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RESUMO

A relagao entre pélen e alergia foi reconhecida somente nos finais do séc. XIX, tendo-se assistido, desde entao, a
um desenvolvimento de métodos, técnicas e procedimentos para detegao e analise de particulas biolédgicas presentes
no ar. A nivel mundial, existem inimeras redes de aerobiologia e diversos protocolos operacionais e analise a serem
utilizados, conduzindo a problemas de estandardizagao universal e de comparabilidade das medigoes. Para colmatar

esta lacuna no contexto europeu, foi elaborado um documento técnico padronizado que, em 2019, passou a norma
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europeia, com as especificagSes técnicas contundentes a amostragem e analise de graos de polen e esporos de fungos
aerotransportados, baseadas no método volumétrico de Hirst. Este protocolo descreve a metodologia apresentada
pela EN 16868:2019 que uma rede de aerobiologia ligada a alergia deve adotar. A Norma EN 16868:2019 encontra-se
oficialmente escrita em quatro idiomas (inglés, francés, alemao e espanhol), nao existindo a sua adaptagao e tradugao
em portugués. Este documento descreve as especificagdes técnicas publicadas na Norma Europeia EN 16868:2019. O
seu uso garantira a qualidade e a fiabilidade das informagdes aerobioldgicas resultantes divulgadas e usadas pela po-
pulagdo, médicos e agéncias governamentais, visando melhorar a saide e a qualidade de vida dos doentes com doen-
ca alérgica respiratéria. Etica e divulgacio: Neste trabalho nio foram utilizadas amostras bioldgicas de natureza hu-
mana ou animal. A norma EN 16868:2019, atualmente aplicada na Rede Portuguesa de Aerobiologia (RPA), pode assim

ser adaptada em outros paises de lingua portuguesa.

Palavras-chave: Alergia, esporos de fungos, graos de polen, monitorizagao de graos de poélen e de esporos de fun-

gos, norma europeia, procedimentos de amostragem e anilise, rede de aerobiologia.
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ABSTRACT

The relationship between pollen and allergy was recognized at the end of the XIX century and since then there has been a
development of methods, techniques and procedures for detecting and analyzing biological particles in the air. Worldwide, there
are several aerobiology networks and different operational and analysis protocols being used, leading to problems of universal
standardization and comparability of measurements. To fill this gap in the European context, a standardized European techni-
cal document was elaborated, which passed to European Norm in 2019, with technical specifications for the sampling and
analysis of pollen grains and airborne fungal spores based on Hirst’s volumetric method. This document aims to describe the
methodology presented by the European Standard EN 16868:2019 and which must be adopted by any aerobiology network
related to allergies. The Standard EN 16868:2019 is officially written in four languages (English, French, German, and Spanish),
with no adaptation or translation into Portuguese. This document describes the technical specifications published in the Euro-
pean standard EN 16868:2019. Its use will guarantee the quality and reliability of aerobiological information disseminated and
used by the population, physicians, and government agencies, with the purpose to improve the health and quality of life of patients
with allergic respiratory disease. Ethics and Disclosure: This work did not involve the use of biological samples of human or
animal nature. The EN 16868:2019 standard, currently applied in the Portuguese Aerobiology Network (RPA), can therefore be
adapted in other Portuguese-speaking countries.

Keywords: Aerobiology network, allergy, european norm, fungal spores, pollen grains, monitoring of pollen grains and fungal

spores, proceedings of sampling and analysis.
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Pontos fortes e potenciais limitagcoes

* Descricao detalhada da metodologia de amostragem e
andlise dos graos de podlen e esporos de fungos atmos-
féricos — Método volumétrico de Hirst segundo a Norma
Europeia EN 16868:2019 adaptada a RPA e a outras redes
de aerobiologia ligadas a alergia.

* Possibilidade de aplicagdo da norma em outros paises de
expressao portuguesa.

* O uso da norma garante uma metodologia padronizada
das monitorizagbes aerobioldgicas, permitindo a harmoni-
zagao, a validagdo, a confiabilidade e a comparabilidade dos
dados obtidos.

INTRODUCAO

ntre as particulas bioldgicas presentes no ar en-

contram-se os graos de polen e os esporos de

fungos que acabam por ter impactos na saude (1,2).
Alergias e doencas respiratoérias associadas representam
um sério desafio de saide de importancia crescente em
muitos paises (2,3). As alergias ao poélen afetam até 40%
da populagdo em paises industrializados e tornaram-se
num problema global; 30% dos individuos atopicos apre-
sentam sensibilizagdo a um ou mais alergénios fungicos
(2). Alguns Estados-Membros europeus consideram os
graos de polen e os esporos de fungos como poluentes
atmosféricos, bem como as particulas PM,, , ; suspensas
no ar (I).

