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Resumo

RESUMO

A tanatologia forense desempenha um papel fundamental na investigagao
criminal, sendo a estimativa do intervalo post-mortem (IPM) um dos seus maiores
desafios devido a complexidade e variabilidade do processo de decomposi¢do. Este
estudo teve como objetivo avaliar o potencial da micologia forense na estimativa do IPM,
analisando o crescimento € a sucessao fungica em remanescentes biologicos submetidos
a diferentes condi¢des ambientais. Para tal, foi utilizado um modelo experimental baseado
em cabecas de porco, devido a sua semelhanga anatomica e fisioldgica com o ser humano,

distribuidas em dois grupos: corpos enterrados ¢ ndo enterrados.

Os resultados demonstraram diferencas significativas na diversidade e
predominancia de fungos filamentosos e leveduriformes entre os dois cendrios. Nos
corpos enterrados, destacaram-se géneros como Fusarium sp., Pseudallescheria sp.,
Epidermophyton sp. e Trichophyton sp., associados a intervalos post-mortem especificos.
Nos corpos ndo enterrados, observou-se maior diversidade fungica, com destaque para
Trichophyton sp., Epidermophyton sp., Alternaria sp., Neoscytalidium sp. e Microsporum
sp., sendo apenas alguns destes relevantes para a estimativa do IPM. Leveduras do género
Candida foram identificadas em ambos os grupos, mas ndo apresentaram valor preditivo

para a determinacdo temporal.

De modo geral, os resultados corroboram a literatura existente e indicam que
determinados géneros fungicos podem, futuramente, ser explorados como potenciais
marcadores temporais. No entanto, o estudo apresenta limitacdes relacionadas com a
identificacdo exclusivamente morfologica, reforcando a necessidade da aplicagdo de
técnicas moleculares, como PCR e sequenciacdo de DNA, bem como a realizacdo de
estudos adicionais sob diferentes condi¢des ambientais, para validagdo e consolidagdo da

micologia forense como ferramenta auxiliar na estimativa do intervalo post-mortem.

PALAVRAS-CHAVE: Intervalo Post-mortem (IPM); Micologia Forense; Tanatologia

Forense; Modelos suinos; Decomposicao cadavérica; Investigacdo criminal.
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ABSTRACT

Forensic thanatology plays a fundamental role in criminal investigations, and
estimating the post-mortem interval (PMI) is one of its greatest challenges due to the
complexity and variability of the decomposition process. The aim of this study was to
evaluate the potential of forensic mycology in estimating the PMI by analyzing fungal
growth and succession in biological remains subjected to different environmental
conditions. To this end, an experimental model was used based on pig heads, due to their
anatomical and physiological similarity to humans, distributed in two groups: buried and

unburied bodies.

The results showed significant differences in the diversity and predominance of
filamentous and yeast-like fungi between the two scenarios. In the buried bodies, genera
such as Fusarium sp., Pseudallescheria sp., Epidermophyton sp. and Trichophyton sp.
stood out, associated with specific post-mortem intervals. In the unburied bodies, a
greater fungal diversity was observed, especially Trichophyton sp., Epidermophyton sp.,
Alternaria sp., Neoscytalidium sp. and Microsporum sp., only some of which were
relevant for estimating the MPI. Yeasts of the Candida genus were identified in both

groups, but had no predictive value for determining the time period.

In general, the results corroborate the existing literature and indicate that certain
fungal genera could be explored as potential temporal markers in the future. However,
the study has limitations related to exclusively morphological identification, reinforcing
the need to apply molecular techniques, such as PCR and DNA sequencing, as well as to
carry out additional studies under different environmental conditions, in order to validate
and consolidate forensic mycology as an auxiliary tool in estimating the post-mortem

interval.

KEYWORDS: Post-mortem Interval (PMI); Forensic Mycology; Forensic Thanatology;

Swine models; Cadaveric decomposition; Criminal investigation.
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Introducao

CAPITULO I - INTRODUCAO

1. Tanatologia Forense e a Investigacio Criminal

A Tanatologia Forense ¢ um campo fundamental das ciéncias forenses, cujo objetivo
¢ o estudo dos aspetos relacionados a morte de um individuo. A morte ¢ definida pela
cessacao das atividades vitais do corpo humano, contudo, essa auséncia de atividade vital,
pode ser por motivos naturais ou suspeitos. A primeira ¢ denominada em diversas
literaturas como morte natural, ou seja, ¢ sucedida por causas naturais ou processos
patologicos, como por exemplo envelhecimento do organismo ou doengas terminais
(Santos, 2004). Em contrapartida, a morte violenta, pode ter ocorrido por homicidio,
suicidio ou até mesmo mero acidente. Contudo, para que seja possivel chegar a uma
conclusdo, ¢ imprescindivel que seja realizada uma investigagdo criminal acerca do

falecimento (Bittar, 2022; Santos, 2004).

