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Exposicao Ocupacional a Fungos: um Estudo de Caso na Industria

Transformadora da Cortica

Occupational Exposure to Fungi: A case study in the Cork Industry

Ricardo Rocha!, Maria Paula Neves!, Mariana Girdo?, M. Fatima Carvalho?, Rui S. Oliveira’ and Joana Santos*

'School of Health, Polytechnic Institute of Porto

2CIIMAR - Interdisciplinary Centre of Marine and Environmental Research
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ABSTRACT

Occupational exposure to fungi in the cork industry is responsible for several respiratory problems and can be influenced
by factors such as automation level of the production process, type of ventilation, storage conditions and cooking times
of cork boards. Thus, the main objective of this study was to evaluated and identified fungal species existing in the air
and surfaces of slicing and punching workplaces in cork small and medium-sized companies (SMEs). Air and surfaces
samples were collected in five cork SMEs, included a total of eighteen workplaces. The collection of pure fungal
colonies and their respective isolation was performed by plaque scoring technique, and DNA extraction, followed by the
PCR technique and sequencing. The fungi identified were Penicillium glabrum and Neurospora spp. Improve the
ventilation and storage conditions, as well as increase automation level of the production can reduce the risk of

occupational exposure in SMEs.

KEYWORD: small and medium-sized companies, fungal contamination, exposure, slicing, punching

1. INTRODUCAO

Portugal possui a maior area do mundo de montado de
sobro, sendo a cortiga (casca do sobreiro) um recurso
aproveitado para transformagdo por 670 empresas, que
empregam cerca de 9000 trabalhadores (APCOR, 2016).
A industria portuguesa da cortica ¢ dividida por quatro
subsetores: a preparagdo das pranchas de cortica, a
transformag@o da prancha de corti¢ca numa rolha natural, a
granulacdo e a aglomeragdo (CTC, 2001). A fabricagdo
de rolhas de cortica natural ¢ a maior atividade das
empresas da industria transformadora de cortiga
(APCOR, 2015). Os processos de rabaneagdo e brocagem
sd0 processos integrantes na industria transformadora
para a obtencdo de uma rolha de cortica natural (CTC,
2001; Figueiredo, Fernandes, Limpo, Gil, & Mauricio,
2001).

A preocupagdo relacionada com a exposi¢do dos
trabalhadores a fungos e poeiras de cortica durante os
processos transformagdo da cortica tem levado ao
desenvolvimento de alguns estudos, ainda escassos, no
sentido de quantificar e identificar espécies presentes no
ar e superficies destes ambientes de trabalho (Oliveira et
al., 2003; Viegas, Faria, Sabino, & Gomes, 2015), ¢ que
podem levar ao desenvolvimento de doengas
profissionais. Os géneros e espécies de fungos mais
comuns nestes ambientes de trabalho sdo o Penicillium
spp., Mucor spp., Trichoderma spp., Cladosporium spp.,
Aspergilus glaucus (CTC, 2001; Santos, Braganca, &
Casimiro, 2005). A incidéncia de problemas respiratorios,
como a Asma Ocupacional e a Suberose nos
trabalhadores da industria da cortica ¢, geralmente,
atribuida a dispersdo e, consequente, inalacdo de esporos
de bolor e poeiras de cortica que pode ocorrer durante o
corte das placas, apds a fase de maturagdo da cortiga. A
espécie Penicillium glabrum tem sido referida como
responsdvel pela Suberose, que se manifesta como um
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Alveolite Alérgica Extrinseca (AAE) (Delgado et al.,
1996).

O presente estudo teve como principal objetivo avaliar
e analisar a exposi¢do ocupacional a fungos em postos de
trabalho de rabaneacdo e brocagem em pequenas e
médias empresas do setor da industria transformadora da
cortiga.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Amostra

O estudo desenvolvido foi aplicado em 5 industrias
transformadoras de corti¢a do concelho de Santa Maria da
Feira (Aveiro, Portugal). As medi¢des foram realizadas
entre o fim do més de maio e o inicio do més de junho de
2017. As amostragens foram realizadas nas tarefas de
rabaneacdo e brocagem de cortica, por serem os locais
que produzem mais poeiras de cortica (Basilio, Gaspar,
Pereira, & San Romao, 2006; Winck & Delgado, 2000).
No total foram avaliados 18 postos de trabalho das
empresas em estudo correspondendo a 18 trabalhadores.
Foram registadas as condigdes gerais das empresas e as
condi¢bes relativas as caracteristicas da cortiga,
nomeadamente, a sua origem, o dia da sua cozedura, bem
como o tempo e a temperatura.

2.2 Instrumentacdo

A colheita de ar para a quantificagdo de
microrganismos foi realizada através do amostrador de ar
MAS-100 da Merck Millipore (Alemanha). Os
pardmetros térmicos foram recolhidos através do

equipamento de leitura direta IJAQ-CALCTM- Modelo
8762. Para a identificagdo molecular dos fungos foram
usados os equipamentos: termociclador Veriti™ de 96
pocos, PN 4375786 (EUA) na fase de PCR; para obter as
imagens no gel de agarose da fase da eletroforese usou-se
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o equipamento Gel Doc™ XR+ da Bio Rad (170-8195)
(EUA).