Atualmente, a monitorizagao de graos de pdlen e es-
poros de fungos do ar é assegurada por estagdes e/ou
redes de aerobiologia dotadas de equipamentos fixos de
captagdo de bioparticulas (4).

O captador volumétrico de Hirst é o mais utilizado
em todo o mundo para a monitorizagdo de pdlen e es-
poros do ar (4). Contudo, tém sido usadas diferentes
metodologias na amostragem e analise dessas particulas
biologicas (5). Como tal, e com o aumento global do
niumero de redes relacionadas com a alergia, surgiu a
necessidade de haver uma metodologia padronizada de
monitorizagao, visando a harmonizacao, a validagao e a

confiabilidade dos dados aerobiologicos. Adicionalmente,

tal padronizagao permite a comparagao de dados de es-
tagoes biogeograficas distintas e definir tendéncias de
variagdo das épocas e intensidades polinicas/flngicas.
Além disso, permite a construcao de modelos de previsao,
rastrear a resposta das plantas num clima em mudancga e
inferir a sua gravidade numa perspetiva clinica.

A RPA — Rede Portuguesa de Aerobiologia — nao foi
excecao, tendo adotado uma metodologia padronizada,
com vista a garantir a qualidade dos dados aerobioldgicos
e da informagao que transmite a populagao, residente e
turistica, que sofre de alergias (rinite, conjuntivite, asma
e outras) e aos profissionais de saude.

Em 2005 foi elaborado um documento técnico padro-
nizado europeu que passou em 2019 a norma europeia,
estando Portugal representado pelo Instituto Portugués
da Qualidade. A referida norma, EN 16868:2019 (1) es-
pecifica os procedimentos de amostragem continua e
analise das concentragoes de graos de polen e de esporos
de fungos presentes no ar ambiente usando o método
volumétrico de tipo Hirst (6,7,8) para propésitos de redes
ligadas a alergia.

Este trabalho visa descrever a metodologia que uma
rede de aerobiologia ligada a alergia deve adotar, quanto
a amostragem, analise de amostras, controlo de qualida-
de interno/externo e expressao de resultados das con-
centragoes de graos de podlen e/ou de esporos de fungos
presentes no ar atmosférico tendo por base a atual Nor-
ma EN 16868:2019.

METODOLOGIA DE MONITORIZAGAO
DE BIOAEROSSOIS (GRAOS DE POLEN
E ESPOROS DE FUNGOS): METODO
VOLUMETRICO DE HIRST

Recolha da amostra

Segundo a Norma Europeia 16868:2019 (1), para a
monitorizagao de graos de pdlen e/ou esporos de fungos
com capacidade alergénica, as redes de ambito alergolo-

gico devem utilizar o captador volumétrico de Hirst e a
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metodologia associada, basicamente o recomendado pela
IAA — International Association for Aerobiology — e pela
EAS — European Aerobiology Society (7,9,10) — e que a
RPA segue (3,11,12).

O coletor utilizado é um captador volumétrico de tipo
Hirst, um coletor de suc¢ao baseado no principio basico
de impacto. A Figura | mostra um desses coletores da
versao comercial BURKARD, Rickmansworth, Herst.,
Reino Unido. Existem comercialmente outros (fabricados
pela Lanzoni s.r.l., Italia: VPPS 2000 e VPPS 202| e fabri-
cado pela Burkard scientific Co, Ltd, UK, o Burkard Scien-
tific 2000). Existem 2 (duas) versoes de coletores do tipo
Hirst, de 7 dias e de 24 horas de amostragem (1).

O coletor (Figura |) é um aparelho de metal consti-

tuido essencialmente por trés unidades: |) motor, a bom-

e il

Figura |. Coletor do tipo Hirst um Burkard 7-Day Volume-
tric spore trap (I catavento; 2 tampa; 3 protetor de chuva;
4 orificio; 5 bloqueio de rotagoes; 6 localizagao do motor)
(13 modificado).