A investigacdo criminal tem como objetivo a reconstru¢do de determinada cena de
crime, para assim obter a identificacdo tanto da vitima, tanto do suspeito (Bittar, 2022;
Garrido & Naia, 2014). A fim da investigacdo ser bem-sucedida, ¢ necessario que os
peritos criminais tenham alguns conhecimentos acerca das informagdes sobre os
remanescentes, do local do crime, do intervalo post-mortem (IPM), do modo da morte,
das condi¢des ambientais, entre outros. Além disso, também, precisam conhecer os
diferentes fenomenos cadavéricos, uma vez que estes processos acontecem de forma
sequencial e podem dificultar a analise médico-legal (DiMaio, 2006; Ferreira et al., 2012;

Garrido & Naia, 2014; Knight, 2004).

A tanatologia forense ¢ um complemento muito importante na investigagdo criminal,
para auxiliar na busca de informagdes relativamente a morte da vitima. Contudo, mesmo
que este campo possua muitos avangos, a determinacgao de alguns aspetos, continua a ser
um desafio enfrentado pelos peritos forenses, como por exemplo a determinacao do IPM

(DiMaio, 2006; Ferreira et al., 2012, Knight, 2004).

1.2 Intervalo Post-Mortem (IPM)

Um dos pontos cruciais para a investigacao ¢ a estimativa do IPM, ou seja, o periodo
em que os remanescentes ficam expostos a quaisquer condi¢cdes que possam acelerar ou

retardar o processo de decomposicao, até o0 momento em que € encontrado (INTERPOL,
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2018). Esta estimativa ¢ muito importante para a investigacao, pois ajuda na reconstru¢ao
dos eventos, circunstancias da morte, conexdo de um determinado suspeito ou vitima a
cena de crime, além da identificagdo do cadaver e condenacdo ou ndo, do suspeito em
questdo, além da identificacdo de locais de deposi¢ao clandestinos e corroboragdo de

depoimentos de testemunhas (Szelecz, 2014; Forger, 2019; Igbal, 2020).

No entanto, existem alguns fatores que podem contribuir para a decomposicao, e,
consequentemente para a estimativa do IPM, sendo eles; a causa de morte, o local onde o
cadaver foi encontrado e as condigdes ambientais. Envolve, também, processos de
natureza abidtica, como a temperatura ¢ a humidade, e os processos bidticos como a
interferéncia de artropodes, de bactérias, dos fungos, da fauna e da flora (Filho, 2008;
Pinheiro, 2012). Além destes pode-se destacar fatores antropogénicos como ferimentos
ante/post-mortem, presenga/auséncia de vestudrio e por tltimo o modo de enterramento
no solo (fundo ou raso) ou em meio aquatico - submerso em agua, como rios, lagos, mar,
etc. (Igbal, 2020). Por estes motivos, o processo de decomposi¢do ¢ complexo e
inconstante, podendo trazer algumas complica¢cdes no momento da estimativa (Garrido

& Naia, 2014; Zhao, 2022).

1.3 Métodos para Estimativa do IPM

Os métodos tradicionais utilizados para a estimativa do IPM baseiam-se nos
fendmenos cadavéricos abidticos e transformativos. Fendmenos como algor mortis
(arrefecimento cadavérico), livor mortis (hipostase cadavérica — Figura 1A) e rigor mortis
(rigidez cadavérica — Figura 1B), sdo amplamente estudados e aplicados. Contudo, cada
um destes apresentam limitagdes significativas: o algor mortis pode ser influenciado por
factores externos, como a temperatura ambiente e a presenca de vestimentas, dificultando
a precisao do célculo (DiMaio, 2006). O livor mortis pode ser interrompido ou mascarado
pelo movimento do corpo apds a morte, e por fim, o rigor mortis varia de acordo com os
aspetos fisiologicos do individuo e do ambiente (Knight, 2004). Estas variagdes
frequentemente resultam em estimativas de tempo amplas e de menor fiabilidade (Knight,

2004).
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Figura 1 — Em (A) hipostase post-mortem na distribui¢do normal. As areas palidas sdo resultado da
pressdo exercida sobre as mesmas, contra alguma superficie dura. Em (B) verifica-se o braco
esquerdo estendido para o ar e o brago direito posicionado em cima do peito, ambos os bracos
apresentam rigidez cadavérica. Imagens retiradas e adaptadas de Knight, 2004 ¢ DiMaio, 2001,

respetivamente.

Os peritos utilizam o cruzamento de informacgdes entre as diferentes areas do
conhecimento para auxiliar na estimativa do IPM. Areas essas em que pode destacar a
Antropologia Forense, a Entomologia Forense, a Botanica Forense, a Quimica e

Toxicologia Forense, a Genética Forense e a Microbiologia Forense (Filho, 2008).

