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1. Introdugao

A presenca de fungos requer condi¢des especificas de temperatura, humidade, oxigénio e nutrientes. As
atividades biologicas de biodegradacéo e biodeterioragdo dos fungos dependem da atividade enzimética,
das condi¢des ambientais, do fendémeno de competigcao entre espécies e, ainda, da natureza do substrato
onde os fungos se encontram (Goyer et al., 2001).

Em situagdes onde a contaminagdo flngica é elevada ou quando os individuos expostos sofrem de
problemas respiratdrios ou possuem um sistema imunoldgico fragilizado, a exposi¢do pode causar o
aparecimento de sintomas e/ou patologias. Os efeitos estdo dependentes das espécies

presentes, dos produtos metabdlicos, da concentracdo e da duragdo da exposicdo e, ndo menos
importante, da suscetibilidade individual (Goyer et al., 2001).

Até ao momento, os estudos epidemiolégicos nao conseguiram estabelecer uma relagao causal entre a
extensdo da presenca de fungos, o tempo de exposi¢do e os efeitos especificos para a salde ou na
frequéncia e gravidade dos sintomas relatados. Os estudos tendem a evidenciar apenas a existéncia de
uma ligacéo entre a presenca de fungos num determinado ambiente e o desenvolvimento de sintomas,
principalmente do foro respiratério (Goyer et al., 2001). No entanto, e de uma forma geral, as espécies
fungicas tém sido identificadas como causa de doencgas alérgicas, dores de cabega, irritagcdo ocular,
obstrugédo das vias respiratérias, tosse e outros sintomas (Daisey et al., 2003).

Acresce, ainda, o facto de algumas estirpes flngicas de certas espécies flingicas, como por exemplo
Aspergillus flavus (Okoth et al., 2012), Aspergillus fumigatus (Orcioulo et al., 2007) e Stachybotrys
chartarum (Bhan et al., 2011), poderem produzir metabolitos secundarios, como as micotoxinas, em
resposta as alteragbes do local em que se encontram, podendo ser pré-inflamatorias, imunossupressoras
el/ou cancerigenas (Speijers et al., 2004; Brera et al., 2002).

No ambito das micotoxinas e, no que diz respeito a uma das micotoxinas mais estudadas devido ao seu
efeito cancerigeno, a Aflatoxina B1, importa avaliar a exposi¢do contemplando as diferentes vias de
penetracdo — a ingestdo e, ainda, a inalagdo para o caso da exposigdo profissional — para permitir o
conhecimento da intensidade da exposic¢do e, desta forma, uma avaliagdo do risco mais real (Olsen et al.,
1988; Autrup et al., 1991; Brera et al., 2002; Liao et al., 2005). A avaliacdo da exposicdo a este fator de
risco tem sido realizada frequentemente recorrendo a Indicadores Biologicos de Exposi¢do (dose), mais
concretamente através da quantificagdo na urina do aducto de proteina AFB1-N7-guanina. Embora ndo
permitindo diferenciar a via de penetracédo, apresenta-se como um instrumento mais exato para a avaliagéo
da exposicao (Groopman et al., 1992; Nayak et al., 2001; Groopman et al., 2005).

Relativamente as particulas (ou matéria particulada), torna-se pertinente caracterizar a sua concentragéo
devido a varios factores designadamente: serve de indicador de contaminagdo ambiental, pode implicar
diretamente efeitos para a salde e, ainda, pelo facto de servirem de veiculos de dispersdo de diversas
espécies fungicas (Kim, Park, Kim e Lee, 2006) e dos seus metabolitos, como as micotoxinas (Flannigan
and Gillian 1996; Brera et al., 2002).

A contaminagdo por fungos e pelos seus respetivos metabolitos nos ambientes ocupacionais é um dos

principais factores que podem afectar a saude dos trabalhadores. Por esse motivo, a criagdo de medidas
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que visem a limitagdo da disseminacdo dos fungos nos diferentes “settings” profissionais, & essencial e
devera ser considerada como uma das prioridades da comunidade cientifica (Lugauskas, Krikstaponis e
Sveistyte, 2004).

Os principais objetivos da avaliagdo da exposigao (accdo desenvolvida neste estudo) s&o a determinagéo
da fonte do factor de risco, do tipo de exposicéo, da intensidade dessa exposigéo e do respectivo tempo de
exposicdo permitindo, posteriormente, definir a aceitabilidade ou inaceitabilidade do risco (Uva, 2006).

As atividades agricolas, como a produgdo animal, aumentam o risco de exposicdo a particulas e a
microrganismos, como os fungos (Molocznick et al., 2002; Lues et al., 2007). Em Portugal, e segundo
dados facultados pelo Ministério da Agricultura em 2009 (ndo editados), verifica-se 0 aumento da industria
da producéo de aves para consumo humano. Embora diversa pesquisa tenha sido desenvolvida sobre os
possiveis contaminantes microbioldgicos na producéo de carne para consumo (Buys et al., 2000; Borch et
al., 2002), poucos estudos descrevem a possivel contaminagao do ar interior das instalagdes (Lues et al.,
2007; Whyte et al., 2001). Adicionalmente, além da potencial exposi¢do ocupacional a fungos que ocorre
neste contexto ocupacional, a exposi¢do a micotoxinas por via inalatéria tem vindo a ser considerada, em
varios estudos, como um fator de risco profissional (Olsen et al., 1988; Autrup et al., 1991; Brera et al.,
2002).

Em 2010 foi realizado estudo exploratério com o intuito de obtengéo de dados e de modo a confirmar se as
referéncias bibliograficas internacionais se aproximavam da realidade portuguesa (Viegas et al., 2011 a).
Foi possivel caracterizar a distribuicdo fungica no ar e superficies de uma exploragdo avicola e, ainda,
analisar a influéncia das variaveis ambientais. Com o estudo verificou-se que a situagao existente deveria
ser considerada como um potencial problema de Salde Publica, ndo apenas devido a contaminagéo
fungica, mas também a possivel presenca de micotoxinas e a consequente contaminagdo dos produtos
alimentares. Constatou-se, também, um potencial problema de Saude Ocupacional pela exposi¢éo dos
trabalhadores aos fatores de risco de natureza bioldgica e quimica presentes, designadamente a presenga
de Aspergillus fumigatus no ar e superficies e a possivel exposicdo a micotoxinas (em particular, a
aflatoxina B1), respectivamente (Viegas et al., 2011 a).

Face ao exposto, considerou-se pertinente conhecer as situagdes de risco a que estdo expostos os
trabalhadores das exploragdes avicolas e suinicolas, através da identificacdo dos agentes etioldgicos
presentes (espécies fungicas e particulas), das patologias que podem originar (p.e.alteragdes da fungdo
respiratoria), da descricdo do meio onde se encontram os agentes (explora¢bes analisadas) e, ainda, da

caracterizagdo demogréfica dos trabalhadores presentes nestes seftings.
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1.1. Descri¢ao do projeto

O estudo em causa contou com a colaboragdo técnica e cientifica de varios intervenientes, de modo a
assegurar a qualidade e analise dos dados obtidos. A equipa sofreu algumas evolugdes do que inicialmente
foi proposto, por ter havido necessidade de alterar alguns dos objetivos propostos e, pelo proprio estudo,

ter permitido identificar outros temas de real pertinéncia a serem desenvolvidos.

Elementos intervenientes | Instituigao Fungoes
Doutor Carlos Silva Santos | ENSP Coordenacéo
_ Coordenacéo, colheitas ambientais e anélise da
Doutora Carla Viegas ESTeSL o .
identificagdo fungica

Mestre Ana Almeida ESTeSL Colheitas bioldgicas - Soro
Mestre Anélia Clérigo ESTeSL Colheitas biolégicas — Espirometrias

o o INSA - Laboratorio | Colheitas biolégicas — Sensibilizagdo aos
Mestre Cristina Verissimo . . .

de Micologia agentes fungicos

Doutora Elisabete Carolino | ESTeSL Andlise estatistica dos dados
Mestre Herminia Dias ESTeSL Colheitas biologicas — Espirometrias
Doutora Joana Malta-Vacas | ESTeSL Colheitas ambientais — Biologia molecular
Doutora Luisa Veiga ESTeSL Processamento laboratorial (IBE — AFB1)

Analise estatistica dos dados respeitantes as
Dra. Marina Almeida-Silva CTN/IST
particulas

_ INSA - Laboratério | Colheitas ambientais - Identificacdo fungica e
Doutora Raquel Sabino . . N . ;
de Micologia andlise da informagéo

Avaliagbes ambientais da matéria particulada
nos dois settings.

Doutora Susana Viegas ESTeSL Anélise critica dos dados obtidos.

Avaliagdo da exposicdo a aflatoxina B1 por

recurso a indicador biologico da exposicao.

Dados clinicos e epidemioldgicos sobre a
Mestre Vanessa Mateus ESTeSL existéncia de sintomas clinicos associados com

a asma e outras doengas alérgicas
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1.2. Objetivos

O estudo que se propds pretendeu contribuir para o conhecimento do risco de exposi¢do a fungos e

particulas das exploragdes avicolas e suinicolas e os eventuais efeitos sobre a salde.

Neste contexto, definiram-se como objetivos especificos:

= Conhecer a frequéncia das espécies fungicas e a sua distribuigdo no ar e superficies nos dois
contextos profissionais;

= Descrever a exposicdo ambiental a fungos e particulas; Identificar as varidveis ambientais que
influenciam a exposi¢ao a estes dois factores de risco;

= Conhecer a influéncia das particulas na dispersao flingica nos dois contextos profissionais;

= |dentificar os pontos criticos nas diversas atividades decorrentes dos dois contextos profissionais;

= Conhecer alteragbes da fungao respiratéria e/ou as reacdes alérgicas adquiridas pelos trabalhadores
expostos e, ainda, a sensibilizacdo aos agentes fungicos;

= |dentificar medidas ambientais preventivas para eliminar/controlar a exposicéo a estes dois fatores de
rsco.

Apbs a andlise dos resultados obtidos decorrentes da exposi¢do ambiental a fungos e particulas, foram

adicionados mais dois objetivos que visavam o alcance do objetivo geral do estudo. Ambos os objetivos

néo foram abrangidos pelo financiamento obtido pela Autoridade das Condi¢bes de Trabalho (ACT), no

entanto eram essenciais para a avaliagdo completa da exposi¢do a fungos e para a compreensdo dos

eventuais efeitos sobre a satde dos trabalhadores. Assim, foram acrescentados os seguintes objetivos:

= Aferir a existéncia de 3 espécies/estirpes potencialmente patogénicas/toxinogénicas com recurso a
biologia molecular, de modo a complementar os métodos convencionais para a caracterizagdo da
contaminacao fungica (apenas em 5 exploragdes avicolas por insuficientes recursos);

=  Avaliagdo da exposicdo dos trabalhadores & micotoxina aflatoxina B1 por recurso a indicador

biologico de exposigéo.

Ambos os objetivos adicionados ao estudo foram suportados financeiramente em parte pela ESTeSL e,

ainda, por recursos préprios dos investigadores envolvidos no estudo.

2. Materiais e métodos

21. Descrigdo do projeto

O processo de investigacdo comporta duas fases principais: a fase conceptual e a fase metodolégica ou
empirica. Na fase conceptual, ou enquadramento tedrico, realizou-se a escolha e formulagao do problema
de investigacéo, efectuando-se uma revisao da literatura internacional existente. Ja tinha sido realizado um
estudo exploratério numa exploragao avicola que corroborou a pertinéncia do estudo (Viegas et al., 2011
a), facilitando igualmente a posterior pesquisa bibliografica e a definicio de objetivos concretos.

Na fase metodoldgica, foram enunciados os objetivos, geral e especificos, as respectivas questdes de

investigacdo, definiu-se ainda a populagéo que se iria tratar e, consequentemente, a amostra a considerar.
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Foram ainda determinados os métodos de recolha de dados, essenciais para obter as respostas as
questdes de investigagdo (Fortin, 2003). Ainda na fase metodoldgica, realizou-se a colheita de dados no
terreno, optando-se pela pela recolha de material bioldgico aos trabalhadores, na avaliagdo ambiental da
contaminacdo fungica e avaliagdo da exposicdo a particulas. Os trabalhadores responderam a um
questionario, de modo a conhecer algumas das variaveis individuais e profissionais com pertinéncia para o
presente estudo. De seguida, procedeu-se & organizacao e respectivo tratamento estatistico dos dados
recolhidos.

A amostra de estabelecimentos foi constituida por 7 exploragdes avicolas e 7 exploragdes suinicolas, com
maior nimero de trabalhadores, situadas no distrito de Lisboa, sendo por isso uma amostra ndo aleatoria
de conveniéncia (Fortin, 2003). Em relagao a amostra de trabalhadores foi constituida por 47 trabalhadores
de exploragdes avicolas e 33 de exploragdes suinicolas com idades dos 17 aos 71 anos.

Apenas foi possivel abranger 7 exploracdes de cada setting, devido a diferenga entre o financiamento

solicitado e o obtido.

2.2. Programacao das atividades desenvolvidas
O estudo em causa teve a duragdo de 3 anos e as atividades inerentes ao mesmo tiveram a distribui¢éo

que se segue.

FASE 1: 2011 (1° semestre)

Neste periodo foram realizadas, de acordo com o previsto, as seguintes atividades:

- Pesquisa e analise bibliografica inerente a realizacdo do estudo. Para o efeito foram analisados,
aproximadamente, 300 artigos sobre exposi¢éo a fungos e particulas nos dois settings selecionados;

- Reuniao com o Ministério da Agricultura e veterinarios responsaveis pelas exploragdes alvo do estudo;

- Compilagdo dos meios materiais (consumiveis de laboratorio, bisturis, pingas, zaragatoas, meios...) e
equipamento (coletor de ar) necessarios para as atividades subsequentes;

- Realizagdo de 28 amostras ambientais do ar, 20 amostras de superficies e 21 amostras de cama em 7
exploragdes avicolas e 56 amostras ambientais de ar, 48 amostras de superficies € 7 amostras de
cobertura de pavimento em 7 exploragdes suinicolas;

- Realizagao de 80 espirometrias e colheita de amostras de sangue aos trabalhadores dos dois settings
profissionais;

- Elaboracdo e distribuicdo de questionario aos trabalhadores de modo a aferir a sintomatologia, a
prevaléncia de asma e, ainda, para obter informacéo referente a varidveis pertinentes para o estudo;

- Processamento laboratorial de todas as amostras ambientais realizadas.

FASE 1: 2011 (2° semestre)

- Recolha de material bibliografico acerca da exposigao profissional a micotoxinas;
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- Contacto com investigadores internacionais de modo a obter bibliografia adicional (Center for Working
Environment and Human Factors (Ifado) e I'Institut national de recherche et de sécurité pour la prévention
des accidents du travail et des maladies professionnelles (INRS);

- Pesquisa sobre o indicador bioldgico de exposigdo mais adequado e possivel de utilizar no material
bioldgico que detinhamos;

- Defini¢&o do método e validacdo do mesmo;

- Solicitagao de apoio financeiro (consumiveis) ao fornecedor dos Kits proprios para medir Aflatoxina B1.

- Recolha de material bioldgico a 30 controlos;

- Doseamento de Aflatoxina B1 a trabalhadores (n=59: 31 dos aviarios e 28 das suiniculturas) e controlos
(n=30).

FASE 2: 2012 (1° semestre)
Nesta fase realizou-se a analise estatistica dos resultados obtidos, de modo a dar resposta aos objetivos

propostos.

FASE 3: 2012 (2° semestre)
Apbs compilagdo e analise da informagao obtida nas fases anteriores, realizou-se relatério final sobre a

tematica em estudo.

2.3. Caracterizacao das exploragdes avicolas e suinicolas analisadas
As sete exploracdes avicolas estudadas foram seleccionadas pelo fato de possuirem maior nimero de
trabalhadores. As mesmas eram constituidas por pavilhdes com um Unico propésito de acondicionar as
aves em ambiente fechado, de modo a potenciar o seu crescimento rapido para abate. As atividades diarias
realizadas pelos trabalhadores sdo diversas, como por exemplo: observar frequentemente o estado das
aves, manter cheios 0s bebedouros e comedouros, administrar vacinas, adicionar ou revirar a cama, entre
outras. Em alguns casos, os mesmos trabalhadores também capturavam e transportavam as aves para o
matadouro e, ainda, transportavam a cama usada para os campos onde seria utilizada como fertilizante. Os
pavilnGes tém ventilagdo natural e mecanica, mas o ultimo é geralmente ativado somente no verdo, quando
a temperatura e a humidade aumentam. Importa referir que os trabalhadores néo tinham a sua disposi¢éo
equipamentos de protecgdo individual e que, por serem pequenas empresas familiares, a sua exposi¢ao
era continua, pois trabalhavam também ao fim de semana.
No caso das exploragdes suinicolas, estas foram seleccionadas por terem o maior nimero de
trabalhadores e 0 maior numero de animais. As exploragbes possuiam espagos diferenciados
designadamente: gestacdo, maternidade, engorda, quarentena, local onde estdo acondicionados os
machos e armazém. Cinco exploragdes possuiam além da ventilagdo natural (janelas com cortina plastica),
ventilagdo mecanica (exaustdo). Os trabalhadores possuiam farda de trabalho, mas n&do utilizavam
equipamentos de proteccéo individual. O horario mais comum, praticado pelos trabalhadores, era de 8
horas por dia nos dias Uteis e mais 8 horas durante um dia de fim de semana.
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24. Amostragem ambiental

24.1. Pesquisa da contaminagdo flingica através dos métodos convencionais

Foram colhidas 28 amostras de ar de 25 litros nas exploragdes avicolas e 56 amostras de 50 litros nas
exploragdes suinicolas através do método de impacto em malte de extract agar (2%) com cloranfenicol
(0.05 g/L) e a 1 metro de altura (Figura 1). As colheitas de ar também foram realizadas no exterior dos
pavilhdes, pois foi considerado como local de referéncia (Sabino et al., 2012). Importa referir que os litros
das amostras de ar foram seleccionados com base na contaminagdo prevista e de modo a viabilizar o
processamento laboratorial subsequente. Simultaneamente, a temperatura € a humidade relativa também

foram registadas.

