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_Resumo

Os fungos filamentosos e as leveduras sao ubiquos na natureza, incluindo
nas zonas balneares, e portanto, na areia. Contudo, certas espécies
de fungos podem causar infe¢des ou alergias em humanos. Estudos ante-
riores mostraram que microrganismos patogénicos ou patogénicos opor-
tunistas sobrevivem e crescem na areia. Uma vez que as zonas balneares
sdo locais frequentados por um elevado nimero de pessoas, especialmen-
te no verdo, a qualidade microbiologica das areias e das aguas balneares
¢é particularmente importante. Assim sendo, 0 objetivo deste estudo é a re-
colha de dados sobre as espécies de fungos existentes em trés zonas bal-
neares, duas aguas costeiras — Algarve e Lisboa e Vale do Tejo (LVT) e uma
agua de transicédo (LVT) A identificagao dos isolados foi realizada através
da observagédo de caracteristicas morfolégicas e através de métodos mo-
leculares. Para isto, foram analisadas 18 amostras de areia e 18 amostras
de 4gua. Os isolados fungicos detetados com maior frequéncia foram Cla-
dosporium sp. (na praia costeira do Algarve e na de aguas de transicéo)
e Sarocladium kiliense (na praia costeira de LVT). Foram também isoladas
algumas espécies responsaveis por causar alergias e infegdes, tais como
Exophiala dermatitidis, Alternaria alternata, Trematosphaeria grisea e As-
pergillus seccao Nidulantes, além de fungos potencialmente produtores de
micotoxinas, nomeadamente Aspergillus secgao Fumigati. Nao foi possivel
identificar 19 das colénias isoladas (de 1005 no total, 1,9%). Os resultados
obtidos permitiram identificar as espécies presente nos locais amostrados
entre novembro de 2018 e junho de 2019, confirmando-se a presencga de
espécies com expressao clinica, que representam um potencial risco para
a salde dos utilizadores das praias e que deve passar a ser tido em conta
na avaliag@o da qualidade da praia.

_Abstract

Filamentous fungi and yeast are ubiquitous in nature, including bathing
areas and therefore, sand. However, certain fungal species can cause in-
fections or allergies in humans. Previous studies have shown that there
are opportunistic or pathogenic microorganisms that can survive and grow
in sand. Since bathing areas are used by a large numbers of people, espe-
cially during the summer months, the microbiological quality of sand and
bathing water is particularly important. Thus, the aim of this study is to col-
lect data on the fungal species present in the three bathing areas under
study (two coastal - one in Algarve and the other in Lisbon and Tagus Val-
ley - and one with transition waters in Lisbon and Tagus Valley). The identi-
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fication of the isolates was performed by observing morphological charac-
teristics and by using molecular tools. For this purpose, 18 sand samples
and 18 water samples were analysed. The most frequently isolated fungi
were Cladosporium sp. (in Algarve at the transition waters beach) and Sa-
rocladium kiliense (at the coastal beach of Lisboa and Tagus Valley). Some
species causing allergies and infections, such as Exophiala dermatitidis,
Alternaria alternata, Trematosphaeria grisea and Aspergillus section Nidu-
lantes. Moreover, species potentially producers of mycotoxins were also
isolated, namely members of Aspergillus section Fumigati. Nineteen of the
isolates were not possible to identify (out of 1005, 1.9%). This project gen-
erated data on the fungal species isolated between November 2018 and
June 2019 in the three sites sampled. The presence of fungi that may be
associated with clinical cases was confirmed, thus revealing a potential
health risk to beach users that must be taken into account in the beaches
quality profile.