A Entomologia Forense, baseia-se no ciclo de vida de insetos necrofagos (Figura 2),
como as moscas, para inferir o IPM (Igbal, 2020). Por outro lado, a Quimica Forense
examina compostos organicos € inorganicos associados a decomposi¢ao (Szelecz, 2014).
Ademais, a investigacdo criminal se beneficia da Antropologia Forense, j4 que este
método extrai informagdes especificas sobre a vitima através dos remanescentes

esqueléticos (Cunha, 2024).

LARVA 1
HUEVOS ; VA2
UEVC LR

h- -... ; e 2 | =
Figura 2 — Representagdo do ciclo de vida de uma mosca, desde os ovos (huevos) até o estagio adulto.

Imagem retirada e adaptada do Google Imagens.
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Todavia, cada um dos métodos citados acima, possuem as suas limitagdes, como por
exemplo, a Entomologia Forense estd limitada pela necessidade de condigdes especificas,
como a temperatura e a presenga de uma fauna local para habitar o corpo (Igbal, 2020).
Entretanto, a Quimica Forense enfrenta alguns desafios relacionados com a complexidade
do processo de andlise e a influéncia de variaveis externas a decomposi¢ao do corpo
(Szelecz, 2014). Contudo, a Antropologia Forense trata-se de uma metodologia mais

voltada para os ossos e dentes (da Silva et al., 2023).

Sendo assim, as metodologias estdo em constante expansao a fim de auxiliar cada vez
mais neste calculo (Garrido & Naia, 2014). Neste contexto, a Micologia Forense tem sido
cada vez mais estudada e indicada como uma darea promissora € em expansio

(Hawksworth, 2011).

1.4 Micologia Forense

A palavra Micologia ¢ proveniente do grego mykes (cogumelo) + logos (estudo), o
que significa o estudo dos cogumelos, sendo por muitos anos os unicos fungos conhecidos
(Ferreira et al., 2012). Sendo assim, a micologia pode ser definida como o ramo da
microbiologia que estuda os fungos, patogénicos ou ndo, incluindo bolores, cogumelos,
liquenes, leveduras, entre outros — figura 3 (Hawksworth, 2011). O estudo dos fungos ¢
muito relevante, uma vez que estes desempenham um papel fundamental nas industrias
alimentar e farmacéutica, participando na produ¢do de alimentos, bebidas, antibidticos,
enzimas, entre outros produtos (Abreu, 2015). Além disso, sdo seres que decompdem a

matéria organica como forma de obtencdo de alimento (Ferreira et al., 2012).

Figura 3 — Em (A) esta representado uma espécie de cogumelos. Em (B) o morango esta contaminado
com algum tipo de bolor. Em (C) é possivel verificar liquen em um tronco de arvore. Por fim, em (D),
encontra-se uma espécie de levedura.
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Foi observado por patologistas forenses que os fungos podem ser saprofitos, ou seja,
alimentam-se de matéria organica, influenciando, assim, a decomposi¢do dos restos
humanos, e, estando estd area de estudo, cada vez mais, explorada como ferramenta
forense (Backtell, 2022; Ferreira et al., 1973; Hitosugi, 2006). A semelhanca da
Entomologia Forense, que recorre ao estudo dos artropodes e insetos associados aos
remanescentes, a Micologia Forense utiliza a analise dos fungos que proliferam no
cadaver como ferramenta auxiliar na determinagdo de parametros relevantes, tal como a
estimativa do IPM, a detecao do consumo de substancias ilicitas, substancias venenosas,

a localizagdo geografica, entre outros fatores (Costa, 2017; Goebel, 2013).

Existem registos da aplicagdo da Micologia Forense em investigagdes criminais,
nomeadamente no Japdo, onde esta area foi utilizada na investigagdo do cogumelo
Psilocybe subcubensis (Gonmori & Yoshioka, 2003). Adicionalmente, foi reportado um
caso envolvendo um homem de 75 anos e a sua esposa, ambos hospitalizados com
sintomas de intoxica¢do apds o consumo do cogumelo Amanita virosa durante refei¢des

consecutivas, tendo resultados no 6bito da esposa (Gonmori & Yoshioka, 2003).

Os fungos, por serem organismos ubiquos (disseminados por toda a parte) e altamente
adaptaveis, desempenham um papel essencial na degradacdo de tecidos humanos, ja que
decompdem a matéria organica em busca de alimento (Hawksworth, 2011). Sao
encontrados em diversos locais, e, a0 mesmo tempo podem ser indicativos de locais
especificos, podem ser recolhidos e analisados em diferentes cenarios de interesse forense

para determinacao do IPM (Hawksworth, 2011; Tambuzzi, 2023).

Desta forma, a Micologia Forense, aplica o estudo dos fungos saproéfitas para fins
forenses, explorando e estudando como estes microrganismos interagem com restos
mortais € como influenciam os processos de decomposi¢ao (Hawksworth, 2011). Estudos
recentes apontam que o padrdo de crescimento fingico, associado a factores ambientais
especificos, pode fornecer informacgdes valiosas sobre o IPM (Goebel, 2013). Além disso,
a andlise de fungos pode complementar técnicas tradicionais, especialmente em cendrios
onde outros métodos ndo sejam vidveis ou fornecam dados inconclusivos (Tambuzzi,

2023).