Figura1. Equipamento utilizado para as colheitas de ar através do método impacto e para aplicar os

métodos convencionais (Millipore Air Tester)

As colheitas das superficies foram realizadas através da técnica de zaragatoa, nos mesmos locais onde
foram colhidas as colheitas de ar interior, tendo sido utilizado um quadrado de metal inoxidavel de 10 cm de
lado desinfectando com alcool a 70% entre colheitas, de acordo com a International Standard ISO 18593 —
2004. As zaragatoas obtidas (20 das exploragdes avicolas e 48 das exploragbes suinicolas) foram
inoculadas em malte de extract agar (2%) com cloranfenicol (0.05 g/L) (MEA) (Sabino et al., 2012).

Além das colheitas de ar e de superficies, foram também obtidas colheitas da cama das exploracdes
avicolas (7 novas e 14 usadas) e da cobertura do pavimento das exploragdes suinicolas (3 novas e 4
usadas) e embaladas em sacos esterilizados. Cada amostra foi diluida e inoculada em placas contendo
MEA (Viegas et al., 2012 a).

Todas as amostras foram incubadas a 27.5°C durante 5 a 7 dias e obtidos resultados quantitativos
(UFC/m3; UFC/m2; UFC/g) e qualitativos com a identificacdo das espécies fungicas, sempre que possivel
até ao nivel da espécie.
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2.4.2. Pesquisa da contaminagao flingica através da biologia molecular

Foram realizadas colheitas de ar de 300 litros utilizando o método de impinger com a velocidade de recolha
de 300 L/min (Figura 2). As colheitas foram realizadas para copos esterilizados contendo solugao salina
(PBS) com 0.05% Tritin X-100, sendo este liquido, posteriormente, utilizado para a extracdo de DNA
utilizando para o efeito o kit ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep Kit (Zymo Research), de acordo com as

instrucdes do fabricante (Malta-Vacas et al., 2012).

Figura2. Equipamento utilizado para as colheitas de ar através do método impinger e para aplicar

biologia molecular (Coriolis u)

A identificacdo molecular de trés espécies potencialmente patogénicas efou toxinogénicas (Aspergillus
flavus, Aspergillus fumigatus e Stachybotrys chartarum) foram obtidas por PCR em tempo real (PCR TR)
utilizando o Rotor-Gene 6000 qPCR Detection System (Corbett). Reagdes incluiram 1X iQ Supermix (Bio-
Rad), e primers especificos e Tagman probes para cada espécie (Tabela 1) num volume total de 20 ul. A
amplificagao seguiu 3 etapas no PCR: 40 ciclos com temperatura de desnaturacdo a 95 °C durante 30 seg.,
e temperatura de hibridizacdo (Annealing - Ann) por 30 seg. com extensdo a 72 °C durante 30 seg.. Foi
utilizado contro negativo em cada reac¢édo de PCR e um controlo positivo para cada espécie com amostras
de DNA de estirpes de referéncia cedidas pelo laboratério Micologia do Instituto Nacional Doutor Ricardo
Jorge (INSA).
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Tabela1. Sequéncia de primers e TagMan probes e condigdes das reacgdes utilizadas no PCR TR
Condigdes das reagées
Sequéncias Concentragdo (uM)  Ann T (3C)
A. flavus F: GTCCAAGCAACAGGCCAAGT 0.5
(Mayer et al., 2003) R: TCGTGCATGTTGGTGATGGT 0.5 53
P: FAM-TGTCTTGATCGGCGCCCG-TAMRA 0.375
A. fumigatus F: CGCGTCCGGTCCTCG 0.375
(Cruz-Perez et al., 2001a) R: TTAGAAAAATAAAGTTGGGTGTCGG 0.375 52
P: FAM-TGTCACCTGCTCTGTAGGCCCG-TAMRA 0.375
S. chartarum F: GTTGCTTCGGCGGGAAC 0.15
(Cruz-Perez et al., 2001b) R: TTTGCGTTTGCCACTCAGAG 0.15 60
P: FAM-CTGCGCCCGGATCCAGGC-TAMRA 0.1

2.4.3. Avaliagdo ambiental da contaminagao por particulas

As medigdes foram realizadas por recurso a equipamento de leitura direta (modelo Lighthouse, 2016 1AQ).

Este recurso permitiu medir a concentragdo (mg/m?) de particulas em 5 dimensdes distintas (PMO,5;

PM1,0; PM2,5; PM5,0; PM10). A escolha por este recurso deveu-se ao facto de esta informagédo permitir

estimar a capacidade de penetragédo das particulas no aparelho respiratério dos individuos expostos. De

modo mais detalhado o equipamento em questao permite diferenciar as particulas inalaveis (PM5 e PM10)
e respiraveis (PMO0,5; PM1 e PM2.5) (Brunekreef and Forsberg, 2005).

As medigdes foram realizadas junto do aparelho respiratério e durante o desenrolar das atividades.

Na tabela seguinte apresenta-se resumo das colheitas e avaliagbes ambientais realizadas nas exploragdes

avicolas e suinicolas analisadas (Tabela 2).

Tabela2. Colheitas e medigdes ambientais realizadas
Biologia
Métodos convencionais
molecular
Exploragoes Colheitas Particulas
Colheitas de Colheitas de
Colheitas de ar de
’ camalrevestimento ar
superficies

Avicolas 28 20 7 nova; 14 usada 18 34
Suinicolas 56 48 3 nova; 4 usada 50

Adopted from (Viegas et al., 2013 a) in press e (Viegas et al., 2013 b)
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2.5. Amostragem bioldgica

2.5.1. Parametros espirométricos

Foram medidos os pardmetros espirométricos utilizando o espirometro MK8 Microlab, que foi sempre
calibrado antes de cada sessédo de recolha de dados como uma seringa de 3 L. O espirémetro utilizado
cumpria com os Standards internacionais relativamente ao débito e & duragéo do teste. Foram realizados
pelo menos trés testes aceitaveis e a reprodutibilidade foi verificada nos dois testes com a maior
capacidade vital forcada (FVC) e o maior colume expiratorio maximo no 1° segundo (FEV1), de acordo com
as orientagdes da ATS/ERS, 2005 (Miller et al., 2005). Os parametros funcionais respiratorios que foram
avaliados incluiram; a FVC, o FEV1, a relagdo FEV1/FVC%, os débitos maximos a diferentes volumes da
FVC (FEF 25, FEF50; FEF75, e FEF25-75).

N&o foi avaliado um grupo de controlo, pois o objetivo era estudar a prevaléncia de alteragdes funcionais
em trabalhadores expostos. Por esse motivo, foi considerada adequada a metodologia normalmente
utilizada nos laboratérios de fungdo respiratéria. Assim, os resultados foram comparados com valores de
referéncia da Comunidade Europeia do Carvao e do Ao (CECA) (Quanjer et al., 1993). Para a
interpretagdo dos resultados foi usado o ponto de corte fixo de 80.0%. As alteragdes funcionais
respiratorias foram classificadas de acordo com os seguintes critérios: (1) obstrutiva—FEV1/FVC% inferior
a 80%; (2) restriva—FEV1 e FVC inferior a 80.0% com FEV1/FVC % igual ou superior a 80.0%; e (3)
inespecifica—FEV1, FVC, e FEV1/FVC% inferior a 80% ou FEF’s inferiores a 60.0%.

As espirometrias foram realizadas numa amostra de 46 trabalhadores de exploragdes avicolas, 69.6% do
género masculino e 30.4% do feminino. Os dados de fumadores e de ndo fumadores foram analisados
separadamente. Foi utilizada a estatistica descritiva devido a dimensao reduzida da amostra.

Relativamente as exploragdes suinicolas, 8 trabalhadores (38.8%) foram excluidos do estudo, pois tinham
antecedentes de patologia pulmonar. Assim, foram estudados 18 trabalhadores, dos quais 66.7% eram do

género masculino e 33.3% do género feminino.

2.5.2. Dados clinicos e epidemioldgicos

Foi avaliada a existéncia de sintomas clinicos associados com a asma e outras doengas alérgicas, através
do questionario European Community Respiratory Health Survey (ECRHS, 2007 em apéndice). Este
questionario permite a avaliagdo da prevaléncia de asma e outras doengas alérgicas, a caracterizagdo da
existéncia de sintomatologia respiratéria, cuténea e ocular, assim como, a avaliagdo dos sintomas
relacionados com o trabalho.

Foi efetuado um estudo transversal e os dados do questionario foram obtidos sob a forma de entrevista.
Foram avaliados 80 trabalhadores destes dois sectores profissionais, nomeadamente 47 (58.8%)
trabalhadores de aviarios e 33 (41.2%) de suiniculturas. A idade média dos trabalhadores foi 42.7 £ 11.8

anos, maioritariamente entre os 31 e os 58 anos (76.25%).
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2.5.3. Sensibilizacao aos agentes flingicos (IgE)

Foi colhido soro a 14 mulheres e 33 homens que trabalhavam em exploragbes avicolas e foi utilizada
populagéo controlo (N= 28) seleccionada aleatoriamente de entre um grupo de estudantes e docentes de
uma instituicdo de ensino superior. Optou-se por realizar aos trabalhadores das exploragdes avicolas, pois
néo foi possivel realizar aos colaboradores de ambos os settings por falta de recursos financeiros, tendo
sido seleccionado o contexto que apresentava maior carga fungica.

Para pesquisa da sensibilizagdo foram utilizadas 2 misturas comercializadas pela ImmunoCAP®,Phadia
utilizadas para medir anticorpos a IgE especificos: mx2 (P. notatum, C. herbarum, A. fumigatus, C. albicans,
Alternaria alternata, H. halodes e mx4 (A. terreus, A. niger, A. flavus). A sensibilizacdo foi definida desde

que houvesse, pelo menos, um resultado positivo a um alérgeno fungico (Verissimo et al., 2012).

2.5.4. Indicador Biol6gico de Exposicao a AFB1

Foram colhidas amostras de sangue num total de 58 trabalhadores (31 doas avidrios e 28 das
suiniculturas). Foram recolhidas também amostras de sangue de um grupo de controlo constituido por 30
individuos sem atividade agricola. Este grupo de controlo foi utilizado como forma de excluir a exposi¢éo
por via alimentar do grupo de trabalhadores dado n&o se conhecer a exposi¢éo da populagao Portuguesa a
esta micotoxina (Viegas et al., 2012 b), 2013 c). A todos os elementos que acederam participar no estudo
foi apresentado um termo de consentimento informado onde se descrevia de forma sumaria o estudo que
se pretendia realizar e o compromisso dos investigadores em assegurar a confidencialidade e privacidade
dos dados (Termo de Consentimento Informado em apéndice).

A determinacdo de aflatoxina foi realizada em soro, isolado a partir de sangue total por centrifugagdo. As
amostras foram armazenadas a -20°C para posterior utilizagao.

A preparagdo da amostra envolveu uma desproteinizacdo seguida de uma purificagdo da aflatoxina. Para
efetuar a desproteinizagdo, 500 pl de soro foram incubados com pronase durante 18 horas a 37°C
(Calbiochem, 50U por 5mg de proteina). O pellet de péptidos formado foi descartado e o sobrenadante
resultante foi aplicado numa coluna C18 (RIDAC18, RBiopharm) com o objetivo de remover aminoacidos e
pequenos péptidos ainda existentes, a elui¢éo foi realizada utilizando 5ml de metanol 5%. A frag&o retida
contendo aflatoxina foi eluida com metanol a 80%. Esta fragao foi ainda concentrada por evaporagéo até
uma concentragao aproximada de 10% de metanol.

O eluido contendo a aflatoxina foi posteriormente aplicado numa coluna de imunoafinidade para aflatoxina
AFB1 (easi-extract aflatoxin; RBiopharm) com o objetivo de purificar a amostra retirando outras moléculas
que de alguma forma pudessem causar interferéncia na determinagéo. A fragcdo contendo a aflatoxina foi
eluida com 1ml de metanol em tampé&o fosfato 0.1M, pH 7.4 (1:1).

Para quantificar a AFB1 utilizou-se o kit ELISA (RIDASCREEN Aflatoxin B1 30/15 da RBiopharm). Uma vez
que o limite de detecdo para esta metodologia especifica é de 1ng/ml todos os valores abaixo ndo foram
considerados. Cinco padrées com valores entre 1 e 50ng/ml foram utilizados para elaboragdo da curva

padréo.
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O procedimento consistiu em adicionar 50 ul de amostras ou padrdes aos pogos da placa ELISA. Os pogos
encontram-se revestidos por anticorpo anti-AFB1. De seguida foram adicionados 100ul de conjugado
AFB1-enzima. Estes, aflatoxina livre e aflatoxina conjugada competem para o anticorpo AFB1 ligado aos
POGOS.

Apbs 30 minutos de incubacao a placa foi lavada trés vezes para eliminar o conjugado AFB1-enzima nao
ligado. A cor foi obtida por ligagdo do substrato/cromagéneo ao enzima que origina por rea¢do um produto
de cor azul. De forma a permitir que ocorra a reagao a solugdo foi incubada durante 15 minutos. Apos os
quais se adicionou a solugéo stop que contem &cido sulfurico a 1N e converte a cor azul em amarela.

A absorvéncia é inversamente proporcional a concentragao de aflatoxina na amostra e foi medida a 450nm.

2.6. Analise estatistica

Para o tratamento estatistico dos dados foi utilizado o software estatistico SPSS 21.0.

No tratamento estatistico dos dados foram utilizadas as técnicas estatisticas que a seguir se descrevem:
anélise de frequéncias, medidas descritivas (médias, medianas, desvios-padréo, intervalos interquartis) e,
ainda, representaces gréficas adequadas a natureza dos dados.

Com o intuito de obter a comparacdo de dois grupos independentes, utilizou-se o teste t para amostras
independentes (quando o pressuposto de normalidade se verificava) ou o teste de Mann-Whitney (quando
era violado o pressuposto de normalidade dos dados).

Para a comparagéo de k>2 grupos independentes, utilizou-se a ANOVA a 1 fator (quando o pressuposto de
normalidade se verificava) ou o teste Kruskal-Wallis (quando era violado o pressuposto de normalidade dos
dados).

Com o objetivo de alcangar a comparacéo de dois grupos emparelhados, utilizou-se a ANOVA de medigbes
repetidas (quando o pressuposto de normalidade se verificava) ou o teste Friedman (quando era violado o
pressuposto de normalidade dos dados).

Com o objetivo de estudar a rela¢do entre duas variaveis quantitativas, utilizou-se a anélise de correlagao e
a andlise de regressao linear.

Para o estudo da associagdo entre duas variaveis qualitativas, utilizou-se o teste Qui-quadrado e sempre
que o pressuposto de aplicabilidade ndo se verificou, utilizou-se o teste Qui-quadrado por simulagéo de

Monte Carlo.

3. Resultados

Optou-se por apresentar os resultados tendo em conta os objetivos propostos, sendo que as medidas
ambientais preventivas para eliminar/controlar a exposi¢do serdo apresentadas no fim da discuss&o, de
modo a considerar 0s resultados obtidos decorrentes dos dois objetivos propostos adicionalmente e, ainda,

a respectiva discussao.
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31. Frequéncia das espécies flingicas e a sua distribuicdo no ar e superficies nos dois

contextos profissionais
3.1.1. Exploragées avicolas

Em relag&o a carga fungica aerossolizada, presente nas 7 exploragdes avicolas, o valor mais elevado foi de
24040 UFC/m? e o mais baixo foi de 320 UFC/m3(Tabela 3).

Tabela 3.  Quantificagdo da carga flingica presente no ar das 7 exploragdes avicolas

Exploracio avicola | N Valor mais elevado | Valor mais baixo | Valor médio

UFC/m? UFC/m? UFC/m?

A 3 3680 880 1603,3

B 1 4040 4040 4040

C 3 2520 640 1586,6

D 3 1000 320 706,6

E 4 24040 1280 14350

F 3 3600 2000 2540

G 2 8120 2520 5320

* Numero de colheitas

Vinte e oito espécies/géneros de fungos foram isolados, tendo sido a espécie Scopulariopsis brevicaulis

(39.0%) a mais comum e Rhizopus sp. (30.0%) o género mais frequente (Tabela 4).

Tabelad4. Fungos mais frequentes isolados no ar das exploragdes avicolas

Ar Frequéncia (%)
Scopulariopsis brevicaulis 40.5
Rhizopus sp. 30.0
Penicillium sp. 10.1
Aspergillus sp. 9.7
Outros 9.7

Em relagao a prevaléncia do género Aspergillus nas exploragdes avicolas, esta foi de 22.2%, tendo sido
isoladas 10 espécies diferentes dos 59 pontos de colheita de onde foram obtidos isolados de Aspergillus.
Aspergillus versicolor foi a espécie mais frequente (33.9%), seguida por A. flavus (23.7%) e A. fumigatus
(15.3%). Aspergillus flavus apresentou 0 maior numero de esporos (>2000 UFC/md). Entre o género
Aspergillus, 13 espécies foram isoladas, sendo A. versicolor a mais frequente (78.5%), seguida por A.

fumigatus (4.0%) e A. ustus (6.4%). Outras espécies foram também isoladas, nomeadamente: A. terreus, A.
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candidus, A. flavus, A. niveus, A. niger, A. clavatus, A. ochraceus, A sydowii e A. glaucus (Sabino et al.
2012).

Em relagao as superficies, A. versicolor (31.4%) foi a espécie mais prevalente, seguida de A. flavus (16.5%)
e Fusarium solani (15.3%).

Na cama das exploragdes avicolas, 12 espécies fungicas foram isoladas na cama nova, num total de
805500 isolados. Penicillium foi o género mais frequente (59.9%), seguido por Alternaria (17.8%),
Cladosporium (7.1%) e Aspergillus (5.7%). Além destes, outros géneros foram também isolados,
nomeadamente: Scedosporium sp., Paecilomyces sp., Absidia sp., Rhizopus sp., Hormographiella sp.,
Exophiala sp., Fusarium sp. e Syncephalastrum sp. (Tabela 4).

Em relagdo a cama usada, 19 espécies diferentes foram observadas, num total de 2276500 isolados.
Penicillium sp. foi o mais frequente (42.3%), seguido por Scopulariopsis sp. (38.3%), Trichosporon sp.
(8.8%) e Aspergillus sp. (5.5%). Além destes, foram isolados outros: Acremonium sp., Trichoderma sp.,
Fusarium sp., Arthrinium sp., Absidia sp., Phoma sp., Paecilomyces sp. e Syncephalastrum sp. (Tabela 5).
Scopulariopsis brevicaulis (81.5%) foi a espécie mais isolada do género Scopulariopsis (Viegas et al., 2012

a).

