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I.     Apresentação e Justificativa

            As Infecções Relacionadas à Assistência à Saúde (IRAS) são condições que um paciente hospitalizado ou submetido a um procedimento médico pode adquirir entre a admissão e a alta (Guimarães et al., 2011). Tais doenças estão intimamente relacionadas com a qualidade microbiana do ambiente hospitalar, a finalidade e o tamanho do hospital e a suscetibilidade do indivíduo à infecção, ou seja, o grau de comprometimento imunológico dos pacientes (Santos et al., 2007). 

             Pouco se sabe sobre a contaminação ambiental em hospitais e clínicas veterinárias, sendo difícil quantificar e identificar até mesmo em hospitais humanos. No entanto, sabe-se que os contaminantes biológicos comumente envolvidos nesse processo são bactérias e fungos, que podem estar presentes em vários departamentos (Cardoso et al., 2019). 

             Os principais agentes fúngicos relacionados as IRAS são aqueles classificados como saprófitos. Embora os fungos saprófitos normalmente não se revelem patogênicos, eles podem assumir um caráter oportunista, dependendo da saúde do hospedeiro, podendo proliferar e, em alguns casos, desencadear complicações fatais (Trabulsi; Alterthum, 2015). Alguns dos fungos frequentemente isolados em infecções oportunistas incluem espécies como Candida, especialmente a Candida albicans; Cryptococcus neoformans; Aspergillus spp., com destaque para A. fumigatus; Fusarium spp., Acremonium spp., Zigomicetos, Basidiomicetos (Coprinus delicatus) Geotrichum candidum; Rhodotorula rubra; Cladophialophora bantiana e Exophiala spp. (Brooks et al., 2014).
              A identificação da espécie do fungo presente no ambiente hospitalar é um dado epidemiológico importante, pois auxilia na construção de medidas de controle e profilaxia ambiental. A identificação é feita por meio de um conjunto de técnicas, com o cultivo e caracterização macroscópica, seguida do microcultivo para avaliação microscópica e possível identificação do gênero (Riddel, 1950) e a realização de técnicas moleculares para identificação de fungos filamentosos é um método essencial que se caracteriza por um processo rápido e de alta sensibilidade (Mello et al., 2011; Dias et al., 2014). 

             Algumas dessas técnicas são baseadas em PCR (reação em cadeia da polimerase) e são empregadas para variabilidade genética em fungos, entre as técnicas se sobressai o uso de marcadores moleculares (Ramos, 2016), alguns destes são utilizados para elaboração de “DNA fingerprintings”, pois são capazes de determinar múltiplos alelos em lócus determinados (Alves et al., 2007).
              Diante do exposto, o presente trabalho visa verificar quais são as principais espécies de fungos filamentosos patogênicos presentes na Clínica Veterinária Universitária (CVU), no intuito de monitorar e verificar os fungos patogênicos dos ambientes do centro cirúrgico e da sala de medicação pré-anestésica.    
II. Objetivos

Objetivo Geral   

Identificar, por meio de métodos moleculares fungos filamentosos presentes em amostras coletadas de superfícies inanimadas de uma Clínica Veterinária Universitária.  
Objetivos específicos  

1.
Agrupar os fungos, anteriormente isolados, pelos morfotipos

2.          Realizar microcultivo para possível identificação do gênero

3.
Realizar a amplificação e o sequenciamento das regiões espaçadoras transcritas internas (ITS) do rDNA dos fungos filamentosos;   

4.
Realizar busca comparativa de identidade das sequências de nucleotídeos obtidas utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search), após o sequenciamento genético, a fim de identificar os isolados.  
III.   Metodologia
             Para este experimento foram utilizados fungos filamentosos que foram isolados do centro cirúrgico e da sala de medicação pré-anestésica de uma Clínica Veterinária Universitária localizada no município de Araguaína, Tocantins. Os fungos foram isolados de amostras oriundas de superfície de objetos e paredes de ambos os ambientes citados, por meio de suabes estéreis umedecidos em solução fisiológica estéril e repicados em duas placas de Petri, uma contendo ágar sabouraud e outra contendo ágar batata, ambas suplementadas com antibiótico. 