Um dos primeiros casos reportados utilizando a Micologia Forense para determinar o
IPM foi realizado por Voorde e Van Dijck em 1982, no qual uma baronesa foi encontrada

morta em seu quarto. Gragas ao crescimento de fungos na palpebra direita e na pele da
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vitima, ou autores decidiram realizar culturas de fungos em condigdes controladas, com
temperaturas de 12°C (semelhantes a cena do crime) a fim de simular os acontecimentos
no caddver da baronesa. Neste caso, os autores inocularam alguns géneros como
Cladosporium sp., Penicillium sp., Fusarium sp., também, chegaram a conclusao de que
o crescimento fungico depende da temperatura e inoculagdo, e, embora o método seja
impreciso, pode ser eficaz em condigdes favoraveis. Além disso, este experimento, ajudou
a investigacdo determinar que o crime ocorreu 18 dias antes da descoberta do corpo da

vitima (Voorde & Van Dijck, 1982).

O uso da Micologia Forense ndo termina em Voorde e Van Dijck (1982), segundo
Santos et al. (2024), outro caso em 1996, colocou em pratica esta metodologia. Uma
jovem foi encontrada morte em seu apartamento, com determinado grau de mumificag¢do
e presenga de mofo verde-azulado. Um micologista inoculou amostras nas condi¢des
semelhancas ao que o corpo foi encontrado (4°C) e outras amostras em temperaturas
ambientes (21°C — 24°C), por fim identificando os géneros Penicillium sp. e Mucor sp.
Ao comparar as taxas de crescimento, o micologista chegou a conclusdo de que o crime
havia ocorrido, no minimo, trés/quatro semanas antes de encontrarem a vitima. O
resultado corroborou com a investigagdo criminal, levando a prisdo perpétua de um

homem (Santos et al., 2024).

O aparecimento de espécies fingicas e a sua evolucdo ao longo do tempo podem
fornecer indicadores do avango da decomposicdao. Estudos em cadaveres humanos e
modelos animais descrevem géneros como Aspergillus, Penicillium, Candida, Mucor ¢
Cladosporium em diferentes estagios da decomposi¢do, embora o padrdo de sucessdao
ainda ndo esteja plenamente estabelecido e pareca depender fortemente das condigdes

ambientais e do contexto de cada caso (de Andrade, 2024).

Outro momento para o uso da Micologia Forense pode ser na localizagdo de
sepultamentos clandestinos, por meio da andlise das alteragdes do solo onde ocorre a
decomposicao do cadaver. Para isso, € preciso isolar e identificar a micobiota do solo sob
os remanescentes, avaliando a interagdo com as condi¢cdes ambientais. Os corpos de
frutificagdo nao surgem imediatamente ap6s o enterramento, reforcando a importancia de
compreender a sucessdo das comunidades fungicas durante o processo de decomposi¢cdo

(Steffy, 2023).
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A Micologia Forense, tem relevancia em casos de toxicologia, como citado por Ruiz
e Font (2007) e de Andrade (2024), as micotoxicoses sdo intoxicagdes causadas por
micotoxinas (metabolitos toxicos derivados de fungos) prejudiciais a saude, encontradas
em alimentos contaminados. Algumas espécies como Aspergillus flavus e Claviceps
purpurea produzem este tipo de toxinas, o que torna a analise dos alimentos contaminados

crucial para investigagdes criminais, pois pode identificar fungos especificos.

1.4.1 Métodos de Identificacio Fungica

Os fungos podem ser unicelulares e multicelulares eucariotas (Ferreira et al.,
2012). Os fungos multicelulares sdo formados principalmente por um unico tipo celular
fundamental chamada hifa, estrutura tubular filamentosa (Santos et al., 2024). As hifas
podem ser septadas (divididas por paredes transversais chamadas septos) ou cenociticas
(continuas, sem divisoes) (Ferreira et al., 2010; Santos et al., 2024). Por outro lado, os
fungos unicelulares, ou leveduras, sdo formados por pseudohifas, estruturas que se
multiplicam, mas permanecem unidas (Ferreira et al., 2012; Péclat et al.). Portanto, a
diversidade fungica se trata dos diferentes tipos de estruturas e das formas de organizagdo

das hifas (Ferreira et al., 2012; Santos et al., 2024; Péclat et al.).

Uma vez que existem milhares de espécies descritas e para que seja possivel sua
identificacdo precisa, sdo necessarios métodos para esta identificacdo. Uma revisdo da
literatura realizada por Péclat e colaboradores (N.D) apresentou algumas técnicas como
espectrometria de massa, identificagdo molecular de fungos, reagdo em cadeia de
polimerase (PCR), imunofluorescéncia, imuno-detegdo de antigenos fungicos, meios de

cultura, técnicas de amplifica¢do isotérmica de acidos nucleicos, entre outros testes.