Tabela5. Géneros mais frequentes na cama nova e cama usada

Fungos - Cama nova

Frequéncia (%)

Penicillium sp.
Alternaria sp.
Cladosporium sp.
Aspergillus sp.

Outros

59.9
17.8
7.1
5.7
9.5

Fungos — Cama velha

Frequéncia (%)

Penicillium sp.
Scopulariopsis sp.
Trichosporon sp.
Aspergillus sp.
Outros

423
38.3
8.8
5.5
5.1

Em relagdo a cama nova, Aspergillus fumigatus foi a espécie mais frequente (32.6%) em relagéo ao género
Aspergillus, tendo A. flavus sido também isolado em 9.9% das colheitas. Além destas 2 espécies, e entre 0
género Aspergillus, foram também isolados A. candidus e A. clavatus-nanicus.

No que concermne & cama usada, Aspergillus versicolor foi a mais frequente (73.4%) entre o género
Aspergillus, mas A. fumigatus, A. flavus e A. niveus foram também identificados. Como se pode observar
na figura seguinte, as espécies de Aspergillus apresentaram diferentes incidéncias na cama nova e cama

usada (Figura 3).
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Figura 3. Incidéncia do género Aspergillus na cama nova e na cama usada

3.1.2. Exploragdes suinicolas

No que concerne a carga flngica presente no ar das exploragdes suinicolas, 46 espécies/géneros foram
identificados no ar, num total de 15370 isolados. Aspergillus versicolor foi a espécie mais frequente
(20.9%), seguida por Scopulariopsis brevicaulis (17.0%) e Penicillium sp. (14.1%). Além destes, outros
géneros foram também isolados, designadamente: Cladosporium sp., Fusarium sp., Mucor sp.,
Trichoderma sp., Phoma sp., Alternaria sp., Chrysosporium sp., Scytalidium sp., Pithomyces sp.,
Acremonium sp., Chrysonilia sp., Hormographiella sp., Ochroconis sp., Beuveria sp., Botrytis sp.,
Stachybotrys sp., Epicoccum sp., Absidia sp., Staphilotrichum sp., Ulocladium sp., Stemphilium sp. e
Rhizopus sp. (Tabela 6).

Stachybotrys chartarum foi apenas isolado na maternidade de uma das exploraces.

Tabela 6.  Espécies flngicas mais frequentes no ar das exploragdes suinicolas

Ar Frequéncia (UFC/m?) (%)
Aspergillus versicolor 20.9
Socpulariopsis brevicaulis 17.0
Penicillium sp. 141
Outros 48.0

No caso do isolamento do género Aspergillus nas exploragdes suinicolas, a frequéncia foi de 14.4%, sendo
mais baixa do que nas exploragdes avicolas. Doze espécies deste género foram isoladas nos 62 pontos de
colheita onde foi isolado este género. Apesar das espécies mais comuns deste género serem semelhantes
nas exploragdes avicolas, nas exploragdes suinicolas A. versicolor apresentou 0 maior isolamento no ar

(>2000 UFC/m3) e a maior prevaléncia (41.9%), seguida por A. flavus e A. fumigatus (8.1%). Em relacdo as
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superficies analisadas, A. versicolor foi detetada em maior nimero (>3 x10-2 UFC/m2) (Sabino et al., 2012;
Viegas et al., 2013 d); Viegas et al., 2013 e).

No caso da cobertura do pavimento das exploragbes suinicolas, 8 espécies fungicas foram isoladas na
nova, num total de 35750 isolados e 9 espécies diferentes na usada, num total de 169500 isolados. O
género Thicoderma foi 0 mais frequente na cobertura nova (28.0%) seguida por A. versicolor e Acremonium
sp. (14.0%). Outros géneros foram também isolados, designadamente: Ulocladium sp., Penicillium sp.,
Fusarium sp., Scytalidum sp. e Chrysosporium sp.

O género Mucor foi o mais frequente na cobertura usada (25.1%), seguido por Trichoderma sp. (18.3%) e
Acremonium (11.2%). Os outros géneros isolados foram: Scopulariopsis sp., Acremoniella sp., Penicillium

sp., Sepedonium sp., Fusarium sp. e Geotrichum sp.

3.2, Variaveis ambientais que influenciam a exposi¢ao a fungos e a particulas

3.21. Exploragées avicolas

Nas exploragdes avicolas foi observada uma correlagédo positiva (r=0.487; p=0.014) entre a temperatura e a
carga fungica no ar (UFC/m3), demonstrando que o aumento da temperatura provoca o aumento da carga

fungica. A variagao da temperatura contribui em 23.7% para a variagdo das UFC/m3 (Figura 4).
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Figura4. Correlagéo entre a temperatura e a carga fungica no ar

Elevados valores de humidade provocam menor contaminagéo por particulas. No entanto, foi encontrada
correlagdo positiva entre a humidade relativa e algumas dimensdes das particulas, designadamente: PM0.5
(r=0.438; p=0.025) e PM1.0 (r=0.537; p=0.005), significando que a variagdo da humidade relativa contribui
em 19.2% para a explica¢do da variagdo das PM0.5 e 28.8% para a explicagao da variagdo das PM1.0.

N&o foram encontradas diferengas estatisticamente significativas quando comparada a carga fungica

(CFUIq) das diferentes camas (Hi=4,798, p=0,187). No entanto, foi observada uma tendéncia para a cama
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constituida por aparas de madeira apresentar mais elevados valores de UFC’s e para a cama constituida

por aparas de madeira e casca de arroz apresentar valores mais baixos (Tabela 8).

Tabela 7. Valores da mediana, percentis de 25 e 75% e intervalo interquartil da contaminagéo fungica

por cada tipo de cama

: Mediana 25% Perc. 75% Perc. | Intervalo Interq.
Tipos de cama
Total UFC/g | Total UFC/g | Total UFC/g Total UFClg
Aparas de pinheiro 200500 90000 300000 210000
Palha 285000 113000 1785000 1672000
Aparas de madeira com
156250 9500 818750 809250
casca de arroz
Aparas de madeira 830000 612500 3200000 2587500

Correlagdo entre a contaminacao flngica (UFC/g) e a idade da cama apresentou uma correlagéo fraca e

estatisticamente nao significativa (rs=-0,203, p=0,378) (Figura 5).
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Figura5. Correlagdo entre a contaminag&o fiingica (UFC/g) e a idade da cama

A correlagao entre a contaminagédo fungica da cama (UFC/g) e a contaminacéo fungica do ar (UFC/m?)
apresentou uma forte correlagdo positiva e estatisticamente significativa (rs=-0,934, p=0,002), indicando
que a contaminacao fungica da cama contribui 87.3% para a explicagdo da contaminagéo flingica do ar
(Figura 5).
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Figura6. Correlagdo entre contaminagdo flngica do ar (UFC/m?) e contaminagdo fungica da cama
(UFClg)

3.2.2. Exploragoes suinicolas

Analisou-se a forma e a intensidade da relagao da carga fungica (UFC/m3) com a temperatura, humidade
relativa e as particulas, tendo sido detectado correlagdes significativas em sentido positivo entre as UFC/m?
e a humidade (r=0,340, p=0,018), PMasug/m? (r=0,490, p=0,000), PMsug/m3 (r=0,411, p=0,004) e
PMioug/m? (r=0,347, p=0,016). Constata-se, assim que a variagdo da humidade contribui em 11.5% para a
explicagdo da variagdo das UFC/m3, as PM,sug/m? contribuem em 24.0%, as PMsug/m3 contribuem em
16.9% e as PMyoug/m?3 em 12.0%.

Tabela8. Relacdo da carga fingica (UFC/m3) com as variaveis ambientais analisadas

(Correlagao de Pearson)

Temperatura Humidade PMosug/m®  PMioug/m?  PMasug/m®  PMsug/m® PMsoug/m?

CFU/m® 200 0,340 145 27 0,490* 0,411* 0,347*

*Correlagdo significativa ao nivel de significancia de 1%

**Correlagao significativa ao nivel de significancia de 5%
Verificou-se também a contribuicdo das variaveis ambientais na dispersao particulas. A humidade relativa

contribui apenas 37.3 % na explicagéo da variacdo das PM1, sendo esta a maior contribuicdo da humidade

nas diferentes dimensdes das particulas (Figura 7).
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Figura7. Contribuigdo da humidade relativa na explicagdo da variagdo das PM1

Considerando que os resultados da humidade foram todos superiores a 70.0 %, podemos referir que a
contribui¢do positiva que encontramos para as PM1 deveu-se a ressuspensao.

A correlagdo da contaminagdo fungica das superficies (UFC/m?) e contaminagéo fungica do ar (UFC/m3)
apresentou uma correlagéo positiva fraca (r=-0.306, p=0.039), indicando que a contaminag¢&o fungica das

superficies contribui apenas em 9.4% para a variagéo da contaminag&o fungica do ar (Figura 8).
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ar (UFC/m”)
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3.3. Influéncia das particulas na dispersao flingica nos dois contextos profissionais

3.3.1. Exploragdes avicolas

Em relagcdo & material particulada, as particulas com maior dimensdo foram detectadas em maiores
concentragOes, designadamente as PM5.0 (particulas com a dimenséo de 5.0 um ou menos) e PM10
(particulas com a dimensao de 10 um ou menos). Os resultados da mediana s&o apresentados para as 7

exploragdes estudadas (Tabela 9).

Tabela 9. Valores da mediana para a concentragdo das particulas em cada dimens&o
Exploragao PMO0.5 PM1.0 PM2.5 PM5.0 PM10
(mg/m?) (mg/m3) (mg/m3) (mg/m?3) (mg/m?3)
A 3.4x10+4 6.7x104 59.3x10+ 1.0 x10* 6.0 x104
B 9.4x10+ 18.6 x10 82.8 x10+ | 8.4x102 3.2 x108
C 6.8 x10+ 1.2x1073 7.4 x10°3 1.1 x10° 8.0 x10°
D 2.7x104 4.6 x10+ 1.9x1073 3.4 x102 2.1x108
E 1.4 x10°3 3.1x10°3 21.6x10°% | 2.1 x105 5.8 x10°
F 2.3x103 2.8x103 7.9 x10°3 6.5 x1072 2.6 x10°
G 5.0 x10- 7.5x104 2.3x103 2.2x102 1.4 x10°

Particularmente, nas unidades A, B, C e E as dimensdes de PMso e PM1, foram as principais responsaveis
pela contaminagdo causada pela matéria particulada.

No caso das exploragdes avicolas, ndo se verificou associagéo significativa (p= 0.01) entre nenhuma das
dimensdes avaliadas das particulas no ar e as UFC/m3, apesar de ter sido evidenciada associagdo
significativa entre a carga fungica presente na cama e no ar, como referido anteriormente. Tendo em conta
estes resultados, considerou-se que a contaminagéo flingica no ar destas exploragdes é mais influenciada

pela cama (fonte de contaminagao interna) do que pela disperséo de particulas.

3.3.2. Exploragdes suinicolas

O teste de Friedman demonstrou a existéncia de diferencas estatisticamente significativas entre as cinco
dimensdes das particulas. (y; = 228, p = 0,000) O teste para comparagdes mlltiplas revelou a
existéncia de diferengas estatisticamente significativas entre todas as dimensdes das particulas. Verificou-
se também que as particulas de menores dimensdes apresentaram valores de contaminagéo inferiores.

A distribuicdo da dimensdo das particulas apresentou a mesma dimensdo em todas as exploragdes
suinicolas. No entanto, as exploragdes B e D, apresentaram maiores valores de contaminagéo,
particularmente nas PMs e PM1o (Tabela 10). Estas duas exploragdes eram as Unicas que tinham apenas
ventilagdo natural como forma de ventilagdo, sendo que as restantes apresentavam ventilagdo natural e

mecanica (exaustdo).
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Tabela 10. Medigdes das particulas obtidas em cada exploragdo suinicola (média/mg.m-3)

Exploragoes | N° de medidas | PM0.5 PM1.0 |PM2.5 |PM5.0 PM10.0
A 11 9.1x10+ | 1.4x103 |5.1x103 [4.9x102 |24
B 7 1.9x10°% |5.4x103 | 1.6x102 | 1.1 49
C 6 2.5x104 | 7.4x10* |4.6x10° [4.5x102 |2.0
D 5 2.8x10+  ]9.3x10+ |8.8x10° 1.1 5.8
E 3 2.3x10°  14.3x10°® | 1.2x102 [6.0x102 |1.9
F 7 1.4x10+ |8.6x10* | 7.6x10°% | 7.9x102 |3.5
G 11 3.9x104 | 7.6x10+ |3.8x103 |4.5x102 |23

Verificou-se que a concentragdo de particulas é maior na zona das engordas do que na zona das

maternidades, considerando as PMyo.
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Figura9. a) Distribuigdo das particulas por granulometrias nos diferentes locais das exploragdes

b) Distribuicdo das PM1qnos diferentes locais das exploragdes

Como apresentado em tabela anterior (Tabela 8), verificou-se que as PM2sug/m? contribuem em 24.0%, as
PMsug/m? contribuem em 16.9% e as PMoug/m3 em 12.0% para a disperséo da carga fungica (UFC/m3).No
entanto, é importante referir que existem outras variaveis ambientais que se conhecem, como podendo
igualmente influenciar a disseminacg&o flngica.
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3.4. Pontos criticos referentes a exposi¢ao a fungos e particulas nos dois contextos profissionais
3.4.1. Exploragdes avicolas

Devido a constrangimentos financeiros e de autorizagdo para acompanhar as atividades, houve
necessidade de seleccionar as atividades mais criticas no que concerne a exposicdo dos factores de risco
estudados. Assim, apesar de todas as etapas ao longo da industria avicola poderem originar exposi¢éo a
particulas e fungos, potencialmente causadoras de irritacdo e/ou doenca respiratdria alérgica ou toxica,
apenas foi possivel caracterizar a exposi¢ao aos dois factores de risco, no interior dos pavilhdes aquando
das tarefas rotineiras e durante a adigdo de cama fresca e do “revirar” da mesma.

Verificou-se que os trabalhadores deslocam-se ao interior dos pavilhdes 3 a 4 vezes por dia para realizar as
atividades rotineiras (adicdo de ragdo, muda de agua, observacdo das aves, entre outras) durante
intervalos de tempo entre os 30 a 40 minutos. Em relagdo a muda ou “revirar” da cama, apesar de ser uma
tarefa mais demorada (podendo demorar alguns dias) ocorre esporadicamente, estando dependente, a sua
frequéncia, de diversas varidveis, designadamente: o tipo de ave e o0 tempo que demora a crescer antes de
ir para 0 matadouro, o tipo de ragéo, o tipo de cama utilizada, entre outras.

Os trabalhadores das exploragdes visitadas realizavam todas as tarefas inerentes ao funcionamento das
exploragdes, pelo que a avaliagdo da exposicdo a fungos e particulas devera considerar o interior do
pavilhdes e a duragdo decorrente da permanéncia dos mesmos nesses espacos (3 a 4 vezes por dia/ 30 a
40 minutos).

Foi possivel verificar que todos se deslocavam ao interior dos pavilhdes sem equipamentos de protecgéo

individual, ndo havendo, na maior parte dos casos, equipamentos a sua disposigao.

3.4.2. Exploragbes suinicolas
Ao contrario do que é referido em referéncias internacionais consultadas, em Portugal, algumas das
atividades carecem ainda da presenga e intervencdo efectiva dos trabalhadores, designadamente a
alimentacdo manual, manutengéo dos pavimentos decorrentes da deposi¢do da matéria fecal, corte dos
rabos dos leitdes, vacinagao, recolha de esperma, injecgdo de esperma, entre outras, que provocam o
aumento de tempo despendido junto aos animais e, consequente, o tempo de exposicdo a fungos e
particulas Estas atividades decorrem em continuo entre as diferentes areas de uma exploragao,
nomeadamente: gestacdo, maternidade, engorda (celas ou parques) e quarentena.
Nesta industria, os trabalhadores sdo polivalentes realizando todas as atividades inerentes a producéo
suinicola. Deste modo, pode-se concluir que estdo em permanéncia no mesmo ambiente em que os
animais se encontram. Neste caso, salienta-se, que além da exposi¢do por via inalatdria a carga fungica
ocorre, igualmentea exposigao por via dérmica, tendo em conta ndo sé as espécies flngicas isoladas (p.e.
Scopulariopsis sp.) (Sabino et al., 2012) mas também o fato dos trabalhadores entrarem em contato com os
animais sem qualquer equipamento de protec¢éo individual.
Apesar das PM5 contribuirem apenas em 15.0% para a explicagédo da variagdo das UFC/m3, devemos
considerar, de modo preventivo, os locais com maior contaminagdo por particulas os mais contaminados
também por espécies fungicas.
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3.5. Alteragoes da fungao respiratoria, reagoes alérgicas adquiridas e sensibilizagao aos agentes

fungicos dos trabalhadores expostos

3.5.1. Parametros espirométricos

As espirometrias foram realizadas numa amostra de 46 trabalhadores de exploragbes avicolas, 69.6% do
género masculino e 30.4% do feminino. Os dados de fumadores e de ndo fumadores foram analisados
separadamente. Foi utilizada a estatistica descritiva devido a dimensé&o reduzida da amostra. A prevaléncia
da alteracéo ventilatoria obstrutiva foi superior nos individuos com maior tempo de exposi¢do (31.7%)
independentemente de serem fumadores (17.1%) ou ndo fumadores (14.6%).

Relativamente as exploragdes suinicolas, 8 trabalhadores (38.8%) foram excluidos do estudo pois tinham
antecedentes de patologia pulmonar. Assim, foram estudados 18 trabalhadores, dos quais 66.7% eram do
género masculino e 33.3% do género feminino. A média de idades era de 41.5 £ 12.1 anos e a duragéo
média da exposicédo foi de 8.9 anos. Relativamente aos habitos tabagicos, 38.9% eram fumadores, 50%
eram nao fumadores e 11.1% eram ex-fumadores. Apenas 4 participantes (22.2%) apresentaram uma
alteragdo ventilatoria obstrutiva. Destes, as obstrugdes mais graves encontraram-se nos que também
apresentavam maior tempo de exposigao.

Né&o foi estudada a associagéo dos resultados com o uso de equipamento de prote¢éo individual devido ao
reduzido tamanho da amostra, a inconsisténcia desses dados nas respostas ao questionarios e ao facto de

a maioria dos trabalhadores ter referido ndo utilizar qualquer protegéo.