_Introdugéo

Os fungos sdo organismos eucariotas, heterotréficos e sem
clorofila que estdo dependentes dos nutrientes de origem
externa. Assim, vivem como saprofitas, parasitas, ou em sim-
biose com plantas e animais, em praticamente todas as condi-
coes ambientais. O fendtipo destes organismos vai desde um
aspeto unicelular a um aspeto dimoérfico ou filamentoso (1),

Os fungos filamentosos e as leveduras sao ubiquos na natu-
reza como microrganismos que habitam o solo. Nas areias
das praias também sdo encontrados. A temperatura e a dis-
ponibilidade de nutrientes s&o os principais fatores que deter-
minam a composicao da comunidade de leveduras. A agua
doce e 0s ambientes marinhos costeiros sujeitos a acdes ter-
restres e a atividades humanas estéo fortemente colonizados
por fungos (2).
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As areias das praias podem atuar como um elemento passivo

da poluigdo cumulativa e podem ser contaminadas por lixo,
dejetos de animais que sdo passeados nas praias ou pela pré-
pria agua, que pode transportar microrganismos patogénicos,
oportunistas e parasitas (3-5). A areia também pode atuar
como um mecanismo de transmissdo para agentes patogéni-
cos oportunistas de origem ndo-fecal, como acontece com 0s
dermatofitos, que podem ser levados pelos proprios utilizado-
res das praias (6). As leveduras, por outro lado, podem provo-
car infecdes se entrarem em contacto direto com a pele.

Vérias publicacdes tém reportado a existéncia de microrganis-
mos patogénicos e oportunistas que sobrevivem e crescem
na areia (2). Individuos com o sistema imunitario comprometi-
do (transitoriamente ou cronicamente) sdo mais suscetiveis a
adquirir infecdes causadas por microrganismos encontrados
na areia da praia (7).

Os fungos considerados como verdadeiramente patogénicos
estdo incluidos numa Unica ordem, quase em exclusivo — a
Onygenales. Esta ordem contém os dermatofitos, como os do
género Trichophyton, e os fungos dimdrficos, como 0s géne-
ros Coccidioides e Histoplasma (8.

O conjunto vasto de infecoes causadas por fungos resulta da
inalacao de esporos fungicos e de células vegetativas (hifas)
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ou do contacto com células fungicas. A ingestao de micotoxi-
nas também podera causar problemas de salde graves. Em
contraste com outras fontes alergénicas, os fungos sao muito
comuns no meio ambiente, e a exposicao a esporos no ar é
quase constante durante todo o ano (1:2).

As infegOes fungicas da pele e das unhas constituem o grupo
mais numeroso e mais comum de todas as micoses (?). Os
casos de dermatofitoses em humanos sdo, essencialmente,
infecOes fungicas superficiais, dado que os dermatdéfitos inva-
dem e espalham-se em tecidos queratinizados, como o cabe-
lo, a pele e as unhas, podendo, contudo, afetar varias partes
do corpo (10),

Os banhistas passam a maioria do seu tempo na areia e nao
na dgua. Atualmente existe ja legislacao para a qualidade das
aguas balneares, contudo a qualidade das areias € um tema
ainda nao contemplado na avaliagado da seguranca da utiliza-
¢ao publica das praias (costeiras ou fluviais).

Tendo em consideragao todas as questdes enumeradas, jul-
gamos que os fungos ndo devem ser negligenciados na ava-
liacdo da qualidade das praias e consequente utilizagao de
zonas balneares, que deve ser integrada nas politicas de
saude publica com brevidade.
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_Objetivos

O objetivo principal deste trabalho foi a caracterizagdo das
populacdes de fungos das microbianas em trés zonas balne-
ares como participac@o Nacional no projeto Europeu “Explo-
ring fungal contamination in the sand and water around the
Mediterranean Sea and other water bodies of Europe - rele-
vance to human health and wellbeing”, da European Confe-
deration of Medical Mycology (ECMM),
primeiros sete meses da contribuicdo de Portugal para este

apresentando-se 0s

mesmo projeto. Pretende-se deste modo definir os perfis “nor-
mais” das praias, de maneira a facilmente identificar casos
néo conformes, associados a contaminagdes, ou casos atipi-
COS que requeiram uma intervengao especial.