Todas as técnicas apresentadas possuem as suas vantagens e desvantagens, como
por exemplo, répida identificacdo, especificidade, sensibilidade, também podem ter
elevados custos, mao de obra especializada ou riscos de falsos negativos (Péclat et al.,

N.D.).

Apesar de o PCR ser a técnica mais confidvel e sensivel, ¢ um processo de alto
custo, sendo assim, no presente trabalho foi optado pelo uso de meios de cultura e anélise
morfoldgica macroscopica ja que sdo técnicas especificas para a identificagao de espécies

e de baixo custo.
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1.5 Uso dos Porcos como Modelo Animal

Os modelos animais sao utilizados como modelos de estudo para entender a fisiologia
e a anatomia humana, desde ha muito tempo. Ja Galen (fisico e filésofo grego), o fazia
no século 16. Estes modelos sdo importantes na investigagdo e desenvolvimento de
tratamentos apropriados para as doengas humanas, sendo comumente utilizado
camundongos. Além destes, os caes também podem ser considerados um modelo animal
j& que possuem algumas similaridades anatomicas e fisiolégicas com os seres humanos,
como por exemplo o sistema cardiovascular urogenital, nervoso muscular e esquelético

(Kuzmuk, 2010).

Contudo, cada vez mais, a ci€ncia percebe que estes modelos ndo refletem de forma
suficiente a biologia humana, e, € por isso que o uso de outros modelos animais vem
sendo estudados. Por exemplo, o uso de suinos como modelo animal tem-se tornado
relevante devido a sua semelhanca anatdmica, genética e fisioldgica com os seres
humanos (Bendixen, 2010; Van de Vliet, 2022). Como ¢ descrito em Douglas (1971) a
pele dos porcos e dos humanos sdo muitissimo parecidas, mesmo que a pele humana seja
ligeiramente mais fina, além de que, ambos possuem uma camada capilar dispersa e um

vasto teor de tecido elastico.

Acresce que os porcos € os seres humanos dispdem de muitas parecencas como
tamanho, alimentag¢do e dietas alimentares, fisiologia do sistema digestivo, estrutura e
funcdes renais, entre outras similaridades. Além destas, os porcos e os humanos possuem
outras semelhancas como a anatomia e fisiologia de 6rgaos como o figado, pancreas, rins

e coragdo o que os torna ainda mais, uma espécie primaria de interesse (Kuzmuk, 2010).

Neste contexto, o suino foi escolhido como modelo para o presente trabalho.

1.6 Objetivos da Experiéncia

O objetivo geral do presente trabalho consiste em avaliar o potencial da Micologia
Forense como ferramenta auxiliar na estimativa do IPM, através da analise do
crescimento e da sucessdo fungica nos remanescentes suinos que foram submetidos as

condicdes climaticas.

De modo mais especifico, pretendeu-se analisar a diversidade dos fungos

filamentosos e leveduriformes ao longo do processo de decomposi¢cdo, assim como
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comparar o crescimento fungico em corpos enterrados (E) e ndo enterrados (NE),
identificando as diferencas associadas nas amostras. Visa-se ainda identificar os géneros
fingicos predominantes nas diferentes fases da decomposicdo e avaliar a possivel

associacao entre determinados géneros e IPM.

Adicionalmente, procurou-se verificar a relevancia dos fungos leveduriformes,
nomeadamente do género Candida sp., na estimativa do IPM, assim como contribuir para
o desenvolvimento da Micologia Forense enquanto area complementar da investigagao

criminal.

Portanto, este estudo procura ndo apenas suprir lacunas do conhecimento na area da
Micologia Forense, mas também estabelecer uma base para futuros avangos e aplicagdes
da mesma. Com o aumento do numero de investigacdes nesta area, ¢ possivel visualizar
avancos significativos na utilizagdo da Micologia Forense, especialmente na identificagdo
de padrdes consistentes de crescimento fingico que atuem como indicadores precisos do

intervalo post-mortem.
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CAPITULO II - MATERIAIS E METODOS
2. Materiais

2.1 Materiais Utilizados no Processo Laboratorial

Durante a realizagdo da componente laboratorial do presente trabalho, foram
utilizados os seguintes materiais: espalhadores de plasticos estéreis, zaragatoas estéreis,
tubos de Falcon com volume final (Vf) de 15 ¢ 50 mL, meios de cultura Sabouraud
Chloramphenicol Agar (SCA) Biokar diagnostics e meios de cultura CHROMID Candida
Agar (CCA ou CAN2) bioMérieux SA. Foram ainda utilizados micropipetas de 100 uL,
1000 uL, e pontas respetivas, vortex, laminas, lamelas e ansas de plastico estéreis. Todos
os ensaios foram efetuados em camara de seguranga bioldgica Telstar Bio II Advance

Plus.