3.5.2. Dados clinicos e epidemioldgicos

Foram avaliados 80 trabalhadores destes dois sectores profissionais, nomeadamente 47 (58,8%)
trabalhadores de aviarios e 33 (41.2%) de suiniculturas. A idade média dos trabalhadores foi 42.7 £ 11.8
anos, maioritariamente entre os 31 e os 58 anos (76.25%).

A prevaléncia de asma na amostra em estudo foi de 8.75%. A sintomatologia respiratéria em profissionais
asmaticos caracterizou-se pela presenca de sibilos e/ou pieira associada a dispneia (80%), a dispneia em
repouso (57.1%) ou apds atividade extenuante (71.4%) e manifestagdes noturnas como acordar com uma
crise de dispneia (42.9%) foram os sintomas mais frequentes nos profissionais asmaticos em estudo.
Todos os trabalhadores asmaticos apresentavam diagnéstico médico de asma, com 57.1% dos casos a
reportar a primeira crise de asma ap6s os 40 anos de idade, o que sugere que a asma desenvolveu-se
durante a fase adulta em resultado de uma eventual exposicdo ocupacional. Foram ainda detetadas outras
manifestagdes alérgicas, como rinite (n=16, 20%) e eczema (n=25; 31.3%). Inclusivamente, cerca de 72%
(n=18) dos trabalhadores com eczema consideraram que este problema estd relacionado com o seu
trabalho.

Verificou-se também uma prevaléncia elevada de sintomatologia respiratéria em profissionais nao
asmaticos, nomeadamente sibilos associados a dispneia (n=5; 23.8%) e dispneia ap6s atividade
extenuante (n=9; 12.3%). Para além disso, 18.75% (n=12) dos trabalhadores manifestaram a presenca de
espirros, corrimento nasal ou nariz entupido, sem estarem constipados ou com gripe e também sem

diagnostico médico de rinite.
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Relativamente a sintomatologia respiratéria associada a exposicéo profissional, 12 (15.0%) profissionais
manifestaram opressao toracica ou pieira associados a uma atividade decorrente da sua profissdo, como a
reprodugdo, o ambiente das exploragbes (temperatura, poeira), 0 uso de detergentes e desinfetantes,
preparagao e/ou contato com alimenta¢do dos animais, o contato direto com os animais e seu alojamento,
como também com a sua medicacéo. Cerca de 26 (32.5%) profissionais referiram também uma melhoria da
sua funcdo respiratéria durante os dias de descanso e de férias (p = 0.002), associando os disturbios

respiratorios com a sua atividade profissional.

3.5.3. Sensibilizagao aos agentes flingicos (IgE)

Relativamente a avaliagdo do IgE especifico através do sistema ImmunoCAP foi apenas realizado em
trabalhadores das exploragdes avicolas (14 mulheres e 33 homens), ndo tendo sido encontrada associagéo
positiva (p<0.05%) entre a contaminag&o flingica e a sensibilizagdo a antigénios fungicos. Foi utilizada
populagéo controlo (N= 28) seleccionada aleatoriamente de entre um grupo de estudantes e docentes de
uma instituicdo de ensino superior. A prevaléncia de IgE especifico nos trabalhadores foi de 8.5% e de
3.5% no grupo controlo para o mix2, que inclui os alérgenos das espécies Penicillium notatum,
Cladosporium herbarum, Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Alternaria alternata e Helminthosporium
halodes. A prevaléncia do IgE especifico para o mix4, que inclui os alérgenos das espécies Aspergillus
fumigatus, Aspergillus terreus, Aspergillus niger e Aspergillus flavus, foi 4.2% para os trabalhadores e 3.5%
para o grupo de controlo. Nao se verificaram diferengas significativas (p<0.05%) entre os trabalhadores € a

populagao controlo.

3.6. Pesquisa de trés espécies/estirpes potencialmente patogénicas/toxinogénicas com recurso a

biologia molecular

3.6.1.  Estirpes toxinogénicas do complexo A. flavus

Foram obtidos resultados positivos em 3 colheitas do interior dos pavilhdes de 2 exploragdes avicolas
diferentes. Foi confirmada a presenca em apenas uma colheita do exterior de uma das 2 exploragdes,
indicando que, em pelo menos uma delas, existe contaminagdo proveniente de fonte interna (Viegas et al.,
2012 ¢).

As estirpes toxinogénicas ndo foram isoladas em todos os locais onde A. flavus foi identificado pelos
métodos convencionais e as estirpes toxinogénicas foram detectadas em locais em que as espécies de A.

flavus ndo foram identificadas através dos métodos convencionais (Viegas et al., 2012 e).

3.6.2. Complexo Aspergillus fumigatus
Através dos métodos convencionais, A. fumigatus foi encontrado apenas numa colheita de ar. Utilizando os
métodos moleculares foi detectado em 7 colheitas de ambiente interior dos pavilhdes em 3 exploragbes

diferentes (Viegas et al., 2013 a) in press).

32



Avaliagao da exposi¢ao a fungos e particulas em exploragées avicolas e suinicolas

Foi confirmada a sua presenga em 2 colheitas de ar exterior, indicado que, em pelo menos uma das

exploragdes, existe contaminagao proveniente de fonte interna (Viegas et al., 2013 a) in press).

3.6.3. Stachybotrys chartarum

N&o foi detectado S. chartarum em nenhuma das colheitas de ar realizadas (Viegas et al., 2013 a) in press).

3.7. Avaliacao da exposigao dos trabalhadores a micotoxina aflatoxina B1.

3.7.1. Exploragoes avicolas

Dos 31 trabalhadores que acederam participar no estudo, 18 (58.6%) apresentaram valores detectaveis de
Aflatoxina B1 (AFB1) com valores entre < 1 ng/ml e 4.23 ng/ml, com um valor médio de 2 ng/ml. De modo

contrario, em nenhum dos elementos do grupo de controlo foi detectada AFB1 (Viegas et al., 2012 e).

3.7.2. Exploragdes suinicolas

No caso destas exploracdes, 28 trabalhadores participaram no estudo facultando amostras de sangue e 21
(75.0%) apresentaram valores detectaveis de AFB1 com valores entre < 1 ng/ml e 8.94 ng/ml com um valor

médio de 1.91 ng/ml (Viegas et al., 2013 a) in press).

4. Discussao
41. Frequéncia das espécies fungicas e a sua distribui¢ao no ar e superficies nos dois contextos

profissionais

4.1.1. Exploragoes avicolas

A presenga de espécies fingicas em ambientes interiores representa um potencial risco para a satde dos
ocupantes, devido a producéo de alérgenos, uma vasta gama de micotoxinas, e substancias inflamatérias,
tais como a beta-D-glucano. Na verdade, varios estudos tém demonstrado a relagdo entre a carga flngica e
0s niveis de antigenos fungicos com a presenga de alergia (Bush et al., 2001). N&o surpreendentemente,
os sintomas respiratérios tém sido evidenciados em trabalhadores expostos a fungos, como é o caso dos
trabalhadores das exploragdes avicolas (Rylander et al.,2006). Comparando a carga fungica detectada nas
7 exploragdes analisadas, com um estudo realizado em duas exploragdes em Zagreb (Rimac et al.,2010),
verificou-se que as 2 exploragBes apresentaram carga fungica mais elevada do que observada no estudo
realizado em exploragdes portuguesas (31.200 UFC/m3 - 4900 UFC/m3 e 68.400 UFC/m3 - 7600 UFC/m3
contra 240 CFU/m3- 24040 UFC/m3). Estas diferengas quantitativas podem dever-se a varios fatores, como
as variaveis ambientais, a taxa de ventilagéo, as tecnologias aplicadas, a densidade animal, tipo de ave,
idade das aves, métodos eliminagéo de fezes e urina e procedimentos de limpeza (Oppliger et al.,2008).
Em concordancia com 0s nossos resultados, também num estudo realizado por Rimac e colegas (Rimac et
al.,2010) verificou-se que as espécies pertencentes aos géneros Scopulariopsis, Rhizopus, Aspergillus e
Penicillium foram também os mais prevalentes. Importa referir que, algumas das espécies de fungos mais

33



Avaliagao da exposi¢ao a fungos e particulas em exploragées avicolas e suinicolas

prevalentes no estudo (Penicillium sp. e Aspergillus sp.), tm sido identificadas como agentes causais de
reacgdes de hipersensibilidade em seres humanos, com manifestagdes clinicas, tais como a rinite alérgica,
a asma extrinseca e alveolite (Rimac et al.,2010).

Em relagdo ao género Aspergillus, A. flavus (74,5%) foi a espécie mais frequentemente isolada e é uma
conhecida produtora das micotoxinas aflatoxinas (Aradjo et al.,2003). Também é importante realgar a
identificacdo de A. fumigatus, um dos fungos sapréfitas mais difundidos no ar e capaz de causar
aspergilose grave ou fatal (Yao et al., 2007). Importante também referir que, de acordo com a American
Industrial Hygiene Association (AIHA), em 1996, para a determinacdo de contaminagdo biologica em
amostras ambientais, a presenga confirmada das espécies Aspergillus flavus, Aspergillus versicolor e
Aspergillus fumigatus, todas elas isoladas nas exploracdes analisadas, requer a implementagdo de
medidas corretivas (American Industrial Hygiene Association (AIHA), 1996).

Aspergillus versicolor, a espécie flingica mais comum nas superficies, € um conhecido produtor da
micotoxina sterigmastocystina, classificada como hepatotoxica e carcinogénica (Engelhart et al., 2002).
Esta micotoxina é classificada pela International Agency for Research on Cancer como pertencente ao
grupo 2B, ou seja como possivel agente carcinogénico para 0 Homem (International Agency for Research
on Cancer, 1987).

4.1.2. Exploragdes suinicolas
Varios substratos presentes nas exploragbes suinicolas, como ragdes contaminadas, cobertura do
pavimento e as fezes dos animais podem potenciar a presenca de bioaerossois (Seedorf et al., 1996;
Adhikari et al., 2004). Além dos fungos, também os seus metabolitos como as micotoxinas, tem um papel
importante nas reac¢des inflamatorias e da deterioracdo da fungéo respiratéria (Heedrik et al., 1991; Ghio
and Roggli, 1995; Bondy and Pestka; 2000; Cleave et al., 2010). No mesmo setting ocupacional, ja foi
reportada a exposigao aos metabolitos fingicos por diversos estudos realizados (Kim et al., 2008; Duchaine
et al., 2000; Louhelainen et al., 2001; Willson et al., 2008).
As espécies mais frequentes presentes no ar das 7 exploragdes analisadas foram Aspergillus versicolor,
Scopulariopsis brevicaulis e espécies pertencentes ao género Penicillium, tendo sido obtidos resultados
semelhantes noutro estudo (Jo e Kang, 2005), com o género Aspergillus e Penicillium a serem também os
predominantes nas exploragdes suinicolas analisadas nesse estudo.
Nas superficies, A. versicolor foi 0 mais frequente, seguido de Cladosporium e Scopulariopsis brevicaulis. A
aerossolizacdo das espécies depende de varidveis ambientais, como a aerossolizagdo das particulas e
variaveis fungicas como o didmetro do esporo e aerodinamica (Roussel et al., 2008). Nesse sentido, é
necessario considerar que, os resultados respeitantes as espécies presentes nas superficies € no
revestimento do pavimento, devem ser utilizados para avaliar a exposigdo ocupacional a contaminag&o
fungica (Buttner and Stetzenbach, 1993, Srikanth et al.,2008; Hayashi and Osawa, 2009; Lu et al., 2009;
Brenier-Pinchart et al., 2009; Reboux et al., 2009; Viegas et al., 2011 b).
Aspergillus versicolor, a espécie fungica mais comuns no ar e superficies, como ja foi referido é um
conhecido produtor da micotoxina sterigmastocystina, classificada como hepatotdxica e carcinogénica
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(Engelhart et al., 2002), sendo classificada como possivel carcinogénico para o Homem (International
Agency for Research on Cancer, 1987).

Os fungos sdo muitas vezes utilizados como indicadores da presenca de micotoxinas em settings
ocupacionais, devido a mais fécil e rapida detec¢éo, sendo por isso necessario considerar que a exposi¢ao
nédo é apenas a carga fungica, mas também & seterigmastocystin (Thrane et al., 2004). Além disso, de
acordo com referéncia ja mencionada (AIHA, 1996), a presenga confirmada das espécies Aspergillus
flavus, Aspergillus versicolor e Aspergillus fumigatus, todas elas isoladas no ar das exploragdes, requer a
implementacdo de medidas correctivas.

A exposicdo a Scopulariopsis brevicaullis tem vindo a ser associada com casos de alergia ocupacional.
Varias espécies do género Scopulariopsis sdo conhecidas como causadores de infecgbes fungicas
oportunistas, sendo a espécie S. brevicaulis um conhecido agente de onicomicoses. Face ao exposto, a
contaminacdo das superficies por esta espécie representa um risco acrescido para a salde dos
trabalhadores (Ponikau et al., 1999).

Stachybotrys chartarum foi isolada em duas das 7 exploragdes analisadas. Este fungo tem uma velocidade
de crescimento menor do que outras espécies (Hintikka and Nikulin, 1998), podendo a sua quantificagéo
ser subestimada (Bartlett et al., 2004; Strachan et al., 1990). Além disso, é necessario considerar ndo
apenas a cara fungica desta espécie, mas também a eventual presenca das micotoxinas produzidas pela

mesma espécie (Bhan et al., 2011).

4.2. Variaveis ambientais que influenciam a exposi¢do a fungos e a particulas

4.2.1. Explorages avicolas

Verificou-se uma correlagdo significativa (r = 0.487, p = 0.014) entre a temperatura e o nivel de
contaminacdo por fungos (UFC/m3), semelhante a outros estudos (Wong et al.,2008; Strachan et al.,1990),
e confirmando a influéncia da temperatura na proliferagao fungica.

A medicdo de particulas permitiu obter informacdes sobre a distribuicio de tamanho das particulas. A
correlagao significativa entre as particulas de dimenséo (PMos € PM1o) € a humidade relativa pode ser
explicado pelo fato de a humidade relativa do ar afetar as particulas inalaveis (aumento dos niveis de
humidade relativa do ar diminui a contaminagao por particulas), mas ndo as particulas respiraveis (fraccdo
inferior a 5 um) (Ellen et al.,2000).

Verificou-se correlacdo entre a contaminagéo fungica da cama (UFC/g) e a contaminagéo fingica do ar
(UFC/m3), provando que a cama dos aviarios € uma fonte interna de contaminagao fungica. Através dos
resultados obtidos constatou-se que existe uma tendéncia para a cama constituida por aparas de madeira
apresentar maior carga fungica e a cama constituida pela mistura de aparas de madeira e casca de arroz
apresentar menor carga fungica. No entanto, Kotimaa e colegas (1991) verificaram que a palha e as aparas
de madeira apresentaram a maior contaminagao, podendo estas divergéncias ocorrer devido a condi¢des
de armazenagem (Kotimaa et al. 1991), e da contaminagdo presente no ambiente de origem, como por
exemplo as serralharias (Crook e Olenchock 1995; Demers et al. 1997; Dennekamp et al. 1999; Tatken

1987). Em relacdo a idade da cama nao se verificou a correlagdo com a contaminacg&o fUngica encontrada,
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pois outras varidveis poderdo contribuir para essa mesma contaminagdo, designadamente: atividade
animal, temperatura, humidade relativa, ventilagao, densidade animal, tipo de ave, idade das aves, método
de alimentacéo, presenga ou auséncia de técnicas de limpeza de ar, entre outras (Whyte 2010; Ellen et al.,
2000).

4.2.2. Exploragdes suinicolas

Foram detectadas correlagdes significativas em sentido positivo entre as UFC/m® e a humidade
corroborando os resultandos provenientes de outros estudos realizados em diferentes contextos de
trabalho (Strachan et al., 1990; Wong et al., 2008).

4.3. Influéncia das particulas na dispersao flingica nos dois contextos profissionais

4.3.1. Exploragdes avicolas

A dimens&o das particulas € um aspeto bastante importante, pois a capacidade de aerossolizagéo,
velocidade de sedimentacdo e de ressuspenséo estdo dependentes dessa caracteristica (Pedersen et al.
2000). Kemp et al. (2002) reportaram também que, no caso dos fungos, o tipo de esporo é uma
caracteristica que condiciona a respectiva disperséo no ar e nas superficies.

No caso das exploracdes avicolas, ndo se verificou associacao significativa (p= 0.01) entre nenhuma das
dimensdes avaliadas das particulas no ar e as UFC/m?, considerando-se que a contaminagdo fUngica no ar
destas exploragdes € mais influenciada pela cama (fonte de contaminacg&o interna) do que pela disperséo

de particulas (Viegas et al., 2012 a).

4.3.2. Exploragdes suinicolas

Em relagdo as exploragdes suinicolas, os resultados obtidos sé&o coincidentes com outros estudos que
sugerem que a concentracdo de particulas é maior na zona das engordas do que na zona das
maternidades, considerando as PM1o (Hamon et al., 2012).

Os resultados obtidos apresentam valores mais elevados na dimensdo PMs e, predominantes nas PMjy,
indicando que as particulas provenientes desta industria podem penetrar ao nivel das trocas gasosas nos
pulmdes (PMs) e podem provar doenca através da acumulagdo nas vias respiratorias superiores, abaixo
das cordas vocais (PM1o) (Vincent e Mark, 1981).

Em relagdo a capacidade das particulas para transportarem a contaminagao fungica, foram detectadas
correlagdes significativas em sentido positivo entre as UFC/m3 e as PM2sug/m3, PMsug/m® e PM1oug/m3.
Num estudo desenvolvido por Halstensen e colegas numa quinta com produc&o de cereais, as particulas
medidas foram o factor que mais influenciou a exposi¢cdo a microorganismos, devendo ser por isso
recomendadas medidas correctivas que visem a diminuicdo da dispersdo de particulas, ndo s6 para
diminuir a exposicéo a este fator de risco, mas também para evitar a proliferacéo fingica (Halstensen et al.,
2007).
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4.4. Pontos criticos referentes a exposi¢ao a fungos e particulas nos dois contextos profissionais
44.1. Exploragdes avicolas

A adi¢do de cama fresca, durante o crescimento das aves, pode provocar a inalagéo conjunta de particulas
e esporos fungicos devido, principalmente, a decomposi¢ao microbioldgica do material constituinte da cama
(HSE, 2008).