_Materiais e métodos

As colheitas decorreram entre o final de novembro de 2018 e
junho de 2019 tendo sido recolhidas uma amostra de areia e
uma amostra de agua em cada campanha.

As amostragens ocorreram em trés praias: duas de areas cos-
teiras em Lisboa e Vale do Tejo (LVT) e no Algarve, e uma de
transicdo de LVT. Foram recolhidas sete amostras na praia
costeira de LVT, sete amostras na praia de aguas de transi-
cao, e quatro amostras na praia costeira do Algarve.

A recolha de areia foi feita em trés pontos da praia, usando
um unico saco de plastico estéril. A colheita da areia foi efe-
tuada na superficie do areal, utilizando luvas descartaveis
para colocar a areia dentro do saco.

A colheita de agua foi realizada num Unico ponto, com recur-
so a um frasco de pléstico estéril, que se encheu com agua
na zona de rebentacao.

Todas as amostras (de areia e de agua) foram transportadas
para o laboratorio e conservadas a 4 °C (+/- 1°C), até ao seu
processamento (maximo até 5 dias apés colheita).

As amostras de areia foram processadas com extracdo de
40 g de areia com 40 mL de agua destilada estéril por agita-
¢ao orbital (100 rotagdes por minuto). Do sobrenadante da
extracgao de cada amostra foram usados 200 pL para espa-
lhamento em cada uma das placas de Petri, umas de agar de
malte (contendo extrato de malte e cloranfenicol para cres-
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cimento e identificacao de fungos filamentosos e leveduras),
outras em placas de Petri de Micosel agar (com actidiona e
cloranfenicol para crescimento e identificagao de dermatofi-
tos). Realizaram-se 3 réplicas de cada inoculagao por meio.

A incubagao fez-se a (27,5°C +/- 2,5°C), durante 5 a 7 dias
para as placas de malte e 3 semanas para as de Micosel agar.

De modo a caracterizar macroscopicamente cada um dos iso-
lados, foram analisadas as seguintes caracteristicas das cold-
nias: cor do lado frontal, a cor do reverso, topografia, textura
e 0 seu aspeto geral. A identificagdo microscopica realizou-se
com recurso a coloracéo com azul de lactofenol e observacao
microscépica com ampliacéo de 400x.

A identificagcdo molecular foi realizada com o propdsito de
identificar os isolados para os quais néao foi possivel obter
identificacdo morfolégica. Esta analise foi realizada em 51
colénias utilizando a sequenciagao da regiao ITS1 (Internal
transcribed spacer) dos genes do rDNA (1),

_Resultados

No total foram analisadas 36 amostras, tendo-se verificado
que o numero de coldnias que cresceu nas amostras de areia
foi superior ao que cresceu nas amostras de agua, 0 que su-
gere um efeito de dispersédo na agua.

O maior nimero de isolados (576) foi obtido na praia de aguas
de transicao, seguida pela praia costeira do Algarve (305 iso-
lados), e pela praia Costeira de LVT (124).

O numero de espécies, teve a mesma distribuicdo: em que na
praia de aguas de transicédo revelou 0 maior nimero de espé-
cies (51), seguida pela praia do Algarve (33 espécies), e pela
praia Costeira de LVT (28).

Na praia do Algarve, o nimero médio de isolados decresceu
desde novembro até junho. No més de novembro registou-se
0 maior numero de isolados (265); em marco registaram-se,
em média, 107 isolados; em abril, 0 nimero médio de isola-
dos foi 97; por fim, em junho, registou-se 0 menor nimero de
isolados (84). O género mais abundante foi Cladosporium sp.
- no total, foram encontrados 95 isolados deste género; as
espécies/géneros menos abundantes foram Didymella sp.,
Fusarium proliferatum, Penicillium glabrum, Phaeosphaeria
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spartinae, Sarocladium strictum, Acremonium atrogriseum,
Phialemoniopsis curvata, Acrostalagmus luteoalbus e Rous-
soella neopustulans - para cada uma destas espécies, foi en-
contrado apenas um isolado. Registou-se 0 maior nimero de
isolados no més de novembro — 0 nimero médio de coldnias
na amostra de areia foi 200 e 0 nimero médio de coldnias na
amostra de agua foi 65. O menor nimero de isolados foi regis-
tado no més de junho — em média, cresceram 84 coldnias na
amostra de areia, ao passo que nao cresceu nenhuma colénia
na amostra de agua.