              A área analisada para coleta do material foi calculada em 10% do tamanho da superfície não extrapolando 100 cm². Nos casos em que a superfície era reduzida foram coletadas as amostras de toda área, utilizando um suabe para cada amostra. As placas foram incubadas em estufa B.O.D a temperatura de 25ºC por um período de até 10 dias. Após esses procedimentos os fungos foram classificados em morfotipos, conservados segundo metodologia de Castellani (1939) e armazenados na fungioteca do laboratório de Higiene e Saúde Pública da Universidade Federal do Norte do Tocantins.

              Para esta pesquisa, a cada cinco fungos com mesmo morfotipo, foi escolhido aleatoriamente um deles para crescer em placa de Petri contendo ágar sabouraud e após o crescimento realizou-se a técnica de microcultivo para identificação no menor nível taxonômico segundo a metodologia de Riddell (1950). Após a identificação do gênero, quando possível, os fungos foram cultivados em caldo contendo glicose (2%), peptona (0,5%) e extrato de levedura (1,0%) para posterior extração do DNA. 

Análise biomolecular

               Para a extração do DNA fúngico foi utilizado o kit de purificação genômica Wizard ™ (Promega, USA), seguindo protocolo proposto por Burghoorn et al. (2002). Em sequência foi realizada a PCR para verificar a presença de material genético utilizando os primers da região ITS com os oligonucleotídeos iniciadores ITS1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (White et al., 1990). As condições de amplificação utilizadas foram segundo Gonzaga et al. (2005).  Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2% (w/v) com GelRed™ (Biotium, Inc.) em tampão TBE 1 X (EDTA 2 mM, Tris-HCl 0,1 M, e ácido bórico 0,1 M [pH 8,0]) (Sambrool; Russell, 2001) e visualizados sob luz ultravioleta. O 1 Kb DNA Ladder (Promega) foi utilizado como marcador de peso molecular. 

              Para sequenciamento de DNA utilizou-se o método de Sanger (ABI 3500 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, Foster City, Estados Unidos) em ambas as direções. Para tanto, o produto da PCR do gene 16S rRNA, foi submetido à purificação (PureLink™ Genomic DNA Purification Kit, Invitrogen) e quantificação (Qubit® dsDNA HS Assay Kit, Invitrogen). A qualidade das sequências do 16S rRNA foi avaliada pelo software BioEdit v. 7.2.5 (Hall, 1999) e as sequências consensuais foram geradas pelo CAP 3 (Huang; Madan, 1999). A identificação foi realizada pelo Blast tool do National Center for Biotechnology Information (NCBI).
IV.    Resultados 
 No total foram cultivados 78 fungos, 35,9% (28/78) isolados do centro cirúrgico e 64,1% (50/78) da sala de medicação pré-anestésica da CVU. Dos fungos isolados do centro cirúrgico, 89,3% (25/28) foram isolados em ágar sabouraud e 10,7% (3/28) no ágar batata. Destes, foram obtidos 15 morfotipos, sendo 13 no ágar sabouraud (89,4%), dos quais 3,6% pertenciam a cada um dos morfotipos 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 11; 10,7% a cada um dos morfotipos 4,10; 7,1% para os morfotipos 9 e 13, e 25% para o morfotipo 12; e dois no ágar batata (10,7%), dos quais, 3,6% pertenciam ao morfotipo 1 e 7,1% ao morfotipop 2. 

