto
normal durante o dia. Realizaram-se recolhas de amostras
de superficies ainda na garagem antes da entrada de
passageiros e no final da viagem, de forma a avaliar a
influéncia dos ocupantes na contaminagdo das superficies.
Por outro lado, as amostras de ar foram recolhidas sempre
na presenca de ocupantes, realizando uma amostragem no
inicio da viagem de ida, outra no final da mesma viagem,
e por conseguinte, uma amostragem no inicio da viagem
de volta e outra no final da mesma viagem, de modo a
avaliar a influéncia do numero de ocupantes na
contaminagdo do ar. Para realizar a colheita das amostras
de ar recorreu-se ao amostrador MAS-100 da Merck Estas
amostras foram realizadas em pontos de amostragem
especificos dos autocarros de acordo com as
caracteristicas do espaco, de forma a ndo comprometer o
normal funcionamento do veiculo e o transporte dos
individuos. O volume de ar amostrado foi 250 L em todas
as viagens. Para a recolha de amostras das superficies
foram realizados esfregagos com uma zaragatoa estéril. A
recolha de amostras de superficies foi realizada nos
vardes verticais junto as portas de entrada e saida de
passageiros ¢ ainda no corrimio lateral em frente a porta
de saida e nos bancos dos ultimos lugares. As amostras
foram depois transportadas para o laboratdrio e incubadas
durante 7 dias a 25°C, no caso dos fungos ¢ a 37°C
durante 48 h, no caso das bactérias. Apds a contagem das
colénias mistas das placas, selecionaram-se as colonias
mais frequentes) e procedeu-se ao seu isolamento através
do Método de Riscado em placa. Para a realizagdo da
extracdo do ADN das bactérias e dos fungos, utilizou-se o
E.Z.N.A Bacterial DNA Kit, e seguiram-se as etapas do
protocolo automatizado. De forma a identificar as
espécies, recorreu-se a Técnica de Reagdo em Cadeia de
Polimerase (PCR), apds a extragdo do ADN das bactérias
e dos fungos, seguida de sequenciacao.
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3. RESULTADOS

Foram identificadas um total de 7 espécies de
bactérias e 6 espécies de fungos presentes no ar e
superficies dos autocarros estudados, como ¢ possivel
observar na Tabela 1.

Tabela 1 — ldentificagdo das espécies

Bactérias Fungos

Staphylococcus argenteus Epicoccum nigrum

Bacillus siamensis Cladosporium
halotolerans
Exiguobacterium undae Cryptococcus diffluens
Psychrobacter Cladosporium
faecalis/pulmonis tenuissimum,

Exiguobacterium mexicanum Alternaria infectoria

Alternaria tenuissima /
Alternaria alternata

Bacillus paralicheniformis

Exiguobacterium aquaticum

4. DISCUSSAO

Relativamente as espécies de bactérias identificadas,
os dados inerentes a infegdes por Staphylococcus
argenteus sao limitados, contudo foi realizado um estudo
na Australia cujo resultado demonstrou que este
microrganismo estd predominantemente associado a
infecdes cutaneas e de tecidos moles (Chantratita et al.,
2016). A espécie Bacillus siamensis caracteriza-se como
uma bactéria Gram (+) de origem ambiental e com acdo
fitopatogénica, ndo apresentando por isso risco potencial
para saide humana (Sumpavapol et al, 2010).
Exiguobacterium undae tem origem ambiental e esta
associado a estudos que analisaram amostras de agua
doce proveniente de lagoas (Friihling et al., 2002). A
espécie Psychrobacter faecalis foi encontrada num estudo
que isolou este microrganismo a partir de bioaerossois
presentes num quarto contaminado com fezes de pombos,
sugerindo a associagdo entre as fezes deste animal com o
desenvolvimento desta espécie. A espécie Psychrobacter
pulmonis foi encontrada e isolada a partir de estudos
realizados em pulmdes de cordeiro (Deschaght, 2012). A
espécie  Exiguobacterium mexicanum tem origem
ambiental e estd associado a cistos de camardo presentes
em aguas salobras (Lopez-Cortés, 2006). A espécie
Bacillus paralicheniformis tem origem
ambiental/alimentar, ou seja, ndo clinica. Esta bactéria
Gram (+) anaerdobia, moével e volatil formadora de
endosporos foi isolada a partir de pasta fermentada de
soja, segundo Dunlap et al. (2015). Exiguobacterium
aquaticum é uma bactéria Gram (+), em forma de haste
curta, que apresenta a cor amarelada, tem origem
ambiental e foi isolada a partir de uma amostra de agua
recolhida em Tikkar Tal Lake, Haryana e submetida a
uma analise taxondmica polifasica detalhada, de acordo
Raichand et al. (2012).

No que diz respeito aos fungos identificados, a
espécie Epicoccum nigrum tem distribuicdo mundial.
Num estudo de Noble et al. (1997), através de amostras
recolhidas do ar interior e amostras de materiais de
construcdo, foi verificado que o fungo E. Nigrum
colonizava os seios nasais de quatro pacientes, causando a
designada sinusite fingica alérgica. Cladosporium
halotolerans ¢ considerado comum no interior nas
habita¢cdes. O numero de estudos e de bases de dados
relativos a C. halotolerans sdo escassos, visto que sO
recentemente este foi separado de Clasdosporium
sphaerospermum (Yang et al., 2016). A espécie
Cryptococcus diffluens ¢ um fungo ambiental que
provoca lesdes na pele, que podem ser resistentes a
antibioticos, dificultando o tratamento dos pacientes. A
espécie  Cladosporium  tenuissimum tem  origem
ambiental, sendo considerada patogénica para plantas.
Alternaria infectoria tem origem ambiental e afeta,
principalmente, as colheitas de trigo. No entanto, este
fungo também ¢ considerado patogénico para o ser
humano, podendo causar infe¢do subcutinea e sistémica
(Halaby et al. 2001). A espécie Alternaria tenuissima
pode afetar a pele de pacientes imunocomprometidos,
produzindo metabolitos toxicos que podem colocar em
risco o ser humano. Pastor ¢ Guarro (2008) referem que
A. alternata foi identificada como agente causal em seis
casos de lesdes oculares, tendo também sido isolada em
quatro casos de sinusite causada por fungos. Estes autores
mencionam que embora a incidéncia de Alternaria spp.
como agente causal de onicomicose seja reduzida, A.
alternata foi isolada em 11 pacientes.

5. CONCLUSOES

Os autocarros publicos s3o parte integrante do dia de
muitos individuos, constituindo, certamente, um
microambiente potencial para a exposi¢d@o individual a
microrganismos, como bactérias e fungos, potencialmente
patogénicos, constituintes tanto do ar como das
superficies. Neste estudo foram identificadas espécies
com origem humana, contudo, foram também detetadas
espécies ambientais com relevancia do ponto de vista da
saude publica. O arejamento natural dos espagos, através
da abertura de janelas, a higienizac¢ao das superficies com
produtos desinfetantes que apresentem um tempo de
atuagdo mais prolongado e a formacgao/sensibilizacdo de
profissionais e ocupantes poderdo representar acdes que
minimizem a exposicdo a agentes biologicos nos
transportes rodoviarios de passageiros.
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