2.2 Materiais Utilizados para o Processo de Escavaciao

No procedimento no campo, ou seja, na escavagao das covas para as cabegas de porco,
foram necessarios os seguintes materiais: uma enxada e uma pa sendo ambas

disponibilizados pelo Instituto Universitario Egas Moniz.

2.3 Desenho Experimental e Amostragem

A fim de realizar este experimento, foi disponibilizado pelo Instituto Universitario
Egas Moniz, um terreno que ndo ¢ utilizado, localizado nas premissas da faculdade nas
traseiras da Residéncia Universitaria Egas Moniz. Usando como auxilio a ferramenta
Google Maps, foi possivel identificar a localizagdo do terreno, que se encontra na morada

Rua Bairro da Figueira, numero 39 (38.668248, -9.201763).

Foram definidos dois grupos de estudo, os porcos nao enterrados (NE) e os porcos
enterrados (E). O objetivo foi obter resultados em diferentes ambientes, permitindo assim,
realizar uma comparacdo do crescimento dos fungos tanto num corpo exposto as
condig¢des climaticas, como num corpo exposto aos microrganismos da terra. Para cada

grupo, foram utilizadas 5 cabegas de porco, totalizando 10 amostras (Figuras 4 e 5).
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As 10 amostras (10 cabegas de porco) foram obtidas de porcos mortos na madrugada
do dia 12 de margo de 2024. As mesmas foram recolhidas entre as 10 e 11 horas da manha
do mesmo dia, no Talho e Charcutaria Luso Francés, localizado na rua Morais Soares,

numero 89 A, Lisboa.

2.3.1 Amostras Nao Enterradas
As amostras de porco NE, foram dispostas de forma que ficassem trés atras e duas
a frente, sendo nomeadas de NE1, NE2, NE3, NE4 e NES5, como apresentado na figura 4.
Foi colocada sobre as cabegas uma prote¢ao de metal com buracos hexagonais para evitar

qualquer interacao de grandes predadores.

= % ; ’ S g ik

Figura 4 — Disposigdo real das cabegas de porco NE e respetivas numeragdes.

2.3.2 Amostras Enterradas

As cabegas de porco E foram enterradas de forma que as cinco formasse uma linha
reta, sendo denominadas de E1, E2, E3, E4 e ES5, como apresentado pela figura 5. O
tamanho das respetivas covas foi o suficiente para que as cabegas de porco coubessem

dentro das mesmas e ficassem completamente tapadas.
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Figura 5 — Disposicdo real das cabecas de porco E e respetivas numeragdes.

2.4 Recolha e Inoculag¢iao das Amostras

As recolhas das amostras foram efetuadas com zaragatoas estéreis. Os tempos de
colheita foram definidos como descrito na tabela 1. Na tabela encontram-se, também, as
datas correspondentes aos tempos e as amostras recolhidas em cada tempo. Ao longo da
experiéncia as cabecas E eram analisadas apenas 1 vez, enquanto as cabegas NE foram
analisadas em todos os tempos. Sendo assim, no tempo 0 (T0) foram efetuadas colheitas
de todas as cabecas, no tempo 1 (T1) foram efetuadas colheitas nas cabegas E1 ¢ NEI.
No tempo 2 (T2) foram obtidas amostras das cabecas E2, NE1 e NE2 e assim

sucessivamente.

As colheitas foram realizadas em trés areas distintas da cabega, sendo elas o nariz,
as orelhas e as bochechas. Essas areas foram selecionadas uma vez que sdo areas mais

humidas e mais propensas a proliferagao de fungos.

Tabela 1 — Tabela contendo os tempos de TO a T9, as respetivas datas de recolha e amostras recolhidas dos
porcos enterrados e ndo enterrados.

Tempo (T)| Data Recolha
TO 12/mar Todas
T1 15/mar E1l +NE1
T2 19/mar | E2+NEle2
T3 22/mar | E3 +NEl a3
T4 26/mar | E4 +NEl a4
TS5 29/mar | E5+NEl a5
T6 02/abr NElas
7 05/abr NEl a5
T8 09/abr NElas
T9 12/abr NEl a3
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As zaragatoas ap6s colheita foram preservadas dentro de tubos Falcon contendo 3 mL

de 4gua peptonada (APTE).

ApOs a colheita, as amostras foram transportadas para o laboratorio e as inoculagdes
dos diferentes meios de cultura eram efetuadas no mesmo dia. Estas foram efetuadas
numa camara de seguranca nivel II. Antes das inoculagdes, as amostras foram agitadas
num vortex durante 1 minuto, para garantir que o contetido recolhido pela zaragatoa era

liberado € homogeneizado. Em cada meio foram inoculados 100 pL de amostra.

As inoculacdes foram efetuadas por espalhamento nos dois meios SCA (Sabouraud
com cloranfenicol) e CCA (meio cromogénico para Candida) (Figura 6), com auxilio do

espalhador de plastico. Os meios foram incubados numa estufa a 25°C/5 dias e 25°C/48h

" SCA
3 100 yL
Amostra
\/ 100 pL CCA

Figura 6 — Esquema das inoculagdes das amostras.

respetivamente.