Na praia costeira de LVT, a variagdo do nimero médio de iso-
lados nao ocorreu de forma decrescente durante o periodo do
estudo. Em dezembro, registaram-se, em média, 10 isolados;
em janeiro, 0 nUmero médio de isolados foi 10; em fevereiro,
0 numero médio de isolados foi 77; em margo, registaram-
se 89 isolados; em abril, registaram-se 7 coldnias; em maio,
0 numero médio de coldnias foi 12; em junho, 0 nimero de
coldnias registadas foi quatro. A espécie mais abundante foi
Sarocladium kiliense - no total, foram encontrados 21 isola-
dos desta espécie. As espécies menos abundantes foram As-
pergillus seccdo Nidulantes, Phoma sp. e Trematosphaeria
grisea. Para além destas trés espécies, houve mais quatro
espécies que nao foram possiveis de identificar que também
fazem parte das espécies menos abundantes, pois para cada
uma delas foi encontrado apenas um isolado. O maior nime-
ro de isolados foi registado no més de margo - na amostra
de areia, cresceram, em média, 67 coldnias; na amostra de
agua, cresceram 22 coldnias. O menor numero de isolados foi
registado no més de junho - o0 numero médio de colbnias na
amostra de areia foi quatro; nao cresceu nenhuma colénia na
amostra de agua.

Na praia de aguas de transicao, tal como aconteceu na cos-
teira de LVT, ndo se observou uma variagao do nimero médio
de isolados decrescente entre dezembro e junho. Em dezem-
bro, registaram-se, em média, 55 coldnias; em janeiro, o nu-
mero médio de isolados foi 129; em fevereiro, 0 nimero de
coldnias registado foi 272; em marco, registaram-se 64 col6-
nias; em abril, registaram-se 159 col6nias; em maio, 0 nume-
ro médio de coldnias foi 220; em junho, 0 nUmero médio de
coldnias registado foi 64. O género mais abundante na areia
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foi Cladosporium sp. - no total, estavam presentes 150 isola-
dos. As espécies/géneros menos abundantes foram Chrysos-
porium sp., Rhizopus arrhizus, Plectosphaerella plurivora,
Peniophora quercina, Cladosporium sphaerospermum, As-
pergillus seccdo Nigri, Fusarium proliferatum, Acremonium
vitellinum e Sarocladium glaucum - para cada uma destas
espécies, foi encontrado apenas um isolado. Registou-se o
maior numero de isolados no més de fevereiro - cresceram,
em média, 245 coldnias na amostra de areia e 27 colénias na
amostra de agua. Em dezembro registou-se 0 menor nimero
de isolados - na amostra de areia, 0 nUmero médio de colé-
nias foi 50; na amostra de agua, o0 niumero médio de colbnias
foi 5. A figura 1 mostra a distribuicdo por praia e por matriz
(areia e agua) para todo o periodo de estudo numa analise
descritiva da contagem total de unidades formadoras de col6-
nias por grama de areia (ufc/g). A tabela 1 mostra a distribui-
cao de ufc/g por praia, por matriz e por més.

Figura 1: Boxplot da Contagem total de unidades formadoras
de colénias (por grama de areia) por praia e tipo de
amostra (areia a laranja e dgua a azul).
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Tabela 1: £ Distribuicdo do numero de unidades formadoras de colénias por grama de areia - por praia, por matriz

(dgua/areia) e por més. ND: néo disponivel.