ba de vacuo; 2) unidade ou secgiao de impacto (“‘cabega”
do coletor); e 3) catavento. Este sistema completo de
amostragem ou coletor tera de ser resistente a corrosao,
bem preso (resistente ao vento) e sempre horizontal (ao
nivel da cabega). Para fins alergologicos (I), os seguintes
requisitos e condi¢des de posicionamento do coletor

devem ser cumpridos:

a) O coletor deve ser colocado numa superficie ho-
rizontal, plana e de facil acesso. Deve estar no topo
de um edificio e afastado da borda do edificio para
reduzir o efeito da turbuléncia;

b) Garantir que os edificios adjacentes ndo protegem
o coletor ou influenciam o fluxo de ar. O aparelho
deve ser colocado idealmente na cobertura de um
edificio a mais de 2 m da bordadura; a altura acima
do nivel do solo depende da localidade e da altura
dos edificios vizinhos;

c) O coletor deve ser elevado entre | me 1,5 m do
solo do topo do edificio, para evitar o atrito entre
as camadas de ar e a possivel ressuspensio e/ou
contaminagao de particulas do solo;

d) O coletor nao deve ser colocado proximo de fon-
tes fixas ou moveis de emissao em massa de par-
ticulas biolégicas ou nao bioldgicas (neste caso,
pode favorecer a presenca maciga de residuos nas

amostras, dificultando a identificagdo).

O aparelho tem uma bomba de vacuo, de sucgiao mo-
torizada que funciona 24 horas por dia, durante todo o
ano, com a mesma taxa de fluxo. O fluxo é ajustado para
10 I/min (£l I/min), quantidade similar a inspirada pelo
pulmao humano, sendo verificada a cada recolha da amos-
tra com um medidor de fluxo adaptado, um fluximetro
fornecido pelo fornecedor do captador.

A unidade de impacto compreende o orificio, um
mecanismo rotativo (sistema de relojoaria, onde se
insere um tambor rotativo) e uma estrutura em forma
de meia-lua que protege o orificio das intempéries. O

orificio consta de uma abertura retangular de 14 mm
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(0,1 mm) x 2 mm (£0,] mm), com uma profundidade >
19 mm e de uma distancia ao tambor sem fita de 0,70 mm
(0,1 m). Nestas condigdes, é garantido que ndo ocorre
turbuléncia do fluxo laminar, a mistura de ar e particulas
é direcionada para o suporte revestido e a impactagao
é eficiente. O tambor rotativo é a unidade do aparelho
onde é colocada uma fita transparente (ex.: fita de Me-
linex) previamente impregnada com uma substancia ade-
siva, através da qual sdo obtidas as amostras. Segundo a
EN16868:2019 (l), a fita tem de cumprir os seguintes
requisitos: 1) ser insolGvel na agua; 2) a sua espessura
nao deve sofrer alteragdes ao longo do tempo e nao
devera ser afetada pelas condigdes operacionais (com a
temperatura entre —20°C e 50°C ou com a humidade
entre 20% e 100%); 3) devera ser perfeitamente trans-
parente a luz do microscopio; e 4) o comprimento supe-
rior a 336 mm.

O ar ao ser aspirado penetra pelo orificio, sofre im-
pacto na superficie da fita e todas as particulas organicas
e inorganicas do ar aderem a esta, por esta estar impreg-
nada pela solugdo adesiva; no caso a EAS e a IAA (9,10)
recomendam o uso de uma solugao de silicone (silicone
n.> CAS [90337 93 2] solubilizado com um solvente es-
pecifico). Outra alternativa, segundo a EN16868 (1), é o
uso de vaselina solubilizada ou pura (solubilizar a vaselina
com tolueno; vaselina n.° CAS [108 88 3]). A solugao de
silicone é a recomendada pelas caracteristicas fisicas que
permanecem inalteraveis entre -20° e 150°C, e por con-
seguinte, se adequa a maioria das zonas bioclimaticas. A
fita esta colocada num tambor rotativo que gira a uma
velocidade de 2 mm/h (0,01 mm/h) por estar ligado a
um mecanismo de relojoaria. A fita esta exposta ininter-
ruptamente 7 dias seguidos, findos os quais é substituida
por outra. Esta troca deve ser simples e rapida para pre-
venir eventuais contaminagées. O catavento permite a
rotagao permanente da “cabega” do coletor, orientando
o orificio na diregdo da proveniéncia do vento. Assim, o
uso deste coletor possibilita a obtengao de amostras,
quer diariamente, quer semanalmente, possibilitando a

realizagao de contagens horarias e diarias (I1).

O tambor rotativo tem um didmetro de 110 mm a
[12 mm, nele é enrolada uma fita transparente com
345 mm % 0,5 mm a 350 mm * 0,5 mm de compri-
mento. Aquando da fixacao da fita ao tambor, este
devera ser limpo com alcool etilico (70%) para se
retirar toda a sujidade e/ou particulas biolégicas, e sé
depois se fixa a fita a este. A fita que reveste o tambor,
no caso de nao estar previamente revestida ou im-
pregnada com a solugdo adesiva, devera sé-lo. Dever-
-se-a aplicar uma fina e homogénea camada da solugao
adesiva e este processo devera ser efetuado numa
hotte e o operador devera usar luvas de protegao/
vestuario/equipamento de protegdo ocular/protegiao
facial).