Foram ainda efetuadas aliquotas de cada amostra, contendo 1000 pL em tubos de
eppendorf, e congeladas a uma temperatura de -20°C (Figura 7). A presente metodologia

foi seguida para todas as amostras em todos os tempos, TO a T9.

iy
| oo
‘q e —‘—t————‘b
Amostra :_’7 o

Figura 7 — Esquema indicativo da forma da preparacao das aliquotas, para cada uma das amostras.
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2.5 Microrganismos

2.5.1 Identificacdo dos Fungos Filamentosos

A identificagdo fungica foi efetuada por observagdo das -caracteristicas
macroscopicas e microscopicas das coldnias obtidas nos crescimentos resultantes das

inoculagoes.

Para a caracterizacdo microscopica foram efetuados exames a fresco com azul de
Lactofenol, sendo os mesmos observados utilizando as objetivas de 40X e 100X (sendo

que para essa ultima, uma gota de 6leo de imersao era adicionada por cima da lamela).

A 1identificacdo dos bolores foi realizada através da observacao microscopica das
suas estruturas, como os conidios, os esporos e as hifas. Na figura 8 podem observar-se
os conidios caracteristicos do género Alternaria sp, identificada na amostra X1B — NES

-T7.

Figura 8 — Em (A), o fungo do género Alternaria sp., retirado da placa X1B — NE5 — T7, observado na
objetiva de 40X. Em (B), foto do fungo do mesmo género retirado e adaptado de The University of Adelaide
(2023). As setas a preto indicam os conidios multicelulares.

Outro exemplo encontrado dentre as amostras, foi o género Penicillium sp., que
foi encontrado na amostra X10 — E1 — T1 (Figura 9). As setas a preto apontam para as

fidlides e as setas azuis apontam para os conidios do fungo.
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Figura 9 — Em (A) esta representado o fungo Penicillium sp., encontrado na placa X1P—E1 —T1. Em (B),
esta representado o fungo do mesmo género, sendo que esta fotografia foi retirada e adaptada do Atlas de
Micologia (CHUC, 2024). As setas a preto apontam para as fidlides e as setas em azul apontam para os
conidios.

Um terceiro exemplo encontrado foi o fungo do género Mucor sp., presente na
placa X1B — NE4 — T8 (Figura 10), sendo que as setas a preto apontam para o0s

esporangios.

Figura 10 — Em (A) ¢ apresentado o fungo do género Mucor sp., encontrado na placa X1B — NE4 — T8, em
(B), também, se encontra o género Mucor sp., sendo que esta fotografia foi retirada e adaptada da literatura,
Atlas de Micologia (CHUC, 2024). Ambas as setas a preto apontam para 0s esporangios.
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Outro exemplo que foi encontrado numa amostra, trata-se do género Fusarium
sp., encontrado na placa X1B — E2 — T2. Na figura 11 as setas roxas apontam para as

fialides e os circulos vermelhos destacam os microconidios.

Figura 11 — Em (A) esta representado o fungo do género Fusarium sp., retirado da placa X1B — E2 — T2.
Em (B), também se encontra o mesmo género sendo que esta fotografia foi retirada e adaptada da literatura,
Atlas de Micologia (CHUC, 2024). Ambas as setas roxas apontam para as fidlides e ambos os circulos a
vermelho destacam os microconidios.

O género Aspergillus sp., foi encontrado dentre as amostras desta experiéncia —

placa X2B — NEI1 — T6, representado na figura 12, sendo que as setas azuis apontam para

os conidios e os circulos em preto destacam as vesiculas deste fungo.

Figura 12 — Em (A) esta o fungo Aspergillus sp., retirado da placa X2B — NE1 — T6. Em (B), também,
encontra-se 0 mesmo género, sendo que esta fotografia foi retirada e adaptada da literatura Atlas de
Micologia (CHUC, 2024). Ambas as setas azuis apontam para os conidios € ambos os circulos em preto
destacam as vesiculas.
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O género Neoscytalidium sp., foi encontrado na placa X10 — NE3 — T9, e esta
representado na figura 13, sendo possivel verificar em ambas as imagens, as hifas

cenociticas e ligeiramente arredondadas.

Figura 13 — Em (A) esta fotografado o género Neoscytalidium sp., retirado da placa X10 — NE3 —T9. Em
(B), esta fotografado o mesmo género, sendo que a fotografia foi retirada e adaptada da literatura Atlas da
Micologia (CHUC, 2024). Em ambas as imagens, ¢ possivel identificar as hifas cenociticas e algumas delas
sdo ligeiramente arredondadas.

A figura 14 apresenta o bolor do género Sporothrix sp., tanto em A (placa X10 —

NE4 — T4), tanto em B. As setas em azul estdo a apontar para as hifas muito finas deste

fungo e os circulos a vermelho, destacam os conidios.