A cama ¢é um dos factores que mais contribuem para a contaminagéo flngica nas exploragdes avicolas
(HSE, 2008; Just et al. 2009; Williams, 2010; Viegas et al., 2012 a). Além disso, a aplicacdo da nova cama
€ uma das atividades que normalmente envolve uma maior exposi¢do dos trabalhadores a particulas
(Whyte, 2010; Viegas et al., 2012 a); Viegas et al., 2012 f) e, também a fungos e os seus metabolitos, como
€ 0 caso dos compostos organicos volateis e micotoxinas (Milner, 2009; Tsapko et al., 2011).

Outra atividade, também reportada em referéncias internacionais, como sendo mais critica em matéria de
exposic¢do ocupacional a fungos e particulas, é a apanha das aves, ndo tendo sido possivel acompanhar,
por falta de autorizagdo por parte dos directores técnicos. A apanha das aves, para serem transportadas
para 0 matadouro, apresenta um risco ocupacional acrescido, tendo em conta que é feito manualmente e
as aves ao abanarem as asas, como forma de resistir e fugir, potenciam a aerossoliza¢éo de particulas e
de fungos (HSE, 2008; Oppliger et al. 2008).

4.4.2. Exploragdes suinicolas

Internacionalmente, verificou-se, através de referéncias bibliograficas, que ndo existe a necessidade de
operar presencialmente esta industria, pois a maior parte da edificagdo possui sistemas automaticos para
as tarefas inerentes a esta industria, designadamente a alimentagdo mecanizada dos animais (Cleave et
al.,, 2010; Jo e Kang, 2005). No entanto, em Portugal a maior parte das atividades carecem da intervengéo
dos trabalhadores, existindo algumas areas com maior contaminagdo causada pelas particulas (engorda)
(Viegas et al., 2013 f), estando em sintonia com outros estudos (Hamon et al., 2012).

Deveremos considerar a engorda como etapa mais critica também no caso da contaminacao fungica, caso
consideremos apenas a carga fungica. Outras variaveis deverao ser analisadas para avaliar o cenario mais
critico em matéria de contaminago flingica (Kim et al., 2008; Pearson e Sharples,1995; Jo e Kang 2005;
Viegas et al., 2013 d), pois como se verificou neste estudo as particulas e a humidade relativa influenciam a
disseminacao fungica. Estes dois factores — particulas e humidade relativa - podem ser considerados como

indicadores de contaminag&o fingica neste contexto de trabalho.

4.5. Alteragoes da fungao respiratoria, reagoes alérgicas e a sensibilizagao aos agentes fungicos
dos trabalhadores expostos

Varios estudos demonstram efeitos respiratérios adversos relacionados com exposigdo ocupacional em
ambientes de produgdo animal intensiva (Kogevinas et al., 1999; Eduard et al., 2009; May et al., 2012;
Harting et al, 2012). Além disso, ja foi verificada correlagdo entre a exposicdo ambiental nestes locais de
trabalho e sintomas respiratérios nos trabalhadores (Donham et al., 1989; 1995; Reynolds et al., 1996;

Donham, 1999).
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4.5.1. Parametros espirométricos

4.5.1.1. Exploragdes avicolas

Para além da monitorizagdo ambiental, os efeitos adversos na saude dos trabalhadores expostos foram
avaliados, pois as particulas organicas constituem um dos principais factores de risco para a saude
respiratoria associados a producdo animal (Rimac et al., 2010). Relativamente a fung&o respiratéria, quer
os fumadores, quer os ndo fumadores com maior tempo de exposicdo, apresentaram uma prevaléncia
superior de alteragdo ventilatéria obstrutiva, estando estes resultados de acordo com outros estudos (Avila,
1971; Kirychuk et al., 2003; Szczyrek et al., 2011). Contudo, a prevaléncia ndo pode ser comparada pois,
nos estudos referidos, os critérios utilizados para identificar as alteragbes ventilatdrias néo estdo descritos.
Rimac e colaboradores (2010) ndo encontraram alteragdes ventilatérias mas utilizaram um ponto de corte
de 70.0% para a relagdo FEV1/FVC em vez dos 80.0% do presente estudo ou do 5° percentil, sendo este
Ultimo o critério proposto pela ATS/ERS, 2005.

Né&o foram encontradas outras alteragdes ventilatorias. Este facto pode estar relacionado com o tamanho
da amostra, pois em trabalhadores de aviarios e de suiniculturas esta descrita a existéncia de alteragdes
ventilatorias restritivas e mistas (Alencar,2004; Omland, 2002). Radon e colegas (2001) verificaram que o0s
trabalhadores dos aviarios estavam expostos a concentragbes mais elevadas de particulas e que tinham
valores médios dos parametros funcionais respiratérios mais baixos. Contudo, uma interpretacdo correta
dos resultados s6 € possivel em espirometrias de boa qualidade e a presenga de uma percentagem da
referéncia do FEV1 superior a da FVC (Steltner et al., 2004). De facto, se a FVC n&o for completa pode ndo
ser possivel identificar alteragdo ventilatoria obstrutiva. Esta diferenga nos resultados também pode ser,
parcialmente, explicada pelo “healthy worker effect” (HWE), que se relaciona com o défice tanto de
morbilidade, como de mortalidade, atribuido a varios fatores relacionados com o trabalho quando os
trabalhadores e a popula¢do em geral sdo comparados (Li and Sung, 1999; McMichael et al., 1986; Burns
et al., 2011, Burch et al.,2010) e que foi observado em individuos com exposi¢ao ocupacional a alérgenos
(Rimac et al., 2010). Este fendmeno ocorre porque individuos mais saudaveis tém maior probabilidade de
arranjar emprego € de o manter, enquanto que individuos doentes e portadores de deficiéncias sdo mais

excluidos pelas entidades empregadores (Moual et al., 2008; Thygesen et al., 2011).

4.5.1.2. Exploragoes suinicolas

Relativamente as exploragdes suinicolas, como ja foi referido, a amostra foi constituida por apenas 18
trabalhadores dos quais 4 (22.2%) apresentaram uma alteragéo ventilatdria obstrutiva. Embora tenha sido
observado que as alteragdes mais graves foram encontradas nos trabalhadores com maior tempo de
exposi¢do, o nimero reduzido quer de participantes quer de alteragbes ventilatorias ndo permitiu estudar

qualquer tipo de associacao entre as diferentes variaveis em estudo.

4.5.2. Dados clinicos e epidemioldgicos
Todos os trabalhadores asmaticos apresentavam diagnéstico médico de asma, com 57.1% dos casos a

reportar a primeira crise de asma ap6s os 40 anos de idade, 0 que sugere que a asma desenvolveu-se
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durante a fase adulta em resultado de uma eventual exposicdo ocupacional. Foram ainda detetadas outras
manifestagdes alérgicas, como rinite (n=16, 20.0%) e eczema (n=25; 31.3%). Inclusivamente, cerca de
72.0% (n=18) dos trabalhadores com eczema consideraram que este problema esta relacionado com o seu
trabalho.

Verificou-se também uma prevaléncia elevada de sintomatologia respiratéria em profissionais nao
asmaticos, nomeadamente sibilos associados a dispneia (n=5; 23.8%) e dispneia apds atividade
extenuante (n=9; 12.3%). Para além disso, 18.75% (n=12) dos trabalhadores manifestaram a presenca de
espirros, corrimento nasal ou nariz entupido, sem estarem constipados ou com gripe e também sem
diagndstico médico de rinite. Tal pode sugerir um sub-diagndstico que ¢ frequente tanto na asma, como na
rinite (GINA 2009; ARIA 2010).

Relativamente a sintomatologia respiratéria associada a exposicéo profissional, 12 (15.0%) profissionais
manifestaram opressao toracica ou pieira associados a uma atividade decorrente da sua profissdo, como o
ambiente das exploracdes (temperatura, particulas), 0 uso de detergentes e desinfetantes, preparacao e/ou
contato com alimentag&o dos animais, o contato direto com os animais e seu alojamento, como também
com a sua medicacdo. Cerca de 26 (32.5%) profissionais referiram também uma melhoria da sua func¢éo
respiratoria durante os dias de descanso e de férias (p = 0.002), associando os distlrbios respiratorios com
a sua atividade profissional. Este aspeto sugere uma sub-valorizacdo dos sintomas respiratérios
associados a pratica profissional (Ayres, 2011) e uma ma interpretagcdo da evolugdo da doenga que é

frequente no caso do asmatico (Loignon, 2009).

4.5.3. Sensibilizagao aos agentes flingicos (IgE)

Algumas das espécies prevalentes isoladas nas exploragdes analisadas, tém sido descritas como
causadores de reacdes de hipersensibilidade no Homem. Tal como o descrito em estudos semelhantes, os
resultados obtidos sugerem o efeito “healthy work effect’ (Rimac et al., 2009) no qual a selecdo da
ocupagdo € condicionada pelo estado de salde dos individuos, verificando-se que existem menos

trabalhadores com hipersensibilidade pré-existente nas exploragdes avicolas do que esperado.

4.6. Aferir a existéncia de 3 espécies/estirpes potencialmente patogénicas/toxinogénicas com
recurso a biologia molecular

No que concerne a determinagcdo de riscos para a saude provenientes dos agentes biologicos, a sua
complexidade provém das diferencas na susceptibilidade individual e na diversidade das propriedades
bioldgicas, fisioldgicas ou genéticas dos proprios microrganismos, dificultando uma adopgao universal de
directrizes numéricas para niveis de exposi¢do a fungos (Sigler et al., 1996). Apesar de j& terem sido
propostos valores limite para a contaminacao fungica do ar, estes valores néo s&o consensuais devido néo
s6 a razdo anterior, mas também devido a falta de uniformidade dos procedimentos inerentes a
monitorizacdo ambiental (Green et al., 2006) e aos métodos laboratoriais.

Ao utilizar apenas os métodos convencionais (cultura das espécies flngicas), os resultados podem ser

subestimados devido a determinada temperatura de incubagao ser inibidora do crescimento de algumas
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espécies flngicas, podendo, no entanto, favorecer o crescimento de outras (Zorman e Jerseck, 2008). Além
disso, e devido as diferentes taxas de crescimento dos diferentes fungos, podera ainda ocorrer
subestimagéo de dados, ja que os que crescem mais rapidamente poder&o inibir o crescimento dos outros.
Por ultimo, poderéo ter sido colectados organismos nao viaveis, ou que nao cresgam nos meios de cultura
utilizados no processamento laboratorial, e que possuem relevancia clinica no contexto referido (Bartlett et
al., 2004; Strachan et al., 1990).

Actualmente, a aplicacdo de metodologias moleculares na detec¢éo e quantificagéo fungica tem sido cada
vez mais frequente. No entanto, e apesar dos métodos moleculares serem mais sensiveis, especificos e
rapidos (Stetzenbach et al., 2004), quando se pretende conhecer a distribuicdo flngica num contexto
ocupacional ainda pouco estudado, os métodos convencionais séo essenciais. A biologia molecular apenas
permite verificar a existéncia ou ndo de fungos no ambiente e, posteriormente, a identificagio de espécies
especificas, pelo que requer o conhecimento prévio das espécies/estirpes que se pretende pesquisar
(Douwes et al., 2003). Além disso, os custos associados as técnicas de biologia molecular sdo bastante
elevados, as informages disponiveis ainda sdo escassas para algumas espécies fungicas (Horner, 2003) e
¢ ainda recomendada a confirmagao da identificacdo fungica por biologia molecular através dos métodos
convencionais (Borman, 2009).

Ambos os métodos apresentam vantagens e limitagdes quando aplicados no contexto ocupacional, em que
se pretende conhecer a exposicdo profissional a agentes biologicos. No entanto, quando aplicados
conjuntamente, tornam-se ferramentas essenciais numa intervengao criteriosa (Viegas et al., 2012 g).

De acordo com a American Industrial Hygiene Association (AIHA, 1996), a contaminagdo bioldgica de
amostras ambientais com Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus e Stachybotrys chartarum requer a
implementagao de medidas correctivas. E de notar que, sendo uma das espécies de fungos saprofitos mais
comum no ar, o Aspergillus fumigatus é responsavel por aspergiloses graves, levando por vezes a morte
dos individuos afectados (Yao e Mainelis, 2007). Aspergillus flavus é um complexo de espécies conhecidas
como produtoras de micotoxinas (aflatoxina) (AIHA, 1996) e Stachybotrys chartarum é um fungo que
produz diversas micotoxinas, incluindo a satratoxin G (Bhan et al., 2011).

Em relacdo as estirpes toxinogénicas do complexo A. flavus, estas foram detectadas em 2 de 5
exploragdes analisadas. Uma das duas exploragcbes ndo apresentou a estirpe toxinogénica na colheita
exterior, confirmando que existem fontes de contaminagao interna no interior dos pavilhdes, podendo ser
proveniente da cama coma ou ragao contaminada (HSE, 2008; Just et al., 2009).

No caso do A. fumigatus, apesar de possuir uma grande facilidade de dispersdo (O'Gorman,2011), apenas
foi identificado numa amostra de ar e em menor prevaléncia nas superficies do que o A. flavus, podendo
dever-se ao facto de, sendo uma espécie termofilica, apresenta como temperatura ideal de crescimento os
40°C (Fulleringer et al., 2005), ndo encontrando, por isso, as condigdes ideais de crescimento, devido as
amostras ambientais terem sido incubadas a 27°C. Nesse sentido, aplicando apenas os métodos
convencionais, os resultados respeitantes a esta espécie, poderdo estar subestimados (Viegas et al., 2013

a) in press) sendo por isso essencial recorrer aos métodos moleculares. Os resultados obtidos corroboram
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esta justificagéo, pois foi detectado, através da biologia molecular, em 7 colheitas de ar do interior dos
pavilhdes de 3 exploragdes diferentes.

No que concerne ao S. chartarum, esta espécie nao € faciimente detetada em colheitas de ar devido as
caracteristicas dos seus esporos (Duchaine e Meriaux, 2001), pelo que podera ter sido um dos motivos
pelo qual ndo foi detectado por biologia molecular, tendo em conta que apenas realizamos colheitas de ar
para a pesquisa através destes métodos. No entanto, a utilizacdo desta metodologia, para a pesquisa desta
espécie, continua a ser pertinente, pois sendo uma espécie de crescimento lento, podera ser inibida por
outras espécies de crescimento mais rapido (Cooley et al., 1998; Malta-Vacas et al., 2012).

E importante realcar que foram isoladas outras espécies fingicas, através dos métodos convencionais, com
potencial toxinogénico (Viegas et al., 2012 h), pelo que é necessario considerar a possibilidade de
ocorrerem interacgbes entre as diversas micotoxinas eventualmente presentes, aquando da avaliagéo do
risco (Sexton e Hattis, 2007).

4.7. Avaliagao da exposigao dos trabalhadores aflatoxina B1.

4.71. Explorages avicolas

Para a avaliagdo da exposicdo a aflatoxina B1 (AFB1), foi utilizado um indicador biolégico de exposicao que
permite facultar informagao acerca da dose interna relacionada com a exposi¢ao ocorrida recentemente e a
intensidade da mesma. Deste modo, os resultados obtidos estdo relacionados com a contaminagédo
presente no ambiente de trabalho e com as taxas de absor¢do, que podem variar de individuo para
individuo, e com a atividade que esta a ser desenvolvida no momento em que ocorre a exposigao (Zhang et
al. 2003).

De 31 trabalhadores que acederam participar no estudo (termo de consentimento informado em anexo) 18
apresentaram valores quantificaveis de AFB1 pelo método utilizado (1 ng/ml) e descrito em publicagéo
cientifica sobre este assunto (Viegas et al., 2013 b). Em contraste, todos os individuos utilizados como
controlo (n=30) ndo apresentaram valores detectaveis. O grupo controlo foi criado, de modo a eliminar a
possibilidade de exposi¢ao por via alimentar, dado nao se conhecer a exposicao da populagdo portuguesa
a esta micotoxina.

Os achados, € a diferenga estatisticamente significativa, obtida entre o grupo de trabalhadores e o grupo de
controlo, corroboram a hipdtese de ocorrer exposi¢ao ocupacional a este agente quimico neste contexto
ocupacional.

As micotoxinas ndo sao volateis, mas podem ser encontradas no ar associadas a esporos de fungos e a
particulas (Committee on Damp Indoor Spaces and Health [CDISH] 2004; Robbins et al. 2004; Bush et al.
2006). Considerando estes aspectos a via de exposigéo preferencial € a inalatéria. Em contextos agricolas,
como o das exploragdes avicolas, a maioria das operagdes implicam a exposi¢éo a particulas (HSE 2008;
Whyte 2010).

O po organico, presente normalmente nestes ambientes, € composto por muitos componentes, incluindo
microorganismos e as suas toxinas e enzimas (Tsapko et al. 2011). AFB1 é provavelmente transportada

para a zona respiratéria dos trabalhadores pelas particulas e, deste modo, pode-se dizer que as particulas
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promovem a exposi¢do a esta micotoxina. No mesmo sentido, Brera e colegas (2002) mediram AFB1 na
matéria particulada analisada de diferentes ambientes agricolas. Previamente, Autrup e colegas (1991)
encontraram AFB1 em amostras de materia particulada colhidas na produgao de alimentagéo animal.

No que concerne a exposi¢ao por via inalatoria a AFB1, ndo se conhece ainda a intensidade e duragéo
necessarias para provocar efeitos negativos para a saude, devido ao numero insuficiente de estudos sobre
este tema (Halstensen 2008). No entanto, existem suficientes dados experimentais e epidemioldgicos que
sugerem que o pulm&o é, adicionalmente ao figado, um alvo da AFB1 (Dvorackova and Pichova 1986;
Donnelly et al., 1996; Oyelami et al., 1997; Massey et al., 2000).

4.7.2. Exploragdes suinicolas

No caso das exploragdes suinicolas, observou-se que 75.0% dos trabalhadores (n=28) apresentaram
valores detectaveis pelo método utilizado. Do mesmo modo foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas entre este grupo de trabalhadores e o grupo de controlo. Igualmente, os resultados obtidos
confirmam a exposicao ocupacional a AFB1 na produgéo suinicola, suportando uma vez mais o risco de
micotoxicose.

No caso das suiniculturas, também as particulas téem um papel preponderante na exposicdo por via
inalatoria e por via digestiva (degluticio das particulas de maior dimensao). O tempo dispendindo no
interior dos pavilhdes, tera igualmente um papel relevante na exposicéo neste contexto ocupacional (Viegas
et al., 2013 b), in press). No entanto, pensa-se que a maior fonte de contaminagéo por micotoxinas deste
setting seja a racdo animal, tema bem descrito na literatura cientifica sobre a matéria (Simas et al., 2007;
Pereyra et al., 2011; Gerbaldo et al., 2011; Gowda et al., 2013; Asurmendi et al., 2013).