O tambor deve ser protegido do ar ambiente duran-
te o transporte do laboratério até ao coletor, e seu re-
torno deve permanecer em caixa metalica prépria para
protecao contra choques (Figura 2). A conservagao em
temperatura ambiente da fita no tambor impregnada em
substéncia adesiva nao deve exceder 12 (doze) meses no
caso do uso da solugdo de silicone e um més para a va-
selina (petréleo geleia).

Na recolha e substituicio do tambor sdo varios os
passos a cumprir. A fim de auxiliar essa tarefa, o entao
Centro de Coordenagio da Rede Portuguesa de Aero-
biologia da Universidade de Evora elaborou um docu-
mento, semelhante ao usado pela rede francesa RNSA
— Reseau National de Surveillance Aerobiologique —,
descrevendo os passos a efetuar (Figuras 2A-D e 3).

Importa destacar que para facilitar o tratamento la-
boratorial, o individuo responsavel pela troca do tambor
devera marcar o inicio e o fim do periodo de amostragem
na fita, com o auxilio de um instrumento pontiagudo
através do orificio do coletor (Figura 2A). Ainda, caso o
caudal do dltimo periodo de amostragem esteja abaixo
da especificacao, o responsavel pelas leituras/contagens
devera considerar a validade/relevancia dos dados.

O tambor é substituido semanalmente e sempre a
mesma hora, e findo esse periodo ocorrera sobreposigao

da amostra.
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Figura 2. A) Marcacio do fim/inicio da amostragem; B), Operador a substituir o tambor; C) Operador a retirar da caixa o tambor de
substituicdo e a colocar em seu lugar o tambor com amostra que foi retirado do coletor para transporte até ao laboratério onde se
efetuara o processamento e analise do respetivo; D) Tambor com fita e caixa de protegdo ou “porta-tambor”; E) Ato de dar corda
ao sistema de relojoaria do coletor para assegurar a amostragem para o periodo seguinte; F) Medigao/verificagao do fluxo do coletor

PROCESSAMENTO LABORATORIAL — Colocar numa folha de papel absorvente, por exem-

plo, 7 laminas de vidro para microscopia (de dimen-

Processamento das amostras sao 2 76 mm x 26 mm limpa, desengordurada e de

No laboratorio, o procedimento de preparacao das uso unico), identificando-as, colocando uma etique-

amostras para analise (I,11,12) realiza-se da seguinte ta com o nome da estagao de monitorizagao e data
forma: correspondente no lado esquerdo da lamina;

— Retirar o tambor da caixa de transporte e fixa-lo

— Limpar a bancada, a placa de aquecimento e os uten- no suporte de enrolamento para que a fita possa
silios antes do seu uso (pingas, bisturi ou X-ato, ser retirada (Figura 4A);
régua) com alcool etilico a 70%; — Descolar ou cortar a fita na zona de jungao;

— Colocar o meio de montagem (solugao corante e — Com o auxilio das pingas, pegar nas extremidades
de fixagao) em fusao (no forno, na placa de aqueci- da fita, sem a tocar com os dedos e coloca-la na
mento ou micro-ondas); régua de corte (Figura 4B);

REVISTA PORTUGUESA DE IMUNOALERGOLOGIA
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R.P.A. Ficha de Substituicio do Tambor

Estac¢ao de Monitorizagao:

Data de colocacio: / / Hora:
Data de recolha: / / Hora:
Operador da substitui¢ao:

Fluxo do polinometro (+/-10L/min): SIM NAO

Observagodes:

Operagoes a efetuar:

1. Medir o fluxo do polinémetro.

2. Desligar o colector da corrente eléctrica.

3. Bloquear a zona giratoria do colector.

4. Marcar o final da amostragem com objecto pontiagudo.

5. Abrir a “cabeca” do colector.

6. Retirar o tambor que se encontra colocado no coletor (esta
operagdo e as restantes que se seguem deverdo ser rapidas, para
evitar contaminagdes, € numa posi¢ao contraria a diregdo do vento)
7. Limpar o orificio e o interior do polinometro.

8. Colocar o novo tambor.

9. Verificar que a marca vermelha fica na diregdo da seta da
“cabega” do colector.

10. Dar corda ao reldgio.

11 Colocar a “cabega” do colector.

12. marcar o inicio da amostragem com objecto pontiagudo.

13. Desbloquear a zona giratéria do colector.

14. Ligar o colector a corrente eléctrica.

15. Escutar o funcionamento do motor.

16. Medir o fluxo do polinometro.

NOTA: Se o fluxo do polinémetro nio for o correto deve ser ajustado.

