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Isolated fungi on pillows of children and teenagers with rhinitis and/or asthma
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RESUMO ‘

Introdugao: Pouco se sabe sobre a distribuicao de fungos dentro
das casas e nos materiais onde ficam concentrados, como os
travesseiros, objeto que passa maior tempo em contato proxi-
mo com o paciente, podendo ser um reservatorio importante e
facilitar a sensibilizacdo e o desencadeamento de crises alérgi-
cas. O conhecimento da ocorréncia de fungos em locais pouco
pesquisados, bem como sua taxonomia, torna-se fundamental.
Objetivos: Avaliar ocorréncia de fungos em travesseiros de crian-
¢as alérgicas, o ambiente e os aspectos relacionados. Métodos:
Pacientes com rinite e/ou asma, e teste cutaneo positivo para
fungos foram selecionados. Realizado questionario ambiental no
domicilio e coletado travesseiros em uso, os quais foram aspirados
na area interna e externa para obtengéao de amostras de fungos.
Travesseiros novos, comprados em comércio local, serviram de
controle. Resultados: A prevaléncia de sensibilizagdo dos pa-
cientes a fungos foi de 5,46% (13 dos 238 avaliados). Nenhum
ambiente revelou-se adequado para pacientes alérgicos. Todos o0s
travesseiros, inclusive os controles, estavam contaminados, tanto
na sua area externa como na interna; o numero médio de unidades
formadoras de colonias (UFC/m?) apresentou diferenga significa-
tiva na parte externa, sendo maior naqueles com mais de 7 anos
de uso. A diversidade e a quantidade de fungos encontrados nos
travesseiros dos pacientes foi maior que nos controles. Das 39
espécies e/ou outro nivel taxondmico identificados, 32 (82,0%) po-
dem causar alergia do Tipo | - IgE mediada, e os mais frequentes
foram Candida, Penicillium sp., Cladosporium sp., Mycelia sterilia,
Fusarim sp., Aureobasidium pullulans e Aspergillus. Nenhum
tipo de enchimento foi considerado ideal, e 0 que apresentou
menor nivel de contaminag&o foi o de viscoelastico. Conclusao:
Travesseiros sdo fontes de fungos e seus alérgenos. A maioria
dos fungos isolados pode causar sensibilizagao com resposta IgE
mediada. O painel utilizado mostrou-se insuficiente para identificar
sensibilizagao aos fungos isolados.

Descritores: Fungos, rinite alérgica, antigenos de fungos.

‘ ABSTRACT

Introduction: Little is known about fungi distribution in houses
and materials where they are concentrated. Pillows are objects
that remain much time in close contact with people and can be
an important fungal reservoir, thus facilitating sensitization and
triggering allergic crises. The knowledge of occurrence of fungi
in unfrequently reported places, as well as their taxonomy, has
become fundamental. Objectives: To evaluate the occurrence of
fungi in pillows of allergic children, including the environment and
related aspects. Methods: Patients with rhinitis and/or asthma
and positive skin test for fungi were selected. An environmental
questionnaire was completed at home and pillows in use were
collected and aspirated inside and outside to obtain fungal
samples. New pillows, bought in local stores, served as controls.
Results: The prevalence of sensitization of patients to fungi was
5.46% (13 of 238 patients evaluated). No environment proved
to be suitable for allergic patients. All the pillows, including the
controls, were contaminated, both inside and outside; the mean
number of colony forming units (CFU/mZ2) showed a significant
difference in the outside and was greater in pillows with more
than 7 years of use. The diversity and amount of fungi found on
patients’ pillows was greater than in controls. Of the 39 species
and/or other taxonomic level identified, 32 (82.0%) may cause
type | IgE-mediated allergy, and the most frequent fungi were
Candida, Penicillium sp., Cladosporium sp., Mycelia sterilia,
Fusarim sp., Aureobasidium pullulans and Aspergillus. No type
of filling material was considered ideal, and the one with lowest
level of contamination was viscoelastic. Conclusion: Pillows are
sources of fungi and their allergens. Most isolated fungi can cause
sensitization with IgE-mediated response. The panel used was
insufficient to identify sensitization to isolated fungi.
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Introducéo