Areias Aguas
Costeira Costeira Transigéo Costeira Costeira Costeira
Algarve LVT LVT Algarve LVT LVT
Numero de espécies identificadas 18 1 29 9 11 12
Contagem Total (mediana) 99,17 6,67 136,67 3,33 5,00 5,00
Contagem total por més (mediana) Nov/18 200,00 ND ND 65,00 ND ND
Dez/18 ND 1,67 ND ND 8,33 5,00
Jan/19 ND 5,00 121,67 ND 5,00 6,67
Fev/19 ND 55,00 245,00 ND 21,67 26,67
Mar/19 105,00 66,67 60,00 3,33 21,67 3,33
Abr/19 93,33 6,67 151,67 3,33 0,00 6,67
Mai/19 ND 6,67 220,00 ND 5,00 0,00
Jun/19 88,33 3,33 63,33 0,00 0,00 0,00

_Discusséo e conclusdes

Dos trés grupos - leveduras; fungos filamentosos potencial-
mente patogénicos ou alergénicos; e dermatofitos - os fun-
gos filamentosos potenciais patogénicos ou alergénicos
foram os fungos com maior representacado. Destes, 0 géne-
ro Aspergillus foi o mais abundante. Os géneros Chrysos-
porium e Scopulariopsis foram os menos frequentes deste
grupo - cada um deles foi detetado apenas numa amostra.

O numero de espécies de leveduras presentes nas amostras
foi inferior a0 numero de espécies de fungos filamentosos.
No total, foram identificadas seis espécies de leveduras per-
tencentes a trés géneros. Nao foi encontrada nenhuma espé-
cie de dermatofitos em nenhuma amostra das trés praias.

E possivel observar que algumas das espécies encontradas
no presente trabalho sdo as mesmas que ja foram anterior-
mente identificadas noutros estudos (7.12-16). Tendo em
conta que estas espécies ja tinham sido identificadas em al-
gumas praias portuguesas, a presencgas destes fungos nas
trés praias em estudo pode indicar que eles estéo distribu-
fdos pela costa portuguesa, com as diferencas apontadas
entre estudos anteriores e o atual.
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Verificou-se a existéncia de diversas espécies, algumas das
guais sao responsaveis por causar infecoes e alergias muito
graves. As espécies Trematosphaeria grisea, Alternaria al-
ternata, Alternaria tenuissima, Exophiala dermatitidis, As-
pergillus seccao Nidulantes, Aspergillus seccao Nigri e
Cladosporium cladosporoides sao exemplos de espécies
presentes nas amostras deste estudo que podem causar
alergias e infecdes em humanos.

Verificou-se uma baixa frequéncia de Candida albicans, o
que indica auséncia de contaminacao fecal nos locais em
estudo (semelhante ao anteriormente descrito por Brandéo
etal. (12)). No geral observa-se que a abundancia e diversida-
de encontrada é influenciada pelas caracteristicas geoldgicas
e circundantes das praias. As espécies fungicas podem con-
textualizar a praia de que séo isoladas, j& que algumas das
espécies sdo saprofitas vegetais revelando uma componente
mais natural enquanto que fungos negros sugerem potencial
contaminacdo com hidrocarbonetos, como combustiveis e
plasticos que podem advir de atividades circundantes.

Julgamos importante divulgar os resultados obtidos neste es-
tudo, no sentido de alertar as autoridades competentes a to-
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marem medidas, de forma a melhorar a qualidade das areias,
de forma idéntica ao que ja é feito com as aguas, uma vez
gue 0s banhistas passam a maioria do seu tempo na areia e
nao tém conhecimento dos microrganismos que ai habitam,
0 que faz com que nado tenham consciéncia das doencas a
qgue podem estar expostos quando visitam uma praia e con-
sequentemente tomar medidas de higiene adequadas.

E importante realizar também campanhas de sensibilizacéo ao
publico em geral para que os utilizadores das praias tenham
consciéncia que devem ter atengao as atividades que podem
provocar contaminacdes, principalmente dejetos de animais e
lixo organico.
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