Figura 3. Ficha de substitui¢ao do tambor

— Fazer corresponder o inicio da amostragem com — Depositar delicadamente, com auxilio da pinga, o
uma das marcagoes da régua de corte; fragmento da fita no centro da lamina de vidro so-
— Cortarafita em 7 fragmentos iguais. Cada fragmen- bre o meio de montagem. O inicio da amostragem
to mede cerca de 48 mm de comprimento e cons- devera estar do lado da etiqueta;
titui uma amostra diaria; — Colocar 3 gotas (0,05 ml/gota) ou uma linha (0,15 ml)
— Colocar 3 gotas (0,05 ml/gota) ou uma linha de de meio de montagem com corante sobre o frag-
meio de montagem liquido (0,15 ml) na lamina de mento da fita ou na lamela (Figura 4C-D). No caso,
vidro. utiliza-se uma solugao corante de glicerogelatina ou
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B)

Fita de Melinex

Régua acrilica de montagem

I ITH\M’

48 mm
336 mm
D) Lamina Porgdo de fita de melinex: amostra diaria
/ Lamela
rs
o
x|
£§
&%
2

Gota de solugio corante

glicerina simples com fucsina basica (n® CAS [632
99 5]) ou safranina (n° CAS [477-74 6]). De acordo
comaEN 16868:2019 (1), podem ser utilizadas mis-
turas especificas contendo gelvatol/mowiol ou ou-
tros produtos prontos a usar. O objetivo da solugao
corante é corar a parede dos graos de poélen pre-
sentes na amostra para que se possa proceder a sua
identificagao (identificar a fonte vegetal de prove-
niéncia) com base na morfologia. A solugdo é espe-
cifica para graos de pélen, dado os esporos de fun-
g0s nao corarem.

Em seguida, colocar lentamente a lamela na prepa-
ragao, para evitar a formagao de bolhas e movimen-
to de particulas. A lamela deve ser maior do que o
tamanho da fragao da fita que esta sob a lamela
(exemplo de uma lamela de dimensao apropriada:
22 mm x 64 mm), tem de ser transparente e de uso

unico;

Figura 4. A) Tambor no suporte de enrolamento; B) Fita na régua de corte; C) Preparagao (amostra didria); D) e correspondente
ilustragao esquematica

— Deixar a preparagao na placa de aquecimento de
50°C a 60°C para remogao de eventuais bolhas de
ar e posteriormente deixar a lamina arrefecer a
temperatura ambiente durante mais de 30 minutos.

— Repetir o procedimento para os restantes fragmen-

tos da fita (amostras didrias).

Findo o processo de preparagao das amostras, limpar

o tambor e a caixa metalica ou “porta-tambor” com dlcool

etilico 70% para eliminar eventuais particulas atmosféri-

cas que possam ter aderido a estas estruturas, prevenin-

do assim uma eventual contaminagao da amostra seguin-

te.

Posteriormente, coloca-se uma nova fita no tambor

para nova amostragem e impregna-se com a solugao

adesiva. Aplica-se uma fina e homogénea camada da so-

lucao em ordem a reter as particulas.

A preparagdo das laminas para a analise microscépica

deve ser realizada a temperatura ambiente e em menos de
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14 dias ap6s a retirada do tambor do coletor (para manter

a migracao dos graos de polen o mais baixo possivel).

ANALISE DAS AMOSTRAS
AO MICROSCOPIO OTICO

Metodologia de contagem (leitura das amostras)
As amostras (preparagoes) sao examinadas ao micros-
copio 6tico, identificando-se e quantificando os graos de
polen e/ou esporos de fungos presentes na preparagao.
Em rotina, deve-se usar uma ampliagao de pelo menos
400x. As objetivas vao desde 20x a 100x e as oculares de
8x a 12,5x. Uma ampliagao menor pode aumentar o erro
de identificagdo, mas uma ampliagdo maior requer uma
area de leitura nao inferior a 10% da area do depésito (I).
A identificagdo deve ser feita por um operador espe-

cializado (especificamente treinado) com formagao (I).