O estilo de vida das sociedades modernas, com
predominio da permanéncia em ambientes domés-
ticos, tem contribuido para aumentar a prevaléncia
de doencas alérgicas, particularmente asma e rinite,
relacionadas ao alto grau de sensibilizacdo a alérge-
nos domiciliares'3. O desenvolvimento de técnicas
para medida de exposi¢ao ambiental aos alérgenos
possibilitou uma série de estudos epidemioldgicos
com fortes evidéncias de que a exposicdo e sen-
sibilizagcdo a alérgenos dos fungos pode levar ao
desenvolvimento de doengas alérgicas, ou agrava-las.
Assim, a reducao da carga alergénica intradomiciliar
pode constituir-se na primeira linha de tratamento.
Os diferentes alérgenos sao especificos de cada
espécie, e a contribuicdo de cada um nao é idéntica
as demais, o que leva a distintas apresentacdes das
doencgas alérgicas, dependendo da via de exposicao
e sensibilizagéo. O encontro das mesmas espécies
tanto no ambiente intradomiciliar, quanto no extra-
domiciliar, sugere que o fungo intradomiciliar tenha
origem extradomiciliar4®,

O painel de extratos para realizagcdo de testes
cutaneos de leitura imediata pode nao ser suficiente
para diagndstico, quer por ndo conter todos os alér-
genos presentes nos diferentes ambientes onde o
paciente possa entrar em contato, e ser sensibilizado,
quer pela possibilidade de ocorrerem reacdes cruza-
das com os componentes dos extratos. As reagdes
cruzadas entre os alérgenos de diferentes fungos
podem ser explicadas pela relagédo taxonémica entre
género e espécies. O reconhecimento de sensibiliza-
¢ao por antigeno especifico € um desafio crescente,
que devera ser vencido com o desenvolvimento de
alérgenos purificados, e a introdugdo nos painéis
de alérgenos. A prevaléncia de sensibilizacdo aos
alérgenos é variavel em cada regido geografica,
conforme demonstraram Bousquet et al.”-*.

Pouco se sabe sobre a distribuicdo dos fungos
dentro das casas, principalmente em materiais de
uso constante e diario, como o travesseiro, que
pudessem ser reservatérios importantes para a sen-
sibilizacdo e desencadeamento de crises alérgicas,
como asma e/ou rinite.

Considerando-se o tempo de permanéncia em
contato com o travesseiro, o presente estudo teve
como objetivo avaliar a presenca de fungos em
travesseiros de criancas alérgicas, com rinite e/
ou asma, e se o painel disponivel para prick test
representava a prevaléncia do fungos identificados
nos travesseiros.

Métodos

Criangas com rinite e/ou asma, com teste alér-
gico positivo para os fungos testados: Alternaria,
Cladosporium, Aspergillus e Penicillium, foram se-
lecionadas, e seus travesseiros foram coletados e
transportados em recipiente estéril. Foram aspirados,
em camara de fluxo laminar, com amostrador de
ar MAS-100NT® - Merck por cinco minutos na sua
area externa e, posteriormente, foram abertos com
tesoura estéril e aspirada a sua porgao interna, por
igual tempo. Para cada travesseiro foram utilizadas
seis placas — trés para area externa e trés para
area interna, contendo trés meios de cultura dife-
rentes. Como controle do estudo foram utilizados
trés travesseiros novos, cuja embalagem constava
antialérgicos, antifungicos e antiacaros, que foram
comprados em lojas da cidade.

Os meios de cultura utilizados foram Dichoran
Rose Bengala Choramphenicol Agar (DRBCA),
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) e Batata Dextrose
Agar (BDA). As colbnias formadas foram contadas
e expressas em unidades formadoras de colbnia
(UFC) por m?2 do travesseiro. Chaves de classifica-
¢ao foram utilizadas para identificagdo das espécies
dos géneros fungicos isolados. Em situagbes onde
a identificacdo nédo pode ser feita pelos métodos
utilizados, foi feita a extracdo do DNA de acordo com
o protocolo utilizado por McCullough et al.8.