23 Amostragem e andlise laboratorial

As amostragens de ar para a quantificagdo de
microrganismos viaveis tiveram por base o procedimento
NIOSH n.° 0800. O volume de ar amostrado foi de 50 L e
o meio de cultura utilizado foi Rose Bengal Caf Agar
(RBCA). Apos a selecdo dos locais a avaliar, procedeu-se
a monitorizagdo da temperatura do ar e humidade relativa
do ar. Para a amostragem das superficies de trabalho dos
postos de rabaneagdo e brocagem e das pranchas de
cortica colocadas junto a estes postos foram realizados
esfregacos com uma zaragatoa estéril. As amostras foram
depois transportadas para o laboratério e incubadas
durante 5 dias a + 25°C. Os parametros térmicos foram
recolhidos a uma altura de 1.5+0.5m acima do chéo, a
uma disténcia de 0.5m da parede e estabilizado durante 5
minutos, junto aos postos de trabalho em estudo. Depois
do periodo de incubagdo, procedeu-se a contagem das
colodnias e ao céalculo de UFC/m’. Posteriormente, foram
isoladas as colonias com morfologia mais frequente nas
amostras de ar e superficies. A identificagdo molecular
dos fungos contemplou trés fases principais, que sdo:
extragdo do ADN; PCR; sequenciacdo. Retirou-se uma
por¢do de uma colénia para extragdo do ADN usando o
kit E.Z.N.A® Bacterial DNA Kit (WHR; Omega—Bio tek,
modelo: D3350-02, EUA), seguido o protocolo do
referido kit. Seguidamente, realizou-se a técnica de PCR
com os primers especificos para fungos: ITS 1 ¢ ITS 2. A
ultima fase do procedimento de identificagdo dos fungos,
as sequéncias obtidas foram comparadas com bases de
dados de referéncia, para selecionar a sequéncia que se
assemelhasse mais a obtida, e assim, aferir o género ou
espécie do microrganismo analisado.

2.4 Anadlise de dados

No procedimento de andlise e tratamento dos dados
foram utilizados os programas Microsoft Excel e o
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) —
versao 24.0. O tratamento e a analise dos dados
envolveram estatistica descritiva, com analise das médias
aritméticas e desvios padroes.

3. RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas estruturais
gerais das empresas em estudo. Todas as empresas
apresentavam apenas sistemas de ventilagdo natural. As
concentragdes de microrganismos no ar foram incontaveis
na maioria das amostras, exceto, num posto de
rabaneacdo da empresa E e no primeiro posto de
brocagem da empresa C, com uma concentragdo de
7.6x10° UFC/m*® e 3.3x10° UFC/m?®, respetivamente.
Desta forma, ndo ¢é possivel estabelecer uma relagao entre
o tempo de espera da cortica desde a sua cozedura até a
sua laboragdo e a concentracao de fungos no ar, uma vez
que os resultados das concentragdes de fungos no meio
RBCA, foram todos incontaveis. A espécie Penicillium
glabrum obteve uma percentagem de similaridade de
99.8%, enquanto que o género Neurospora spp. obteve
100% de similaridade, com as bases de dados de
referéncia.

4. DISCUSSAO

O movimento das pranchas de cortica para a
rabaneagdo ¢ o movimento do trago para a sua brocagem
pode representar uma causa para a dispersdo de fungos
durante as atividades de brocagem e rabaneagdo,
promovendo a disseminagdo de esporos e de hifas de
fungos (Barontini et al., 2014). Por outro lado, o estudo
realizado por Oliveira et al. (2003), referente a analise da
colonizacdo de fungos ao longo do processo de fabricagdo
de rolhas de cortica, mostrou uma redugdo consideravel
na concentracao de fungos entre o inicio do processo de
fabricagdo de rolhas e o seu fim, devido a redugdo gradual
de humidade na rolha de cortica. A temperatura proxima
dos 25°C e a humidade constituem fatores propicios ao
crescimento de fungos (Lee & Liao, 2014).

Segundo Winck et al. (2004), a exposicdo dos
corticeiros a fungos no seu local de trabalho pode induzir
o desenvolvimento de suberose. Ambos os fungos
identificados neste estudo foram também confirmados em
quase todas as amostras do estudo de Prat, Ruiz-Rueda, et
al., (2009). Basilio et al. (2006) refere que P. glabrum ¢
identificado ndo s6 em pequenas empresas, mas também
em grandes inddstrias. Coté, Chan, Brochu, & Chan-
Yeung (1991), revela que o desenvolvimento de asma
ocupacional num trabalhador da industria da madeira
deveu-se a presenca de fungos do género Neurospora spp.

Tabela 1 — Principais caracteristicas de Seguranca e Higiene no Trabalho das empresas

A . Empresa
Parametros Verificados A B C D £
1. Ventilagdo Natural Natural Natural Natural Natural
1.1. Conservagdo do estado da ventilagdo Média  Boa  Média Média  Boa
2. Tetos e paredes em bom estado de conservagdo Sim Sim Sim Nao Sim
3. Pavimentos em bom estado de conservacio Sim Sim Sim Nio Sim
4. Variagdes de temperatura significativas Nao Nio Nao Nao Nio
5. Area de trabalho desobstruida Sim Sim Sim Néo Sim
6. Vias de circulagdo desimpedidas Sim Sim Sim Nao Sim
7. Servigos de Seguranca e Satide no Trabalho . . . . .
Sim Sim Sim Sim Sim

implementados
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5. CONCLUSAO

O principal agente etioldgico da suberose, P. glabrum,
foi detetado em todos as empresas estudadas, pelo que os
trabalhadores estio em risco de desenvolver esta
pneumonite de hipersensibilidade e também asma
ocupacional pela presenca do género Neurospora spp.

Como trabalhos futuros seria essencial avaliar a
exposicdo a agentes bioldgicos num maior numero de
PMEs, utilizando amostradores individuais.
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