Analise quantitativa da amostra

Dado que a leitura da preparagio (identificagdo e
quantificagao das particulas polinicas) consome muito
tempo, normalmente realiza-se uma subamostragem na
preparagao. Conhecem-se varios sistemas de leitura das
l[aminas com amostras. Segundo a EN16868:2019 (1) po-
dem-se utilizar varrimentos horizontais paralelos ou
verticais. O nimero de varrimentos necessarios tera
que ver com a area da lamina a examinar, e depende do
tamanho do campo de visdo do microscopio e da am-
pliagao. A area observada devera ser no minimo 10%. O
recomendado é o sistema das 4 (quatro) linhas longi-
tudinais (desenvolvido pela Rede Espanhola de Aerobio-
logia) (7) e consiste em percorrer na horizontal 4 linhas
no centro da lamina, na ampliagao de 400x (ocular de
10x e objetiva de 40x), correspondendo a aproximada-
mente 12-13 % da preparagao.

O procedimento utilizado (I,11,12) é o seguinte:

I) recorta-se um segmento da folha de acetato da

dimensao de uma lamina de microscopio.

2) Tragam-se, a azul, 24 linhas transversais no seg-
mento da folha de acetato separadas entre si por
2 mm;

3) Coloca-se o segmento sob a lamina, o primeiro
intervalo de 2 mm entre as primeiras 2 linhas re-
presenta a hora do dia em que se inicia a analise
das particulas transportadas pelo ar. O intervalo
entre as linhas corresponde a uma hora de amos-
tragem;

4) Assumindo-se que as particulas polinicas estao
uniformemente distribuidas ao longo da fita, mar-
cam-se 4 pontos a azul ao centro, préoximos da
primeira linha do segmento de acetato;

5) Coloca-se a objetiva sobre um dos pontos e per-
corre-se 48 mm de cada amostra diaria ao longo
da lamina (como se se tragasse uma linha longitu-
dinal com a objetiva) e repete-se este processo
para os trés outros pontos marcados;

6) Por cada 2 mm (uma hora de amostragem) da linha
percorrida registam-se os graos de polen e/ou es-
poros de fungos identificados e a respetiva quanti-
dade numa tabela com separagao horaria (registo
manual);

7) Apos a leitura, calculam-se os totais de cada tipo
polinico encontrado, sendo os dados obtidos esti-
mativas dos verdadeiros valores;

8) As contagens de graos de polen ou de esporos de
fungos devem ser expressas como contagens mé-
dias diarias de graos de pélen ou esporos de fungos
por metro cubico de ar. No final, o nimero total
de graos de polen ou esporos de fungos contados
(n) é multiplicado por um fator de conversao (FC,
em inglés correction factor), que tem em considera-
¢ao o volume de ar amostrado (I0L/min), a area de
amostragem e o tamanho do campo de visao do
microscopio otico usado na ampliacao utilizada
(7,11,14).

A férmula para conversido dos valores obtidos para

numero de particulas por metro cubico de ar é a seguinte:
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N.° de particulas por metro cubico de ar =n x FC

n = nimero total de graos de polen ou esporos de fungos
contados
FC = fator de conversao

CALCULO DO FATOR DE CONVERSAO (FC)

O primeiro passo é medir o campo de visao do mi-
croscopio otico na ampliagao 400x.

Exemplo: para o diametro do campo de visao igual a
0,45 mm:

Comprimento da fita x largura da fita
FC=

(Medida do campo otico x comprimento da fita x n.° de linhas) x fluxo de ar

FC = (48mm x 14mm) / [(0,45mm x 48mm x 4) x 14,4 m’]
FC =054

FC = Fator de conversao

Comprimento da fita = comprimento do segmento da fita = 48 mm
Largura da fita = largura do segmento da fita = 14 mm

Medida do campo 6tico = 0,45 mm

N.° de linhas = 4

Fluxo de ar = 10L/ min = 600 L/hora = 14400 L/dia = 14,4 m3

Por exemplo, se n = nimero total de graos de pdélen

em quatro varrimentos = 250

N.° de particulas por metro cubico de ar =
=250 x 0,54 = 135 grios de pélen/m3

De acordo com as necessidades, também ¢ possivel
expressar os resultados em dados bi-horarios/m? de ar.
Os dados diarios acumulados, nomeadamente as conta-
gens anuais, sazonais, mensais ou semanais de pélen ou
esporos de fungos sao expressos como um indice com a
mesma unidade. O indice é calculado somando-se as con-

centragoes didrias durante o periodo estudado.