Cada travesseiro retirado foi substituido por um
novo, € no momento da coleta foi realizado entre-
vista e avaliacdo das condigbes ambientais. Para a
avaliagao do controle ambiental foi utilizado um ques-
tionario baseado no Guia de Avaliagdo Ambiental do
Alérgico, criado pelo Centro de Orientacdo em Rinite
Alérgica do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo (CORA)'0,
com perguntas sobre a presenca de carpete, corti-
na, tapetes, aspectos relativos a cama, almofadas,
bichos de pelucia, cobertor; se o ambiente é arejado,
umido, ou com manchas de mofo nas paredes, se
tem fumantes, convivio com animais, plantas com
xaxins, e ainda outros possiveis agravantes ambien-
tais. O questionario foi preenchido pelo entrevistador,
no domicilio do paciente, para poder detectar os
agravos ambientais e as respostas do entrevistado.
Cada pergunta tinha uma pontuag¢éo e a soma delas
formava um escore que foi utilizado para classificar
0 ambiente em adequado ou inadequado.

Andlise estatistica: considerou-se o nivel de
significancia de p < 0,05. Para comparar as UFC/m?2
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quanto ao tempo de vida do travesseiro, categorizado
por tipo de enchimento, e ao controle, foi ajustado um
modelo linear generalizado assumindo distribui¢cdo
gama e funcao de ligacéo logaritmica usando PROC
GENMOD do SAS versao 9.1. Para estudar associa-
¢ao entre as variaveis categorizadas (qualitativas) foi
feito o teste de qui-quadrado usando o PROC FREQ
do SAS verséo 9.1.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
local.

Resultados

A prevaléncia de sensibilizagao a fungos foi de
5,46%, 13 entre 238 pacientes testados, e destes, 10
concordaram em participar do estudo. Todos tinham
rinite, e 50% também tinham asma. A média de idade
dos participantes foi 12,2 anos, minima 6 e maxima
17 anos. O tempo médio de permanéncia diaria no
quarto foi 9,1 horas, com minimo de 8 e maximo de
12 horas.

Em relagédo ao inquérito ambiental, nenhum am-
biente revelou-se inteiramente adequado para pa-
cientes alérgicos, principalmente quanto a presencga
de umidade nas paredes, animais dentro das casas,
presenca de almofadas e bichos de pelucia.

Nenhum travesseiro tinha capa de protecéo an-
tialérgica, dois tinham capas de contencéo do enchi-
mento adequadas e limpas; dois com o enchimento de
aspecto de sujo; trés estavam com capa inadequada
e sujeira aparente, sendo que dois deles com man-
chas de bolor visivel; trés com capas inadequadas e
com aspecto de limpo. Ja os controles todos tinham
capas limpas.

Todos os travesseiros estavam contaminados, tan-
to na sua area externa como na interna, inclusive os
controles; em relagédo ao tempo de uso dos travessei-
ros, o nimero médio de UFC/m? apresentou diferenca
significativa, sendo maior naqueles com mais de 7
anos de uso, tanto na sua area externa (p = 0,003)
quanto na sua area interna (p = 0,0018).

A proporgéo de UFC/m? foi maior no meio de cul-
tura DAS quando comparado aos demais (p = 0,003).
O modelo linear utilizado revelou uma tendéncia
(p = 0,05) da maior ocorréncia de UFC/m2 na area ex-
terna e interna dos travesseiros dos pacientes quando
comparado ao controle; porém a diversidade das
espécies fungicas encontradas nos travesseiros dos
pacientes foi significativamente superior (p < 0,003),
tanto na area externa como na interna, quando com-
parado ao controle (Tabela 1).

Nas colbénias formadas, 32,4% correspon-
diam a fungos (Penicillium sp., Cladosporium sp.,
Asperygillus e Alternaria) cujos antigenos compunham
a bateria de testes para identificagdo de pacientes
sensibilizados.

Das 39 espécies e/ou outro nivel taxonémico
identificados, 32 (82,0%) podem causar alergia do
Tipo | — IgE mediada, segundo dados disponiveis
na literatura. No painel utilizado nos pacientes para
identificar sensibilizagdo encontravam-se alérgenos
dos géneros de fungos que também foram isolados
nos travesseiros (Tabela 2).

Discussao

Sabe-se que muitas espécies de fungos podem
causar doengas alérgicas, com gravidade variavel e
impacto na qualidade de vida. Dos alérgenos reco-
nhecidos pela OMS, em torno de 16% séo referentes
a fungos''. A sensibilizacdo a fungos observada em
pacientes com sinais e sintomas clinicos de alergia,
em diferentes estudos359, depende, em parte, dos
métodos utilizados para detecgdo, e portanto as
prevaléncias sdo variaveis em uma mesma regiao
geografica, fato também observado neste estudo.