4.8. Identificacdo das medidas ambientais preventivas para eliminar/controlar a exposi¢ao aos
dois fatores de risco

Nas exploragdes avicolas, constatou-se que a cama dos aviarios podera ser uma fonte de contaminagéo
interna, mas nao foi corroborado o transporte veiculado pelas particulas na dispersdo das espécies
fungicas. Verificou-se que a temperatura no interior das exploragdes avicolas influencia a carga fungica no
ar e a humidade influencia algumas dimensdes das particulas quantificadas. Face aos resultados foi

possivel elencar algumas medidas ambientais preventivas a adotar neste setting profissional (Tabela 11).

Tabela 11. Medidas preventivas a adotar no ambiente das exploraces avicolas

Varavel
Exploragées Parametro Medidas preventivas
dependente
= Monitorizar a contaminagéo fungica da cama e
] promover a sua monitorizacéo pelo fornecedor;
Avicolas Cama (UFC/g) | Ar (UFC/m3) . . .
= Aplicar fungicida na cama mediante os
resultados da monitorizagéo;
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= Assegurar adequadas condigdes de transporte e
armazenamento da cama, de modo a evitar a
proliferagdo fingica;

= Evitar a utilizagdo de cama apenas constituida

por aparas de madeira.

= Evitar 0 aumento de temperatura acima dos

Temperatura | Ar (UFC/m3) 20°C nos pavilhdes e nos armazéns onde esta
acondicionada a cama € as ragoes.
= Evitar o aumento da humidade acima de 60.0%,
Algumas de modo a evitar a proliferagdo fingica;
dimensdes de | = Evitar a aerossolizagdo das particulas através
Humidade

particulas
(PMoys e PM10)

da manutencdo da cama (renovagdo) e a
substituicdo da ragdo seca por humida sempre

que for viavel.

No caso das exploragdes suinicolas, verificou-se correlagbes significativas em sentido positivo entre as

UFC/m3 e a humidade e algumas das dimensdes das particulas quantificadas. No entanto, néo se verificou

relacdo entre a contaminagéo fingica das superficies e a do ar. Considerando a rela¢&o entre as variaveis

ambientais estudadas, foi possivel indicar algumas medidas ambientais preventivas a implementar neste

contexto profissional (Tabela 12).

Tabela 12. Medidas preventivas a adotar no ambiente das exploracdes suinicolas

) Varavel : :
Exploragoes Parametro Medidas preventivas
dependente
= Evitar o aumento da humidade acima de 60%, de
. modo a evitar a proliferagao fungica;
Humidade UFC/m3 . o
= Substituir a ragdo seca por humida, sempre que
possivel.
» Evitar a aerossolizagdo das particulas e a
Suinicolas Particulas UFC/m? substituicdo da ragdo seca por humida sempre
que for viavel.
Algumas = As exploragdes devem dispor de recursos de
. dimensdes de ventilagdo natural e mecanizado, de modo a
Ventilagdo _ .
particulas melhorar/ controlar a humidade e a matéria
(PMs e PM 1) particulada.
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Importa ainda mencionar que, considerando os resultados obtidos com a utilizacdo complementar dos
métodos convencionais e moleculares (Viegas et al., 2012 e), é recomendavel que a avaliagdo da
contaminacdo flngica nestes settings, e, consequentemente, a exposi¢éo profissional a fungos, seja

suportada pelas 2 metodologias.

5. Conclusoes e perspectivas futuras

Foi possivel caracterizar a exposicdo a fungos e particulas nas exploragbes avicolas e suinicolas
analisadas e contribuir para o conhecimento do risco decorrente dessa exposigéo. Foi também possivel
conhecer os sintomas e efeitos sobre a salde dos respetivos trabalhadores.

Em relagdo as exploragbes avicolas foram identificadas espécies fungicas, potencialmente perigosas e
toxinogénicas no ar, cama e superficies analisadas, realcando a grande incidéncia da espécie Aspergillus
flavus no ar. Em relagdo a material particulada, as particulas com maior dimensdo foram detectadas em
maiores concentragdes, designadamente as PMs, (particulas com a dimensdo de 5.0 um ou menos) e
PMo (particulas com a dimensdo de 10 um ou menos), indicando que as particulas provenientes desta
industria podem penetrar ao nivel das trocas gasosas nos pulmdes (PMs) e podem provar doenga através
da acumulagdo nas vias respiratérias superiores, abaixo das cordas vocais (PMig). Neste setting a
prevaléncia da alteracdo ventilatoria obstrutiva foi superior nos individuos com maior tempo de exposi¢éo
(31.7%) independentemente de serem fumadores (17.1%) ou n&o fumadores (14.6%).

No caso das exploragdes suinicolas, apesar do género Aspergillus ter tido uma frequéncia de isolamento
menor (14.4%), também foram isoladas espécies potencialmente perigosas e toxinogénicas, com especial
destaque para a espécie Aspergillus versicolor. Relativamente as particulas, foram evidenciados também
valores mais elevados na dimensdo PMs e, predominantes nas PMi. Neste contexto, apenas 4
participantes (22.2%) apresentaram uma alteragdo ventilatoria obstrutiva. Destes, as obstru¢des mais
graves encontraram-se nos que também apresentavam maior tempo de exposi¢ao.

Além disso, nestes 2 contextos profissionais a prevaléncia de asma na amostra de trabalhadores em
estudo foi de 8.75%, tendo-se verificado também uma prevaléncia elevada de sintomatologia respiratoria
em profissionais ndo asmaticos.

Com os dois novos objetivos propostos pela equipa que assegurou o estudo, concluiu-se que uma
avaliagdo criteriosa da exposi¢ao a fungos nestes dois seftings, apenas podera ser assegurada recorrendo
aos métodos convencionais e a biologia molecular. Igualmente, foi possivel constatar a exposicdo
ocupacional a um agente quimico cancerigeno como a micotoxina AFB1. Tratou-se de um achado de
particular relevancia por nunca ter sido reconhecido, nacional e internacionalmente, como factor de risco
presente em ambos 0s contextos ocupacionais.

Face aos resultados obtidos, & importante salientar que os settings alvo de estudo carecem de uma
intervengéo integrada em Saude Ocupacional no &mbito da vigilancia ambiental e da vigiléncia da saude,
com o objetivo de diminuir a exposi¢do aos dois factores de risco propostos estudados (fungos e particulas)
e, ainda, a exposicdo a micotoxina AFB1 e a outros metabolitos que resultam da elevada carga flngica

presente. Para a prossecucdo desse objetivo sugere-se, como medida primordial, a intervencao dos
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Servicos de Saude Ocupacional para colaborar na implementagdo das medidas ambientais preventivas,
previamente indicadas, e ainda, na adequagao do protocolo de vigilancia da saude, caso seja necessario, €

na formacg&o e sensibilizacdo dos trabalhadores para a utilizacéo de equipamentos de protec¢éo individual.

Como perspectivas futuras de investigagdo cientifica sugere-se:

= Conhecer a influéncia na proliferacao fungica de variaveis ambientais nao analisadas no presente
estudo, designadamente o tipo de sistema de ventilacéo e o tipo de ragao;

= Caracterizar a exposicdo a fungos e particulas nos matadouros que servem as exploragdes
avicolas e suinicolas;

= Avaliar a contaminagao do ar interior por micotoxinas, ergosterol e endotoxinas;

= Aferir a exposicdo dos trabalhadores a outras micotoxinas (gliotoxina, ocratoxina e
sterigomisticina) através de indicador bioldgico de exposicao especifico;

= Pesquisar, através de técnicas de biolégica molecular, as estirpes toxinogénicas das espécies

A.fumigatus, A. versicolor e A. ochraceus.
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Resumo

O projeto “Avaliacdo da Exposicdo a Fungos e Particulas em Exploragbes Avicolas e Suinicolas’
contemplou um elevado numero de colheitas ambientais e biolégicas e respectivo processamento
laboratorial, sendo apenas possivel a sua concretizacdo gragas ao financiamento disponibilizado pela
Autoridade para as Condicdes de Trabalho.

Foi realizado um estudo transversal para avaliar a contamina¢do causada por fungos e particulas em 7
exploragbes avicolas e 7 exploragbes suinicolas. No que concerne a monitorizagdo biolégica, foram
medidos os parametros espirométricos, utilizando o espirdmetro MK8 Microlab, avaliada a existéncia de
sintomas clinicos associados com a asma e outras doengas alérgicas, através de questionario adaptado
European Community Respiratory Health Survey e, ainda, avaliada a sensibilizagdo aos agentes flngicos
(IgE). Foram ainda adicionados dois objetivos ao estudo, designadamente: aferir a existéncia de trés
espécies/estirpes potencialmente patogénicas/toxinogénicas com recurso a biologia molecular e avaliar a
exposicao dos trabalhadores & micotoxina aflatoxina B1 por recurso a indicador bioldgico de exposicéo.
Foram colhidas 27 amostras de ar de 25 litros nas exploragdes avicolas e 56 de 50 litros nas exploragdes
suinicolas através do método de impacto. As colheitas de ar e a medic¢éo da concentragdo das particulas
foram realizadas no interior e no exterior dos pavilhdes, sendo este Ultimo considerado como local de
referéncia. Simultaneamente, a temperatura e a humidade relativa também foram registadas. As colheitas
das superficies foram realizadas através da técnica de zaragatoa, tendo sido utilizado um quadrado de
metal inoxidavel de 10 cm de lado, de acordo com a International Standard ISO 18593 — 2004. As
zaragatoas obtidas (20 das exploragdes avicolas e 48 das exploragdes suinicolas) foram inoculadas em
malte de extract agar (2%) com cloranfenicol (0,05 g/L). Além das colheitas de ar e de superficies, foram
também obtidas colheitas da cama das exploragfes avicolas (7 novas e 14 usadas) e da cobertura do
pavimento das exploragdes suinicolas (3 novas e 4 usadas) e embaladas em sacos esterilizados. Cada
amostra foi diluida e inoculada em placas contendo malte extract agar. Todas as amostras foram incubadas
a 27,5°C durante 5 a 7 dias e obtidos resultados quantitativos (UFC/m?; UFC/m2; UFC/g) e qualitativos com
aidentificacéo das espécies fungicas. Para a aplicagdo dos métodos de biologia molecular foram realizadas
colheitas de ar de 300 litros utilizando o método de impinger com a velocidade de recolha de 300 L/min. A
identificagdo molecular de trés espécies potencialmente patogénicas e/ou toxinogénicas (Aspergillus flavus,
Aspergillus fumigatus e Stachybotrys chartarum) foram obtidas por PCR em tempo real (PCR TR) utilizando
0 Rotor-Gene 6000 gPCR Detection System. As medigdes de particulas foram realizadas por recurso a
equipamento de leitura direta (modelo Lighthouse, 2016 IAQ). Este recurso permitiu medir a concentragéo
(mg/m3) de particulas em 5 dimensdes distintas (PM o5; PM 1,0; PM 25; PM 50; PMyo).

Nas exploragdes avicolas, 28 espécies/géneros de fungos foram isolados no ar, tendo Aspergillus
versicolor sido a espécie mais frequente (20.9%), seguida por Scopulariopsis brevicaulis (17.0%) e
Penicillium sp. (14.1%). Entre o género Aspergillus, Aspergillus flavus apresentou o maior nimero de
esporos (>2000 UFC/m?). Em relacdo as superficies, A. versicolor foi detetada em maior nimero (>3 x

10-2 UFC/m2). Na cama nova, Penicillium foi o género mais frequente (59,9%), seguido por Alternaria
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(17,8%), Cladosporium (7,1%) e Aspergillus (5,7%). Na cama usada, Penicillium sp. foi o mais frequente
(42,3%), seguido por Scopulariopsis sp. (38,3%), Trichosporon sp. (8,8%) e Aspergillus sp. (5,5%). Em
relagdo & contaminacao por particulas, as particulas com maior dimenséo foram detectadas em maiores
concentragOes, designadamente as PMsg (particulas com a dimens&o de 5.0 pm ou menos) e PMy
(particulas com a dimensdo de 10 ym ou menos). Neste setting a prevaléncia da alteragdo ventilatoria
obstrutiva foi superior nos individuos com maior tempo de exposicao (31.7%) independentemente de serem
fumadores (17.,1%) ou ndo fumadores (14.6%). Relativamente & avaliagéo do IgE especifico, foi apenas
realizado em ftrabalhadores das explorages avicolas (14 mulheres e 33 homens), ndo tendo sido
encontrada associagédo positiva (p<0.05%) entre a contaminag&o fungica e a sensibilizagéo a antigénios
fungicos.

No caso das exploragdes suinicolas, Aspergillus versicolor foi a espécie mais frequente (20.9%), seguida
por Scopulariopsis brevicaulis (17.0%) e Penicillium sp. (14.1%). No género Aspergillus, A. versicolor
apresentou 0 maior isolamento no ar (>2000 UFC/m?) e a maior prevaléncia (41.9%), seguida por A. flavus
e A. fumigatus (8.1%). Em relagdo as superficies analisadas, A. versicolor foi detetada em maior nimero
(>3 x10-2 UFC/m2). No caso da cobertura do pavimento das exploragdes suinicolas, o género Thicoderma
foi 0 mais frequente na cobertura nova (28.0%) seguida por A. versicolor e Acremonium sp. (14.0%). O
género Mucor foi 0 mais frequente na cobertura usada (25.1%), seguido por Trichoderma sp. (18.3%) e
Acremonium sp. (11.2%). Relativamente as particulas, foram evidenciados também valores mais elevados
na dimensdo PMs e, predominantes nas PMi. Neste contexto, apenas 4 participantes (22.2%)
apresentaram uma alteragéo ventilatéria obstrutiva. Destes, as obstrugdes mais graves encontraram-se nos
que também apresentavam maior tempo de exposi¢cdo. A prevaléncia de asma na amostra de
trabalhadores em estudo, pertencentes aos 2 contextos em estudo, foi de 8.75%, tendo-se verificado
também uma prevaléncia elevada de sintomatologia respiratoria em profissionais ndo asmaticos. Em
relagdo a utilizagdo complementar dos métodos convencionais e moleculares, é recomendavel que a
avaliagdo da contaminagdo fungica nestes settings, e, consequentemente, a exposi¢do profissional a
fungos, seja suportada pelas duas metodologias e, ainda, que ocorre exposigdo ocupacional a micotoxina
aflatoxina B1 em ambos os contextos profissionais.

Face aos resultados obtidos, € importante salientar que os settings alvo de estudo carecem de uma
intervencdo integrada em Saude Ocupacional no ambito da vigilancia ambiental e da vigilancia da saude,

com o objetivo de diminuir a exposigéo aos dois factores de risco estudados (fungos e particulas).

Palavras-chave: Exploragbes avicolas e suinicolas, contaminagdo flingica, particulas, exposi¢éo

ocupacional, sintomas clinicos
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Résumé

Le projet «Evaluation de I'exposition aux champignons et aux particules dans les élevages de volaille et de
porcs" a compris un grand nombre d'échantillons environnementaux et biologiques et son traitement
laboratoire eut atteint seulement grace au financement accordé par I'Autorité pour les Conditions du Travail.
Une étude transversale eut mené pour évaluer la contamination causée par les champignons et les
particules dans sept élevages de volailles et sept de porcs. En ce qui concerne la surveillance biologique,
les paramétres spirométriques eurent mesuré en utilisant le spirométre MK8 Microlab, en évaluant
l'existence de symptémes cliniques associés a l'asthme et d'autres maladies allergiques avec de
questionnaires adaptés: European Community Respiratory Health Survey et, aussi, I'évaluation de la
sensibilisation aux agents fongiques (IgE). On a également ajouté deux objectifs a I'étude, a savoir: 1)
vérifier l'existence de trois espéces potentiellement pathogéniques/toxigénes en récurrent a la biologie
moléculaire et 2) évaluer l'exposition des travailleurs a l'aflatoxine B1 par lutilisation de l'indicateur
biologique d'exposition.
On a récolté 27 d'échantillons de 25 litres d'air dans les élevages de volailles et 56 de 50 litres dans les
exploitations de porcs en usant la méthode de limpact. Les échantillons d'air et la mesure de la
concentration des particules eurent réalisé a lintérieur et a I'extérieur des pavillons, en considérant le
dernier comme emplacement de référence. A la fois, on a enregistré la température et I'humidité de rapport.
Les récoltes de surfaces eurent réalisé en utilisant la technique de I'écouvillon et un carré en métal
inoxydable de 10 cm de c6té, d’aprés la norme internationale 1ISO 18593-2004. Le prélévement obtenu (20
fermes avicoles et 48 élevages de porcs) eut inoculé sur une gélose d'extrait d’agar (2%) avec du
chloramphénicol (0,05 g/L). En plus des cultures de lair et des surfaces, on a également obtenu des
récoltes du lit des élevages de volailles (7 nouveaux et 14 utilisés) et du revétement de sol des élevages de
porcs (3 nouveaux et 4 utilisés), emballés dans des sacs stériles. Chaque échantillon eut dilué et inoculé
dans des plaques contenant de la gélose d'extrait d’agar. Tous les échantillons eurent incubé a 27,5 °C
pendant 5 a 7 jours; les résultats quantitatifs (UFC/m3; UFC/m2, UFC/g) et qualitatives eurent eu
lidentification des espéces fongiques. On a réalisé des échantillons de 300 litres d'air d’aprés la méthode
impinger avec la vitesse de collecte 300 I/min pour I'application des méthodes de biologie moléculaire.
L'identification moléculaire de trois espéces potentiellement pathogénes et/ou toxigénes (Aspergillus flavus,
Aspergillus fumigatus et Stachybotrys chartarum) eut obtenu par PCR en temps réel (RT-PCR) en utilisant
Rotor-Gene 6000 Systéme de détection de qPCR. Les mesures de particules eurent effectué d’aprés
l'usage des équipements de lecture directe (modele Lighthouse, 2016 IAQ). Cette fonction est utilisée pour
mesurer la concentration (mg/m?) de particules dans cing dimensions différentes (PMos; PM1o; PMas; PMs);
PMyp).