Anilise qualitativa da amostra
A identificagdo baseia-se na estrutura e morfologia

do grao de polen, ou seja, no tamanho, forma, polarida-

de, nimero, tipo de aberturas e sua disposi¢ao na super-
ficie e na ornamentagao (escultura) da exina (I5). Para a
identificagdo dos tipos polinicos recorre-se a bibliografia
da especialidade, por exemplo Smith (16,17), Reille (18),
Arias et al. (19), Lacey e West (20), Trigo et al. (21), Caei-
ro (12), Camacho e Camacho (22), a palinoteca (colegao
de graos de pdlen de referéncia provenientes de varios
taxa devidamente identificados e recolhidos a partir da
flora da regiao) e a um documento digital, a Identification
key for the pollen contente of the air da RNSA e da IAA
(23). A RNSA produziu o documento também na versao
inglesa com os principais tipos polinicos que podem ocor-
rer no ar. Contém uma chave de identificagdo que per-
mite a identificacdo de amostras frescas, sem tratamentos
com acidos, e dos principais tipos de pdlen habitualmen-
te presentes na atmosfera, e de outros graos de pélen
de interesse palinologico.

Para a terminologia polinica também se pode consultar
a documentada, por exemplo, no The Air Spora de Lacey
e West (20), no Glossary of Pollen and Spore Terminology de
Punt et al. (24,25), no Polen y Esporas de Saenz de Rivas'(26),
Glosario de términos palinolégicos de Lain (27), na disserta-
¢ao de Caeiro (I1) e no Guia ilustrado dos pélenes da Regido
da Madeira de Camacho e Camacho (22).

O documento da EN 16868:2019 (1) também contem
a referéncia de varios outros manuais que podem auxiliar
na identificagdo de graos de polen e de esporos de fungos,
como: Charpin e Surinyach (28), Nilsson et al. (29), Jensen
e Gravesen(30), Ellis e Ellis (31), Mulcahy e Mulcahy (32),
Iwanami et al. (33), Iversen e Faegri (34), Miskovsky e Pet-
zold (35), Falagiani (36), Reille (18) e a referéncia aos web-
sites de Internet das associagdes EAS e IAA. Ainda neste

ambito existe em Portugal um guia de Camacho (37).

Registo de dados

O registo de dados é feito manualmente (Figura 5),
constando informac¢des como a localizacio da estacao de
monitorizagao, data da amostra (o dia, més e ano), o
nome do operador de leitura e uma tabela com separagao

horaria para registo dos tipos de graos de pdlen e espo-
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Figura 5. Leitura da amostra diaria ao microscopio tico com
auxilio de um contador manual e folhas de registo de dados.

ros de fungos identificados e o seu nimero em cada linha
de leitura. Para auxilio na contagem ¢ utilizado um con-
tador de células.

Segundo a EN16868 (1), outro possivel registo ¢ atra-
vés de gravagao semiautomatica: por reconhecimento de
voz e introdugido em base de dados de modo automatico
(software proprio desenvolvido pela RNSA).

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

As redes de aerobiologia requerem uma metodologia
normalizada para garantir a obtengao de dados fidedignos,
dai a formulagao desta norma (EN 16868:2019), tornan-
do-se necessario existir um controlo de qualidade inter-
no eficaz através da implementacao de programas de
qualidade.

Um aspeto fundamental para garantir a qualidade da
monitorizagao aerobioldgica é avaliar o desempenho
dos técnicos especializados nas leituras, os quais con-
tribuem com os dados diarios de pdlen. Esta avaliagao
garantira a fiabilidade das previsdes de podlen que sao
utilizadas diretamente por membros da comunidade,
médicos e agéncias governamentais, visando melhorar
a salde e a qualidade de vida dos individuos com doen-
cas alérgicas respiratorias.

Segundo a EN 16868:2019 (I), as caracteristicas de

desempenho serao avaliadas através do calculo de indi-

cadores de precisao e exatidao. Em aerobiologia, a pre-
cisao (em condicoes de repetibilidade e reprodutibilidade)
é geralmente quantificada pelo coeficiente de variagao e
a exatidao pelo erro absoluto ou pelo erro relativo, o
qual depende da dimensao das amostras.

A Norma EN 16868:2019 (I) estabelece requisitos de
desempenho e recomendagdes que se desenvolvem no

seguimento.

REQUISITOS DE DESEMPENHO

Repetibilidade

De acordo com a EN 16868:2019 (I), o desempenho
de cada técnico especializado na leitura de graos de polen
e esporos de fungos deve ser controlado uma vez por
ano através de medigcdo em condigdes de repetibilidade
de uma amostra (ou seja, uma lamina de microscépio com
amostra) pelo mesmo técnico, usando o mesmo método
e um minimo de trés réplicas por técnico.

Os coeficientes de variagao (CV) aceitaveis, calculados

apenas para taxa com valor verdadeiro > 10, serao:

— Para um valor verdadeiro aceite entre 10 e 30 graos
de polen: CV < 30%;

— Para um valor verdadeiro aceite entre 30 e 300
graos de polen: CV < 20%;

— Para um valor verdadeiro aceite > 300 graos de
polen: CV < 10%.