No Brasil, a frequéncia de testes positivos para
fungos varia de 2,2 a 33%78:12, e no presente estudo
foi de 5,5%, utilizando-se um painel restrito, que é
disponibilizado pelo servico de saude para a rotina.
Essa baixa positividade encontrada neste estudo, € na
maioria descrita na literatura, pode ser explicada pela
elevada diversidade dos extratos de fungos, quer seja
pela sua composicao proteica, quer seja pela varia-
bilidade entre os lotes, ou pelo modo de preparagéo
dos extratos — esporos ou micélios, ou ainda pelo fato
das baterias de testes alérgicos serem limitadas a al-
guns fungos, e estes podem nao representar aqueles
aos quais os pacientes estejam sensibilizados?”:8.12,
A pesquisa de IgE especifica e o uso de antigenos
recombinantes pode ampliar a identificacdo de sen-
sibilizados, e a partir disto permitir melhor correlacéo
com a clinica, com formas graves de rinite e/ou asma,
a possibilidade de reacao cruzada entre os antigenos
dos fungos e novas possibilidades para imunoterapia
com maior precisdo'314. Alguns autores propdem
um numero de antigenos que devem ser testados na
populagcéo de sua regido, com base nos resultados
pregressos, sem considerar a diversidade de fungos
e as eventuais reagdes cruzadas, o que € insuficiente
para a pratica de uma medicina personalizada, limi-
tando o atendimento em alergia’.'4. Embora todos os
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Tabela 1
Distribuicdo dos fungos, identificados em colbnias, destacando os dez mais frequentes, encontrados nos travesseiros dos pa-
cientes e nos controles

Travesseiros Paciente Controle Total

Microrganismo N % N % N %
Candida 76 13,90 31 32,00 107 16,70
Penicillium sp. 80 14,70 9 9,30 89 13,90
Cladosporium sp. 67 12,30 19 19,60 86 13,40
Mycelia sterilia 34 6,20 14 14,40 48 7,50
Fusarim sp. 32 5,90 3 3,10 35 5,50
Aureobasidium pullulans 30 5,50 0 0,00 30 4,70
Aspergillus 28 5,10 0 0,00 28 4,40
Acremonium sp. 22 4,00 1 1,00 23 3,60
Dreschelera sp. 22 4,00 0 0,00 22 3,40
Paecilomyces sp. 18 3,30 4 4,10 22 3,40

Subtotal 409 75,05 81 83,51 490 76,32
Outros fungos? 136 24,95 16 16,49 152 23,68
Total 545 100,00 97 100,00 642 100,00

A taxénomia de acordo com http:// www.ncbi.nih.gov/taxonomy/browser.

a Fonsecaea sp., Phoma sp., Nigrospora, Bipolaris, Botrytis, Rhizopus oryzae, Epicoccum nigruns, Scedosporium sp., Mucor sp., Scopulariopsis sp.,
Curvularia sp., Ulocladium sp., Alternaria, Chaetomium sp., Exophiala sp., Phaeoannellomyces werneckii, Stachybotrys sp., Trichoderma sp., Dactylaria sp.,
Epidermophyton floccosum, Eurotium amstelodami, Fonsecaea compacta, Gliocladium sp., Rhodotorula sp., Thichosporon pullulans.

Comparagao(y?) entre pacientes e controles, dos 10 mais frequentes com outros fungos: p > 0,05.

Tabela 2
Numero de tipos taxondmicos de fungos n, e de unidades formadoras de colonias (UFC/m?2), isoladas dos travesseiros, segundo
o tipo de enchimento

Paciente n (UFC/m?) Controle n (UFC/m?)
Tipo enchimento Area externa Area interna Area externa Area interna
Espuma densa (ED) 26 (175) 19 (66) 6 (23) 7 (18)
Espuma flocos (EF) 18 (73) 15 (55) 6 (30) 3(9)
Manta acrilica (MA) 18 (80) 12 (37) - -
Pena (PE) 13 (36) 11 (23) - -
Viscoelastico (V) - - 8 (16) 1(1)