Dans les élevages de volailles 28 espéces/genres de fongus eurent isolé dans l'air: Aspergillus versicolor
eut le type le plus fréquent (20,9%), suivie par Scopulariopsis brevicaulis (17,0%) et Penicillium sp. (14,1%).
Entre le genre Aspergillus, Aspergillus flavus avait eu le plus grand nombre de spores (> 2000 UFC/m3).
Pour les surfaces, A. versicolor eut détecté en excés (> 3 x 10-2 UFC/m2). Dans le nouveau lit, le genre
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Penicillium était le plus fréquent (59,9%), suivi par Alternaria (17,8%), Cladosporium (7,1%) et Aspergillus
(5,7%). Dans le lit utilisé, Penicillium sp. était le plus fréquent (42,3%), suivi par Scopulariopsis sp. (38,3%)
et Trichosporon sp. (8,8%) et Aspergillus sp. (5,5%). En ce qui concerne la contamination par des
particules, les particules les plus grandes eurent détecté dans des concentrations plus élevées, en
particulier les PMs, (particules d'une taille de 5,0 microns ou moins) et PMyo (taille des particules de 10
microns ou moins). Dans ce cadre, la prévalence du changement ventilatoire obstructive fut supérieure pour
les sujets avec plus de temps d'exposition (31,7%), fumeurs (17,1%) ou non-fumeurs (14,6%). L'évaluation
des IgE spécifiques eut réalisé seulement parmi les travailleurs des élevages de volailles (14 femmes et 33
hommes), en ayant trouvé une association positive (p <0,05%) entre la contamination fongique et la
sensibilisation aux antigénes fongiques.

Dans le cas des élevages de porcs, Aspergillus versicolor eut été le type le plus commun (20,9%), suivi par
Scopulariopsis brevicaulis (17,0%) et Penicillium sp. (14,1%). Dans le genre Aspergillus, A. versicolor avait
lisolation la plus élevée dans I'air (> 2000 UFC/m3) et la plus forte prévalence (41,9%), suivie par A. flavus
et A. fumigatus (8,1%). En ce qui concerne les surfaces analysées, A. versicolor eut détecté en exces (> 3 x
10-2 CFU/m2). Dans le cas de la couverture des élevages de porcs, le genre Thricoderma était le plus
fréquent dans la nouvelle couverture (28,0%), suivi par A. versicolor et Acremonium sp. (14,0%). Le genre
Mucor eut été le plus fréquent dans la couverture utilisée (25,1%), suivi de Trichoderma sp. (18,3%) et
Acremonium sp. (11,2%). On a également observé des valeurs plus élevés dans la taille PMs et des valeurs
prédominants dans PMyo pour les particules. Dans ce contexte, seulement quatre participants (22,2%)
eurent eu changement ventilatoire obstructive. Parmi ceux-ci, les obstructions les plus graves eurent
identifié parmi ceux avec plus de temps d'exposition. La prévalence de l'asthme dans I'échantillon des
travailleurs en étude, des deux contextes étudiés, était de 8,75%, aprés avoir également vérifié une forte
prévalence de symptdmes respiratoires chez des professionnels non asthmatiques. En ce qui concerne
['utilisation complémentaire de méthodes classiques et moléculaires, on recommande que ['évaluation de
ces paramétres de contamination fongique et, par conséquence, |'exposition professionnelle aux fongus doit
étre soutenu par les deux méthodes; également I'exposition professionnelle aux mycotoxines aflatoxine B1
se présente dans les deux contextes professionnels.

Par rapport aux résultats, il est important de noter que les endroits objets d'étude ont besoin d’'une approche
intégrée de la santé occupationnelle dans la surveillance environnementale et dans la surveillance de la

santé, afin de réduire I'exposition aux deux facteurs de risque étudiés (les fongus et les particules).

Mots-clé: élevages de volailles et de porcs, contamination fongique, particules, exposition professionnelle,

symptdmes cliniques
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Abstract

The project “Assessment of fungi and particles exposure in polutries and swine” included a large number of
environmental and biological samples and laboratory work, being only possible to achive due to financial
support provided by the Portuguese Authority for Working Conditions.

A cross-sectional study was developed in order to assess air contamination caused by fungi and particles in
7 poultries and 7 swine. Regarding biologic monitoring, spirometric parameters were measured, using the
MK8 Microlab spirometer, evaluated the existence of clinical symptoms associated with asthma and other
allergy diseases by European Community Respiratory Health Survey questionnaire, and also evaluated
workers fungal exposure and sensitization (IgE). Were also added two more goals to the study, namely:
assessment of three pathogenic/toxinogenic fungal species/strains, through molecular biology, and also,
occupational exposure to the biological indicator of exposure from the mycotoxin aflatoxin B1.

Twenty seven air samples of 25 litters in poultries and 56 of 50 litters in swines were collected through
impaction method. Air sampling and particles concentration measurement were performed indoor and also
outside premises, since this was the place regarded as reference. Simultaneously, temperature and relative
humidity were also registered. Surfaces samples were also collected by swabbing the surfaces of the same
indoor places, using a 10 by 10 cm square stencil according to the International Standard ISO 18593 —
2004. The obtained swabs (20 from poultries and 48 from swineries) were then platted onto MEA. Besides
air and surface samples7 new and 14 used litter samples were collected from seven poultries in sterilized
bags. Each litter sample was diluted and spread onto triplicate Petri dishes containing malt extract agar (2%)
with cloramphenicol (0.05 g/L). All samples were incubated at 27.5°C during 5 to 7 days and quantitative
(colony forming units — cfu/m3 and cfu/m2) and qualitative results were obtained, with identification of the
isolated fungal species. To aplly molecular methods samples of 300 liters were collected through impinger
method with collection speed of 300L/m. Molecular identification from the three pathogenic/toxinogenic
species (Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus and Stachybotrys chartarum) was obtained by PCR in real
time (PCR RT) using the Rotor-Gene 6000 gPCR Detection System. Particle assessment was achieved
throught direct reading equipment (modelo Lighthouse, 2016 IAQ), allowing concentration measurement
(mg/m?3) in 5 different dimensions (PM o5; PM 10; PM 25, PM 50; PMo).

Twenty eight different fungal genuses were detected along the study, from the analyzed poultries.
Aspergillus versicolor was the most frequent species found (20.9%), followed by Scopulariopsis brevicaulis
(17.0%) and Penicillium sp. (14.1%). Aspergillus flavus, among Aspergillus genus, presented the highest
level of airborne spores (>2000 cfu/m3). From the analyzed surfaces, A. versicolor was detected in higher
number (>3x10-2 cfu/m?). In the new litter, Penicillium was the genera most found (59.9%), followed by
Alternaria (17.8%), Cladosporium (7.1%) and Aspergillus (5.7%). Penicillium was the most found (42.3%) in
the used litter, followed by Scopulariopsis sp. (38.3%), Trichosporon sp. (8.8%) and Aspergillus sp. (5.5%).
Regarding particles contamination, particles with higher dimension were detected in higher concentrations,

namely PMs (particles with 5.0 um dimension and less) and PMq (particles with 10 um dimension or less).
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In this setting, prevalence rate of obstructive ventilatory defect was higher in individuals with longer
exposure (3.7%) whether they are smokers (17.1%) or non-smokers (14.6%). Due to the higher level of
fungal contamination in poultries, the evaluation of the specific IgE in serum was performed only in the
poultries’ workers (14 womens and 33 mens). No positive association (p>0.05) was found between fungal
contamination and sensitization to fungal antigens.

Concerning swine, Aspergillus versicolor was the most found (20.9%), followed by Scopulariopsis
brevicaulis (17.0%) and Penicillium sp. (14.1%). Among Aspergillus genera, A. versicolor presented the
highest air fungal load (>2000 UFC/m3) and the higher prevalence (41.9%), followed by A. flavus and A.
fumigatus (8.1%). Regarding surfaces, A. versicolor was identified with the highest load (>3 x10-2 UFC/m2).
In the floor coverage, Thicoderma sp. was the most frequente found in the new coverage (28.0%) followed
by A. versicolor and Acremonium sp. (14.0%). Mucor sp. was the most identified in the used coverage
(25.1%), followed by Trichoderma sp. (18.3%) and Acremonium sp. (11.2%). Regarding particles
assessment, were found higher values from PMs and PMyo. Only four workers (22.2%) showed an
obstructive ventilatory defect. From those, the more severe obstruction was found in the workers that had
the longer exposure. Among the workers enrolled in this study, the prevalence of diagnosed asthma was
8.75%, and a high prevalence of respiratory symptoms in professionals without asthma was also observed,
Regarding complementary application from conventional and molecular methods, it's suggested that the
assessment of fungal contamination and, consequently, fungi occupational exposure, be achieve by the two
methods. It was also found that there was occupational exposure to the mycotoxine aflatoxine B1 in both
settings.

Taking into account the obtained data, it's important to highlight that the analyzed settings need an
integrated intervention in Occupational Health within the environmental monitoring and health surveillance,

in order to reduce exposure to the two studied risk factors (fungi and particles).

Key words: Poultries and swine, fungal contamination, particles, occupational exposure, clinical symptoms.
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7.1 ApBndice 1 - Questionano European Community Eespiratory Health Survey

g% Escola Superior de Tecnologia da Satde de Lisboa
0E TG . . .

BAIE Instituto Politécnico de Lisboa

DELBHN

Licenciatura em Farmacia

Exposicao de Profissionais a Fungos e Particulas em Aviarios e Suiniculturas

Superior de Tecnologia da Sadde de Lisboa.

o fim a que se destinam. Desde ja agradecemos a sua colaboragao!

O presente questiondrio destina-se a recolher dados que permitam estimar a prevaléncia de asma ocupacional em
profissionais que exercem a sua actividade em avidrios e suiniculturas, com a finalidade de integrar um trabalho de
investigacdo no ambito na Unidade Curricular de Investigacdo Aplicada na Licenciatura de Farmécia da Escola

Asseguramos o anonimato e confidencialidade do questiondrio, garantindo que os dados apenas serdo utilizados para

Pego-lhe que responda as questdes apresentadas com “NAO” ou “SIM”. Em caso de indecisdo, responda “NAO”.

1. Idade: Anos
2. Sexo M F
3. Profissao: Aviérios Suiniculturas
4. Alguma vez teve chiadeira ou pieira no peito nos tltimos 12 meses? NAO SIM
Se "NAO", passe a pergunta 5
Se ""SIM”, passe a pergunta 4.1.
4.1. Teve falta de ar quando a chiadeira ou pieira estava presente? NAO SIM
4.2. Teve a chiadeira ou pieira sem estar constipado ou com gripe? NAO SIM
5. Alguma vez acordou com a sensac@o de aperto no peito nos dltimos 12 meses? NAO SIM
(?. .Alguma vez teve uma crise de falta de ar que surgiu durante o dia quando estava em repouso nos NAO SIM
dltimos 12 meses?
?. .Alguma vez teve uma crise de falta de ar que surgiu a seguir a uma actividade extenuante nos NAO SIM
dltimos 12 meses?
8. Alguma vez foi acordado por uma crise de falta de ar nos dltimos 12 meses? NAO SIM
9. Alguma vez foi acordado por um ataque de tosse nos tltimos 12 meses? NAO SIM
10. Tosse, habitualmente, durante o dia ou a noite no Inverno? NAO SIM
11. Alguma vez teve asma? NAO SIM
Se "NAO", passe a pergunta 12
Se “SIM”, passe a pergunta 11.1.
11.1. Foi confirmado por um médico? NAO SIM
11.2. Que idade tinha quando teve a sua primeira crise de asma? Anos
11.3. Que idade tinha quando teve a sua crise de asma mais recente? Anos
11.4. Teve alguma crise de asma nos ultimos 12 meses? NAO SIM
Se "NAO", passe a pergunta 12
Se ""SIM”, passe a pergunta 11.4.1.
11.4.1. Quantas crises de asma teve nos dltimos 12 meses?
12. A sua mie alguma vez teve asma? NAO SIM
13. O seu pai alguma vez teve asma? NAO SIM
| 14. Tem rinite alérgica incluindo febre dos fenos? NAO SIM |
Se "NAQ", passe a pergunta 15
Se ""SIM”, passe a pergunta 14.1.
| 14.1. Que idade tinha quando teve rinite alérgica ou febre dos fenos pela primeira vez? Anos |



alpereira
Carimbo
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15. Alguma vez teve problemas de espirros, pingo no nariz ou nariz entupido sem estar constipado ou

. NAO SIM
com gripe?

Se "NAQ", passe a pergunta 16.
Se ""SIM”, passe a pergunta 15.1.

15.1. Alguma vez teve problemas de espirros, pingo no nariz ou nariz entupido sem estar %
. . P NAO SIM
constipado ou com gripe nos tultimos_12 meses?

Se “NAQ?”, passe a pergunta 16.
Se “SIM”, passe a pergunta 15.1.1

15.1.1. Este problema nasal foi acompanhado por comichao nos olhos ou lacrimejo? NAO SIM
15.1.2.1 Janeiro NAO SIM
15.1.2.2 Fevereiro NAO SIM
15.1.2.3 Margo NAO SIM
15.1.2.4 Abril NAO SIM
15.1.2.5 Maio NAO SIM

15.1.2 Em que meses do ano ocorreu este problema nasal? 15.1.2.6 Junho NI}O SIM
15.1.2.7 Julho NAO SIM
15.1.2.8 Agosto NAO SIM
15.1.2.9 Setembro NAO SIM
15.1.2.10 Outubro NAO SIM
15.1.2.11 Novembro NAO SIM
15.1.2.12 Dezembro NAO SIM
15.1.3.1. Poléns de gramineas NAO SIM
15.1.3.2. Poléns de 4rvores NAO SIM
15.1.3.3. Poléns de arbustos NAO SIM
15.1.3.4. Fungos NAO SIM

15.1.3. Estes problemas foram desencadeados por: 15.1.3.5. Animais NAO SIM
15.1.3.6. Perfumes, Cheiros ou Fumos NAO SIM
15.1.3.7. Mudangas de temperatura NAO SIM
15.1.3.8. Mu.dangas de posigao NAO SIM
(tal como deitar-se)
15.1.3.9. P6 da casa NAO SIM

| 16. Alguma vez teve eczema ou algum tipo de alergia cutanea? | NAO | SIM

Se “NAO”, passe a pergunta 17
Se “SIM”, passe para a 16.1

| 16.1 Esse problema foi alguma vez associado ao trabalho? | NAO | SIM

Se “NAO”, passe a pergunta 17
Se “SIM”, passe para a 16.2

16.2 Qual era o trabalho que estava a fazer, que agravava este problema?

16.3 Sabe o que provocou o problema no trabalho? | NAO | SIM

16.3.1 Se sim qual foi esse problema?

17. O estar no trabalho alguma vez lhe provocou opressdo tordcica ou pieira? NAO SIM

17.1 A sua respiracdo melhora ou melhorava nos fins-de-semana e nas férias? NAO SIM
| 18. Quantos dias de trabalho perdeu por asma/ falta de ar/ pieira nos tltimos 12 meses? Dias
a) Asma Noites
19. Quantas noites passou no Hospital devido a b) Infec¢do Pulmonar Noites
qualquer das seguintes doencas nos tltimos cinco ¢) DPOC Noites
anos? d) Sinusite Noites
e) Outras QUAL? Noites

19.1 Passou uma noite no Hospital nos tltimos 12 meses? NAO | SIM
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20. Nos tltimos cinco anos foi a um médico devido a problemas respiratérios ou por falta de ar? NAO SIM
20.1 Foi vist édico de clini 1 devid bl iratdri alti 12 "
0.1 Foi visto por um médico de clinica geral devido a problemas respiratdrios nos dltimos 12 NAO SIM
meses?
20.1.1 Quantas vezes? Vezes
20.2 Foi visto por um médico especialista (pneumologista, alergologista, internista, A
. . . . s p NAO SIM
otorrinolaringologista) devido a problemas respiratérios ou falta de ar, nos tltimos 12 meses?
20.2.1 Quantas vezes? Vezes
21. Alguma vez fumou durante pelo menos um ano? | NAO SIM

(SIM significa pelo menos 1 cigarro por dia ou um charuto por semana durante 1 ano)

Se "NAO", passe a pergunta 22
Se ""SIM”, passe a pergunta 23

22. Esteve regularmente exposto a fumo de tabaco nos tltimos 12 meses? | NAO | SIM

23. Fez vacinas para a alergia nos tdltimos 5 anos? | NAO | SIM

Se “NAO”, passe a pergunta 24
Se “SIM”, passe a pergunta 23.1

23.1 Fez vacinas para a alergia nos tltimos 12 meses? | NAO | SIM

24. Quais os medicamentos que lhe foram prescritos para o tratamento da asma?

(Colocar o cédigo correspondente ao/s medicamento/s prescrito/s, que se encontra na tabela em anexo)

Codigo do(s) medicamento(s)

25. Com que frequéncia toma os estes medicamentos?
correspondente(s)

25.1. Diariamente?

25.2. Nos periodos de maior exacerbagao da asma?

25.3. Antes do exercicio fisico?

25.4. Em SOS (durante uma crise de asma)?

25.5. Nao toma?

26. Quais os dispositivos de inalagao que utiliza?

(Colocar o codigo correspondente ao/s dispositivos/s que utiliza, que se encontra na tabela em anexo)

MUuITO OBRIGADA PELA SUA COLABORACAO.
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ANEXO
A B Cc D
C0DIGO DO n CODIGO DO
MEDICAMENTO GRUPO FARMACOTERAPEUTICO MEDICAMENTO DISPOSITIVO DE INALAGAO