 Na sala de medicação pré anestésica foram isolados 50 fungos, 37 no ágar sabouraud (74%), sendo classificados 10 morfotipos distintos, dos quais, para os morfotipos 1, 7 e 10 foram obtidos 4% cada, 20% para o morfotipo 2; para os morfotipos 3,4,5 e 8 foram obtidos 2% cada; 12% para o 6 e 22% para o morfotipo 9. Para o ágar batata foram isolados 7 morfotipos (26%), sendo que para os morfotipos 1, 2, 3, 4 e 7 foram obtidos 2% para cada morfotipo; e para os morfotipos 5 e 6 foram obtidos 8% cada. 
Fungos com características macro e microscópicas semelhantes foram agrupadas no mesmo morfotipo, independente do ágar utilizado para isolamento e do ambiente ao qual foi isolado. Desses, um em cada 5 representante com mesmo morfotipo foi sorteado para ser submetida a extração de DNA; sendo uma amostra de cada um dos morfotipos: 1, 3, 4, 7, 8, 10, 11 e 13; duas amostras de cada um dos morfotipos: 5 e 12, e três para cada um dos morfotipos: 2, 6 e 9; perfazendo um total de 21 amostras. Destas, dez amostras foram negativas na PCR, sendo representantes dos morfotipos 2, 6, 7 e 9, e mesmo repetindo a etapa de extração e PCR das mesmas amostras ou de outros representantes do mesmo morfotipo não deram resultados positivos. Desta forma, 11 amostras foram submetidas ao sequenciamento genético, sendo 1 amostra de cada um dos morfotipos: 1, 3, 4, 8, 10, 11 e 13 e duas amostras dos morfotipos 5 e 12 (tabela 1).

Tabela 1. Unidades Formadoras de Colônias (UFC) de fungos, separados por morfotipos e por ambiente de origem, ágar de isolamento e gênero/espécie, dos fungos analisados de uma unidade clínica veterinária, localizada no norte do Tocantins, no período de abril a maio de 2022

	Morfotipo#
	Ambiente

	
	Centro Cirúrgico
	Sala de Medicação Pré-Anestésica
	

	
	Ágar Sabouraud
	Ágar Batata
	Ágar Sabouraud
	Ágar Batata
	Gênero/

Espécie

	
	UFC* (%**)
	UFC (%)
	UFC (%)
	UFC (%)
	

	1
	1 (3,6)
	1 (3,6)
	2 (4,0)
	1 (2,0)
	Aspergillus sp.

	4
	3 (10,7)
	  -##
	1 (2,0)
	1 (2,0)
	Fusarium spp.

	11
	1 (3,6)
	-
	-
	-
	Fusarium spp.

	5
	1 (3,6)
	-
	1 (2,0)
	4 (8,0)
	Penicillium citrinum

	8
	1 (3,6)
	-
	1 (2,0)
	-
	Xylaria sp.

	10
	3 (10,7)
	-
	2 (4,0)
	-
	Negativas no sequenciamento###

	12
   13

     3
	7 (25,0)
         2 (7,1)  

          1(3,6)                       
	-
-

-
	-
-

1(2,0)
	-
-

1(2,0)
	

	9
	2 (7,1)
	-
	11 (22,0)
	-
	Negativas na PCR*#

	6
	1 (3,6)
	-
	6 (12,0)
	4 (8,0)
	

	7
	1 (3,6)
	-
	2 (4,0)
	1 (8,0) 
	

	2
	1 (3,6)
	2 (7,1)
	10 (20,0)
	1 (2,0)
	

	
	
	
	
	
	


#Fungos com características macro e microscópicas semelhantes foram agrupadas no mesmo morfotipo, independente do ágar utilizado para isolamento: *Unidade Formadora de Colônia; ** Porcentagem, ## Ausência de UFC com morfotipo especificado; ### Amostras que foram positivas na PCR, porém o sequenciamento deu erro; *# Amostra que deram negativas na PCR, foi refeita a extração de DNA e continuou dando negativo na PCR
V. Considerações Finais 

              A presença de microrganismo como Penicillium citrinum, Fusarium spp, Xylaria sp e Aspergillus, em ambientes hospitalares representa sérios riscos a saudade dos pacientes. Esses fungos podem causar infecções oportunistas, especialmente em indivíduos imunocomprometidos. 

             Além disso, a disseminação desses fungos nos ambientes hospitalares pode ser atribuída a prática de limpeza inadequada sistemas de ventilação ineficiente, movimentação de pessoas e superfícies contaminadas, destacando a necessidade de monitoramento constante do ambiente e métodos mais rigorosos de limpeza e restrição de pessoas pra a preservação e controle desses agentes no ambiente hospitalar. 
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