RECOMENDAGOES DE DESEMPENHO

Reprodutibilidade e exatidao

Quando existe mais do que um técnico na equipa do
laboratério, recomenda-se a avaliagao da reprodutibili-
dade intralaboratorial. Os coeficientes de variagio acei-
taveis sao os mesmos da repetibilidade.

Quando o laboratério esta envolvido numa rede, re-

comenda-se também avaliar a reprodutibilidade interla-
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boratorial e a precisao. A precisao e exatidao devem ser
avaliadas através de exercicios interlaboratoriais seguin-
do a metodologia proposta por Galan et al.(7) e Otero
et al. (5).

Sensibilidade e especificidade
A sensibilidade mede a proporgao de particulas pes-
quisadas identificadas corretamente. Pode ser expressa

como:

n.° de particulas verdadeiras inspecionadas ou pesquisadas

Sensibilidade =
n.” de particulas verdadeiras pesquisadas +
+n.° de particulas falsas ndo pesquisadas

A especificidade mede a proporgao de particulas nio
pesquisadas que sao corretamente identificadas como
diferentes das particulas pesquisadas. A especificidade

pode Ser expressa como:

n.? de particulas verdadeiras nao pesquisadas

Especificidade =
n.° de particulas verdadeiras ndo pesquisadas +

+1n.° de particulas falsamente pesquisadas

Tanto a sensibilidade como a especificidade dependem
da capacidade do técnico em reconhecer de forma ade-
quada um determinado tipo de grao de polen ou de es-
poro de fungo na amostra. Assumindo que o técnico esta
bem treinado, a sensibilidade e a especificidade sao con-
sideradas de |I.

De acordo com o contexto biogeografico, deverao
ser analisados os taxa mais relevantes que, por exemplo,
podem ser: Alnus, Amaranthaceae, Ambrosia, Artemisia,
Asteraceae, Betula, Casuarina, Castanea, Corylus, Cupres-
saceae, Fraxinus, Olea, Parietaria/Urtica, Pinaceae, Plantago,
Platanus, Poaceae, Quercus, Rumex, Salix e Urtica membra-
nacea.

Neste ponto a norma refere que estudos recentes
classificam a familia Chenopodiaceae como uma nova

subfamilia da familia Amaranthaceae.

RESULTADOS ESPERADOS E POSSIVEIS
LIMITACOES

O método volumétrico baseado no sistema de Hirst
representa o método de medigao mais utilizado em todo
o mundo, existindo séries temporais com cerca de 50
anos de amostragem (4). E, habitualmente, utilizado para
a realizagao de estudos de natureza clinica, para a criagao
e uso de modelos de previsao de poélen e informacao
aerobiologica divulgada. As principais vantagens deste
método sao: 1) dado o seu fluxo ser semelhante ao fluxo
respiratorio do ser humano, permite que as concentragoes
de pdlen e/ou de esporos de fungos possam ser correla-
cionadas com a sintomatologia de alergia respiratéria dos
doentes; 2) permite a analise das concentragoes de polen
e/ou esporos de fungos horarias e didrias; 3) a estagdo de
monitorizagao pode cobrir uma regiao num raio de cerca
de 100 km, dependendo da topografia e da sua localizagao;
e 4) o preco deste tipo de coletor é baixo comparativa-
mente com os sistemas automaticos modernos (12).

Algumas das limitagoes do uso desta metodologia sao:
I) a necessidade de técnicos especializados bem treinados
para a realizagao das andlises (l); 2) os resultados nao sao
obtidos em tempo real, s6 sdo obtidos dias mais tarde,
assim como a sua publicagao/divulgacao.

Este documento sera extremamente importante e Util
na investigacao (aerobiologia e alergologia), na clinica da
imunoalergologia, na area de transferéncia de conheci-
mento, no ensino ou noutros campos de aplicagao (ex.:
agronomia, fitopatologia, alteragées climaticas, entre ou-
tros). O seu uso garantira a fiabilidade dos dados aero-
biolégicos e das informagdes resultantes veiculadas a
populagio, aos profissionais de salide e agéncias governa-
mentais, com o intuito de melhorar a satde e a qualidade

de vida dos doentes com doenca alérgica respiratoria.

ETICA E DIVULGACAO

Este trabalho nao implicou a utilizagdo de amostras

biologicas de natureza humana ou animal, nem suscita
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preocupagdes de indole ética, pelo que nao foi submeti-
do a nenhuma comissao de ética. A Norma EN 16868:2019
aqui descrita pode ser adaptada em outros paises de lin-
gua portuguesa e divulgada em reunioes cientificas de

ambito aerobiolégico e alergolégico.
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