Bricanyl Turbohaler 5

Salbutamol Novolizer 7

Salbutamol Inalador pressurizado 1

R Ventilan Nebulizador 10

1 AGONISTAS B2 SELECTIVO CURTA ACGAO Ventilan-Inalador pressurizado 1
Ventilan Rotacaps (Rotahaler) 3

Ventilan Comprimidos 11

Ventilan Xarope 12

Asmatec Aerolizer 2

Atimos Inalador pressurizado 1

Dilamax Diskus 6

Dilamax Inalador pressurizado 1

Foradil Aerolizer 2

Foradil Certihaler 8

Formoterol MG Novolizer 7

- Formoterol MG Aerolizer 2

2 AGONISTAS B2 SELECTIVO LONGA ACGAO Onsudil Nebulizador 10
Onsudil Comprimidos 11

Onsudil Xarope 12

Oxis Turbohaler 5

Serevent Inalador pressurizado 1

Serevent Diskus 6

Ultrabeta Inalador pressurizado 1

Ultrabeta Diskus 6

Atrovent PA Inalador pressurizado 1

Atrovent Unidose Inalador pressurizado 1

3 ANTAGONISTAS COLINERGICOS Spiriva Handihaler 4
Spiriva Respimat Nebulizador 10

Ipraxa Nebulizador 10

Asmatil Inalador pressurizado 1

Asmatil Diskus 6

Asmo-Lavi Inalador pressurizado 1

Asmo-Lavi Diskus 6

Beclometasona MG Inalador pressurizado 1

Beclotaide Inalador pressurizado 1

Beclotaide Forte Inalador pressurizado 1

Brisovent Diskus 6

Brisovent Inalador pressurizado 1

Budesonido MG Inalador pressurizado 1

4 GLUCOCORTICOIDES Budesonido.MG Novolizer _ 7
Ecobec Easi-Breathe sem CFCs Optimiser 9

Ecobec Inalador pressurizado 1

Flixotaide Diskus 6

Flixotaide Inalador pressurizado 1

Flixotaide Nebules Nebulizador 10

Miflonide Aerolizer 2

Miflonide Cépsulas 11

Pulmicort Nebulizador 10

Pulmicort Inalador pressurizado 1

Pulmicort Turbohaler 5

Qvar Autohaler Inalador pressurizado 1

Accolate Comprimidos revestidos 11

Lukair Comprimidos revestidos por pelicula 11

5 ANTAGONISTAS DOS LEUCOTRIENOS Lykair Jlunior Co.m;l)rimidos para maslinar' i
Singulair Comprimidos revestidos por pelicula 11

Singulair Granulado 11

Singulair Comprimidos para mastigar 11

Eufilina Comprimidos de libertag&o prolongada 11

Filotempo Comprimidos de libertagdo prolongada 11

6 XANTINAS Neufil Comprimidos 1
Neufil Xarope 12

Unicontin Comprimidos de libertagéo prolongada 11

Intal 5 Inalador pressurizado 1

7 ANTIASMATICOS DE ACCAO PROFILACTICA Zaditen Céapsulas 11
Zaditen Xarope 12

ANTAGONISTA COLINERGICO + Berod!.lal PA Ipalador pres.surizado 1
8 AGONISTA B2 SELECTVO CURTA ACGAO Combivent Unl|dose Nebulizador 10
Ipramol Nebulizador 10

Assieme Turbohaler 5

Brisomax Diskus 6

Brisomax Inalador pressurizado 1

Maizar Diskus 6

9 GLUCOCORTICOIDE + Maizar Inalador pressurizado 1
AGONISTAS B2 SELECTIVO LONGA ACGAO Seretaide Diskus 6

Seretaide Inalador pressurizado 1

Symbicort Turbohaler 5

Veraspir Diskus 6

Veraspir Inalador pressurizado 1
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7.2.  Apéndice 2 - Termo de consentimento informado

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

A Escola Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa encontra-se a desenvolver um projecto de
investigacdo com o tema: “Estudo da exposigao profissional a micotoxinas”.

Este projecto tem como objectivos primordiais disponibilizar informagéo acerca da exposicdo a
estes agentes quimicos de modo a permitir realizar um diagnostico da situagao e a definicdo de
medidas de preveng&o e controlo da exposi¢ao caso se considere necessario.

Para alcancar estes objetivos sera realizada colheita de material biologico (sangue) para posterior
tratamento e doseamento dos agentes quimicos em estudo.

Acresce-se que a privacidade assim como a completa confidencialidade dos dados obtidos sera
sempre assegurada.

Se tiver alguma duvida podera esclarece-la com as responsaveis pelo projecto. Obrigada pela

atengéo e disponibilidade.

Eu, (preencha com

0 seu nome completo), dou 0 meu consentimento livre e informado, para participar na realizagéo

da colheita acima referidas, autorizando posterior uso e publicagdo dos dados.

Data /| [

Assinatura
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7.3.  Apéndice 3 - Fotos alusivas ao estudo
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7.4.1.

Apéndice 4 - Listagem da produgao cientifica decorrente do estudo

Comunicagoes orais

Viegas, C.; Viegas, S. ; Almeida-Silva, M.; Verissimo, C. & Sabino, R. (2013). Environmental
impact caused by fungal and particles contamination of Portuguese swine. Environmental Health
Risk VII, Budapeste.

Viegas, C.; Sabino, R. & Verissimo, C. (2013). Fungal contamination - Comparation between
Portuguese Poultries and Swine. International Symposium on Occupational Safety and Hygiene.
Viegas, C.; Sabino, R.; Viegas, S. & Verissimo, C. (2013). Occupational exposure to toxigenic
Aspergilius versicolor in Portuguese swine. International Symposium on Occupational Safety and
Hygiene.

Viegas, C. (2012). Exposi¢do Ocupacional a Fungos. Workshop de Micologia. INSA. 23 de
Novembro de 2012.

Viegas, S.; Mateus, V.; Carolino, E. & Viegas, C. (2012). Occupational exposure to poultry dust
and the relation with respiratory symptoms. ICEH 2012.

Malta-Vacas, J.; Sabino, R. & Viegas, C. (2012). Molecular Identification of pathogenic fungi in a
waste-sorting plant. ICEH 2012.

Viegas, C.; Viegas, S.; Sabino, R. & Verissimo, C. (2012). Fungal contamination of poultries litter:
A public health problem. ICEH 2012.

Viegas, C.; Viegas, S.; Monteiro, A.; Carolino, E.; Sabino, R. & Verissimo, C. (2012). Air
contaminants in animal production — poultry case in Air Pollution 2012.

Viegas, C.; Malta-Vacas, J. & Sabino, R. (2012). Molecular biology versus conventional methods —
Complementary methodologies to understand occupational exposure to fungi. International
Symposium on Occupational Safety and Hygiene.

Viegas, C. (2012). Importancia da caracterizagdo da contaminagéo fungica nos diferentes

ambientes interiores. Encontros com a ciéncia na ESTeSL, 5 de Janeiro de 2012.
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74.2.

Publicages em actas de congresso

Viegas, C.; Sabino, R. & Verissimo, C. (2013). Fungal contamination - Comparation between
Portuguese Poultries and Swine. International Symposium on Occupational Safety and Hygiene,
P429- 430.

Viegas, C.; Sabino, R.; Viegas, S. & Verissimo, C. (2013). Occupational exposure to toxigenic
Aspergilius versicolor in Portuguese swine. International Symposium on Occupational Safety and
Hygiene, P433 - 434,

Viegas, S.; Carolino, E. & Viegas, C. (2013). Exposure to particles in Portuguese swine
production. International Symposium on Occupational Safety and Hygiene, P433— 434.

Viegas, S.; Veiga, L.; Figueredo, P.; Almeida, A.; Carolino, E. & Viegas, C. (2013). Occupational
exposure to Aflatoxin B1 in Portuguese swine. International Symposium on Occupational Safety
and Hygiene, P431-432.

Viegas, C.; Malta-Vacas, J. & Sabino, R. (2012). Molecular biology versus conventional methods —
Complementary methodologies to understand occupational exposure to fungi. International
Symposium on Occupational Safety and Hygiene, P478 — 479.

Viegas, S.; Monteiro, A.; Manteigas, V.; Carolino, E. & Viegas, C. (2012). Influence of ventilation
type in volatile organic compounds exposure — Poultry case, International Symposium on
Occupational Safety and Hygiene, P481 — 482.

Viegas, C.; Viegas, S.; Verissimo, C. & Sabino, R. (2011). Ventilation influence in occupational
exposure to fungi and volatile organic compounds — Poultry case. International Congress of
Occupational and Environmental Health, que decorreu de 17 a 19 de Outubro de 2011 no Porto.
pp. 86.

Sabino, R.; Faisca, V.M.; Viegas, S.; Verissimo, C. & Viegas, C. (2012). Possible respiratory
infection due to Aspergillus in workers from swineries and poultries. Abstr. N° 24, pp. 88, Advances

Against Aspergilosis, Istambul, Turquia, 25-29 janeiro 2012.



Avaliagao da exposigao a fungos e particulas em exploragées avicolas e suinicolas

7.4.3.

Publicagbes em livros

Viegas, S.; Malta-Vacas, J.; Sabino, R.; Verissimo, C. & Viegas, C. (2013). Potential poultry and
meat products contamination by aflatoxin B1 due to fungal presence in Portuguese poultry units.
Environmental Health Risk VII, 175 - 184. ISBN: 978-1-84564-704-9.

Viegas, C.; Viegas, S.; Almeida-Silva, M.; Verissimo, C. & Sabino, R. (2013). Environmental impact
caused by fungal and particles contamination of Portuguese swine. Environmental Health Risk VII,
11— 25. ISBN: 978-1-84564-704-9.

Viegas, S.; Veiga, L.; Figueiredo, P.; Aimeida, P.; Carolino, E. & Viegas, C. (2013). Occupational
exposure to Aflatoxin B1 in Portuguese swine farms. Occupational Safety and Hygiene, 373 — 376.
ISBN 978-1-138-00047-6.

Viegas, C.; Viegas, S.; Carolino, E.; Sabino, R. & Verissimo, C. (2013). Exposure to particles and
fungi in Portuguese swine production. Occupational Safety and Hygiene, 377 — 381. ISBN 978-1-
138-00047-6.

Viegas, C.; Viegas, S.; Monteiro, A.; Carolino, E.; Sabino, R. & Verissimo, C. (2012). Comparison
of indoor and outdoor fungi and particles in poultry units in Environmental Impact, 62, 589 — 596.
ISBN: 978-1-84564-604-2.

Viegas, S.; Almeida-Silva, M. & Viegas, C. (2012). Exposure to dust in Poultry — The importance of
task differences for detailed exposure assessment in Air Pollution, 297 - 306. ISBN: 978-1-84564-
582-3.

Viegas, C.; Viegas, S.; Monteiro, A.; Carolino, E.; Sabino, E. & Verissimo, C. (2012). Air
contaminants in animal production — poultry case in Air Pollution, 315 - 326. ISBN: 978-1-84564-
582-3.
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7.4.4.

Publicagbes em revistas cientificas

Viegas, C.; Malta-Vacas, J.; Sabino, R.; Viegas, S. & Verissimo, C. Accessing indoor fungal
contamination using conventional and molecular methods in Portuguese poultries. In press
Environmental Monitoring and Assessment.

Viegas, S.; Veiga, L.; Figueiredo, P.; Almeida, A.; Carolino, E.; Sabino, R.; Verissimo, C. &, Viegas,
C. Occupational exposure to aflatoxin B1 in swine production and possible contamination sources.
In press. JTEH.

Viegas, S.; Mateus V.; Almeida-Silva, M.; Carolino, E. & Viegas, C. Occupational exposure to
particulate matter and respiratory symptoms in Portuguese swine barn workers. In press. JTEH.
Viegas, S.; Veiga, L.; Verissimo, C.; Sabino, R.; Figueiredo, P.; Almeida, A.; Carolino, E. & Viegas,
C. (2012). Occupational exposure to aflatoxin B1: the case of poultry and swine production. World
Mycotoxin Journal. 249-255, 10.3920/WMJ2012.153.

Viegas, C.; Carolino, E.; Sabino, R., Viegas, S.; Verissimo, C. (2013). Fungal Contamination in
Swine: A Potential Occupational Health Threat. Journal of Toxicology and Environmental Health,
Part A, 76, 4-5, 272-280. http://dx.doi.org/10.1080/15287394.2013.757205 2013.

Sabino, R.; Faisca, V.M.; Carolino, E.; Verissimo, C. & Viegas, C. (2012). Occupational Exposure
to Aspergillus by Swine and Poultry Farm Workers in Portugal. Journal of Toxicology and
Environmental Health, Part A 75,1381-1391,
http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/15287394.2012.721170?url_ver=239.88-
2003&rfr_id=ori:rid:crossref.org&rfr_dat=cr_pub%3dpubmed

Viegas, C.; Carolino, E.; Malta-Vacas, J.; Sabino, R.; Viegas, S. & Verissimo, C. (2012). Fungal
contamination of poultry litter: a public health problem. Journal of Toxicology and Environmental
Health, Part A, 75,1341-1350,http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/15287394.2012.721165
Malta-Vacas, J.; Sabino, R.; Viegas, S. & Viegas, C. (2012). Occupational Exposure to toxigenic

fungi from Aspergillus flavus complex. Toxicology Letters. 211S, S43-S216. P34-04

Viegas, S.; Sabino, R.; Verissimo, C.; Monteiro, A. & Viegas, C. (2012). Fungi, MVOCs and dust
exposure assessment in Poultry production. Mycoses. 55; 4.
P727 .http://onlinelibrary.wiley.com/advanced/search/results.

Faisca, V.; Carolino, E.; Sabino, R.; Verissimo, V. & Viegas, C. (2012). Effects of fungal

contamination  respiratory  symptoms  of  poultry  workers.  Mycoses. 55, 4:

P731.http://onlinelibrary.wiley.com/advanced/search/results

Viegas, C.; Viegas, S.; Verissimo, C.; Rosado, L. & Silva-Santos, C. (2011). Possiveis implicagdes
da contaminagéo fingica num aviario. Saude & Tecnologia, 6, 17 — 23.

Malta-Vacas, J.; Sabino, R.; Brito, M. & Viegas, C. (2011). Identificagdo molecular de Aspergillus
fumigatus em amostras de ar interior. Saude & Tecnologia. Suplemento. P180. ISSN: 1646-9704.
Viegas, S.; Faisca, V.M.; Dias, H.; Clérigo, A.; Carolino, E. & Viegas, C. Occupational exposure to
poultry dust and effects on the respiratory system in workers. Journal of Toxicology and

Environmental Health. Aceite para publicagéo.


http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/15287394.2012.721170?url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori:rid:crossref.org&rfr_dat=cr_pub%3dpubmed
http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/15287394.2012.721170?url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori:rid:crossref.org&rfr_dat=cr_pub%3dpubmed
http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/15287394.2012.721165
http://onlinelibrary.wiley.com/advanced/search/results
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7.4.5.

Posters cientificos

Viegas, C.; Viegas, S.; Malta-Vacas, J.; Sabino, R. & Verissimo, C.(2013). Fungal contamination
caused by Aspergillus fumigatus in portuguese poultries. 2" Ibero-American Meeting on
Toxicology and Environmental Health (IBAMTOX) apresentado em Ribeirdo Preto, Brasil, 17 — 19
junho de 2013.

Viegas, S.; Faisca, V.M.; Almeida-Silva, M. ; Carolino, E. & Viegas, C. (2013). Occupational
exposure to particle matter and respiratory symptoms in Portuguese swine. 2nd |bero-American
Meeting on Toxicology and Environmental Health (IBAMTOX) apresentado em Ribeirdo Preto,
Brasil, 17 — 19 junho de 2013.

Viegas, S.; Sabino, R.; Verissimo, C.; Martins, C.; Alvito, P. & Viegas, C. (2012). Ochratoxin A
presence in poultry settings — A public health problem? ESTIV 2012, Lisboa (ESTeSL), 16 a 19 de
Outubro.

Malta-Vacas, J.; Sabino, R.; Viegas, S. & Viegas, C. (2012). Occupational Exposure to toxigenic
fungi from Aspergillus flavus complex. Eurotox.

Viegas, S.; Veiga, L.; Aimeida, A.; Carolino, E. & Viegas, C. (2012). Biological monitoring of
aflatoxin (AFB1) in workers of swine and poultry production. Eurotox.

Viegas, S.; Sabino, R.; Verissimo, C.; Monteiro, A. & Viegas, C. (2012). Fungi, MVOCs and dust
exposure assessment in Poultry production. ISHAM P727.

Faisca, V.; Carolino, E.; Sabino, R.; Verissimo, C. & Viegas, C. (2012). Effects of fungal
contamination respiratory symptoms of poultry workers. ISHAM P731.

Almeida-Silva, M.; Viegas S.; & Viegas, C. (2012). Poultry Litter Re-use: Environmental Problem in
Portugal? ICEH.

Nunes, A.C.; Domingues, A.; Malta-Vacas, J. & Viegas, C. (2012). Fast-growing fungi: a problem to
be solve to achieve the characterization of occupational exposure to fungi in cork industry. ICEH.
Dias, H.; Clérigo, A.; Carolino, E. & Viegas, C. (2012). Evaluation of lung function abnormalities
prevalence in poultry workers.|CEH.

Sabino, R.; Verissimo, C. & Viegas, C. (2012). Occupacional exposure to Scopulariopsis sp. in
poultry and swinneries’ workers. ICEH.

Dias, H.; Clérigo, A.; Carolino, E. & Viegas, C. (2012). Evaluation of lung function abnormalities
prevalence in poultry workers. ICEH.

Verissimo, C.; Parada, H.; Barreiro, P.; Alvim, M.; Almeida, A.; Sabino, R.; Carolino, E. & Viegas,
C. (2012). Poultry workers fungal exposure and sensitization. ICEH.

Sabino, R.; Mateus, V.; Viegas, S.; Verissimo, C. & Viegas, C. (2012). Possible respiratory
infection due to Aspergillus in workers from swineries and poultries. Abstr. N° 24, pp. 88, Advances
Against Aspergilosis, Istambul, Turquia, 25-29 janeiro 2012.

Viegas, S.; Viegas, C.; Sabino, R. & Verissimo, C. (2012). Possible aflatoxin presence in
Portuguese poultry units. Abstr. N° 25, pp. 89, Advances Against Aspergilosis, Istambul, Turquia,
25-29 janeiro 2012.
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= Viegas, C.; Viegas, S.; Verissimo, C. & Sabino, R. (2011). Ventilation influence in occupational
exposure to fungi and volatile organic compounds — Poultry case. International Congress of
Occupational and Environmental Health, que decorreu de 17 a 19 de Outubro de 2011 no Porto.

= Malta-Vacas, J.; Sabino, R.; Brito, M. & Viegas, C. (2011). Identificagdo molecular de Aspergillus
fumigatus em amostras de ar interior. VI Encontro Nacional das Ciéncias e Tecnologias da Saude”,
organizado pela ESTeSL - IPL a decorrer nos dias 20, 21 e 22 de Outubro de 2011.

= \Viegas, C.; Viegas, S.; Sabino r, verissimo C: Ventilation influence in occupational exposure to
fungi and volatile organic compounds — Poultry case. International Conference on Occupational
and Environmental Health que decorreu de 17 a 19 de Outubro no Porto em 2011. P17.

= Viegas, S.; Faisca, V.M.; Carolino & Viegas, C. (2012). Occupational exposure to poultry dust and
the relation with respiratory symptoms. ICEH 2012.