Comparagao (x2) entre area externa e interna n sem diferenca p > 0,05; UFC/m?: paciente ED > EF e p = 0,003; travesseiros controle ED >V e p = 0,01.
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géneros de fungos que compunham o painel usado
para identificar sensibilizagdo estivessem entre os
que compunham os diferentes géneros e espécies de
fungos isoladas nos travesseiros, ficou evidente que o
painel era restrito, e mostrou-se insuficiente5:16,

O inquérito para o controle ambiental revelou que
as casas sao inadequadas para criangas alérgicas, o
que sugere que as orientacdes realizadas em todas
as consultas e que pudessem trazer algum beneficio
para estes, ndo foram seguidas. Estudos de controle
ambiental e gravidade da doenca alérgica, revelam
dados conflitantes, porém as orienta¢des quanto aos
mesmos ndo tém sido abandonadas®f. O contato
com fungos pode ocorrer em todos os ambientes,
porém os travesseiros sao utilizados diariamente,
por periodo prolongado, e sdo a fonte de alérgenos
que esta por mais tempo e com maior proximidade
de contato com o paciente. Esta fonte de alérgenos
tem sido raramente considerada nas avaliagdes de
sensibilizagdo, ou manutengao do estimulo.

Medidas de controle para redugéo de exposicao
a alérgenos intradomiciliares incluem a colocagao
de travesseiro, colchdes, entre outros, ao sol; no
entanto esta recomendacdo é contraditéria para
fungos, uma vez que Segvic et al.'” relataram que
a radiacao solar pode apresentar efeitos deletérios
sobre alguns fungos, porém para outros, como é o
caso de Alternaria sp. e Cladosporium sp., podem
ter sua liberacdo aumentada em condigbes de alta
radiagéo. Sensibilizacdo a estes dois fungos, em
pacientes alérgicos, é citada na maioria dos estudos
como frequentes. Ainda, estudos controlados condu-
zidos com Alternaria sp. mostraram que, mesmo que
haja uma queda da viabilidade ou metabolismo dos
esporos devido a exposicao a luz ultravioleta, nao
existe diminuicéo da liberagéo de alérgenos's.

A contaminacdo em travesseiros e acolchoados,
j& era uma preocupacéo desde 193619, e no presente
estudo todos os travesseiros estavam contaminados,
tanto na area externa como na interna, inclusive os
controles, que foram vendidos como antialérgicos,
antiacaros e antimofo.

O tempo de uso dos travesseiros quanto a UFC/
m? somente foi significante para os travesseiros com
idade de uso superior a sete anos. Na literatura con-
sultada nao foi encontrado nenhum artigo que discu-
tisse esta relacao. O travesseiro talvez seja o objeto de
maior relagdo afetiva entre os relacionados ao sono,
ao longo da vida. Sobrecapas ou segunda capa, além
das de contenc¢ao do enchimento, podem reduzir par-
cialmente o contato. Siebers et al.2% estudaram o efeito

das capas impermeaveis em travesseiros, porém os
resultados sao questionaveis. Nao encontramos estu-
dos que sugerem a periodicidade de troca de capas
ou travesseiros, na literatura consultada.

Nao existiu um travesseiro ideal, em que néao
houvesse crescimento de microrganismos ou que
esse crescimento se desse exclusivamente na parte
externa, o que permitiria uma limpeza mais facil, ou
a colocacéo e substituicao de capas. Os travesseiros
poderiam funcionar como biomarcadores de exposi-
¢ao no caso dos fungos.

Conclusoes

Travesseiros sdo fonte de fungos e seus alér-
genos. A maioria dos fungos isolados pode causar
sensibilizagdo com resposta IgE mediada. Isolar e
identificar fungos em seus diferentes habitats € um
desafio para o desenvolvimento de tecnhologias que
permitam identificar alérgenos, reagbes cruzadas
entre eles, e o real significado clinico das varias
sensibilizacbes aos diferentes alérgenos, o que é
fundamental para disponibilizar bateria ou painel mais
adequado para a assisténcia, ensino e pesquisa em
alergia clinica. Painel restrito é insuficiente. Medidas
de controle ambiental mais eficientes para reduzir a
contaminacgao, e acessivel a populagao geral, devem
ser desenvolvidas e implementadas. A simples troca
de travesseiros nao é medida suficiente para reverter
ou conter o processo de sensibilizacao.
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