Figura 14 — Em (A) a fotografia mostra o género Sporothrix sp., retirado da placa X10 — NE4 — T9. Em
*B) outra fotografia mostra 0 mesmo género, retirada e adaptada da literatura Atlas da Micologia (CHUC,
2024). Ambas as setas em azul apontam para as hifas muito finas e os circulos em vermelho destacam os
conidios.
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2.5.2 Identificacio dos Fungos Leveduriformes

As leveduras isoladas no meio CCA foram identificadas de acordo com a
coloracdo apresentada neste meio cromogénico, sendo que as coldnias azuis sdo
indicativas de Candida albicans (Figura 16), as colonias rosas (Figura 17) podem
corresponder a trés espécies diferentes (Candida tropicalis, Candida lusitaniae e Candida
kefyr), e, as colonias brancas (Figura 18) s6 podem ser identificadas através de testes

bioquimicos e/ou imunologicos.

Figura 15 — Colénias de Candida albicans retiradas da placa X1 e X2, dos replicados efetuados nas
orelhas do porco NE3, no tempo 3.

Figura 16 — Coloénias circuladas em vermelho indicam as possiveis espécies Candida tropicalis, Candida
lusitaniae e Candida kefyr encontradas na placa X1B — NE2 — T2.
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Figura 17 — Fotografia retirada da placa X1B — E4 — T0, na qual o circulo a vermelho destaca uma
colonia branca do género Candida sp.

2.6 Tratamento dos Resultados

Os dados obtidos foram analisados com recurso ao software Microsoft Excel
(Microsoft 365 para Windows versdes atualizadas automaticamente; Microsoft

Corporation, Redmond, WA, EUA).

Através desta ferramenta foi criada a tabela 2, contendo a Quantidade de colonias
contadas para cada género dos fungos encontrados nas placas, sendo que no TO (controlo),
ndo cresceu nenhum tipo de bolor. De seguida, a Quantidade, foi utilizada para calcular o
nimero de Unidades Formadoras de Colonias por zaragatoas (UFC/pz), indicado pela
formula 1. Para isso foi necessario multiplicar por 10, valor que corresponde a conversao
dos 100 pL que foram retirados de cada tubo, para mL. O mesmo para os outros tempos
(0 a9), duplicados (XIN a X2B) e porcos (NE e E). Estes resultados encontram-se nos

Anexos 1 a 6.
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Tabela 2 — A tabela (A) indica a amostra, o género, a quantidade, os UFC/pz e os replicados X1IN a X2B
para o porco Eln no T1. A tabela (B) indica a amostra, o género, a quantidade, UFC/pz ¢ os replicados
de X1IN, uma vez que os replicados X2N a X2B n#o apresentaram crescimentos.

A AMOSTRA 1- TEMPO 1 (+3 DIAS)
PORCO | PLACA GENERO QUANTIDADE | UFC/pz
X1N Cunninghamella 2 60
Scedosporium 1 30
Beauveria 3 S0
X2N Aspergillus 2 60
Fusarium 3 90
Aspergillus 4 120
£1 X10 Microsporum 1 30
Penicillium 2 60
Microsporum 4 120
X20 Aspergillus 2 60
Mucor 1 30
Mucor 3 90
X1B Epidermophyton 3 90
Fusarium 2 60
B AMOSTRA 1- TEMPO 1 (+3 DIAS)
PORCO PLACA GENERO QUANTIDADE | UFC/pz
NE1 X1N Beauveria 1 30

UFC,; = quantidade * 3 * 10

Formula 1 — Férmula utilizada para calcular as UFC/pz. Nesta formula, a quantidade trata-se do ntimero de
coldnias contadas am cada placa. O nimero 3, corresponde aos 3 mL de APTE que estava nos tubos Falcon
por outro lado, o nimero 10 equivale ao valor de conversdo dos 100 pL que foram retirados dos mesmos

tubos para as placas de Petri.

De modo a continuar a andlise, foi criada a tabela 3 contendo a média dos UFC/pz
e o desvio padrao (STD) de cada replicado (X1N a X2B), para que assim fosse possivel
calcular a média total de cada tempo (em dias) para cada espécie de fungo isolada. Por
exemplo, a tabela 3 apresenta o fungo do género Fusarium sp., na qual a média total, é o
resultado da média dos UFC/pz para cada tempo (em dias), referente aos seus replicados,
sendo assim, no T3 (10 dias) a média total de UFC/pz foi de 505. Este mesmo
procedimento foi realizado para as amostras NE nos tempos 0 a 9 (Tabela 4). Os restantes

resultados estdo nos anexos 7 € 8.
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Tabela 3 — Separagido das UFC/pz para o fungo Fusarium sp, contendo a média de cada replicado (nariz,
orelhas e bochechas), para cada um dos tempos (0 a 5), média total ¢ o STD ¢ dos porcos E1 a ES.

Fusarium sp
Replicados do Nariz (E) Replicado das Orelhas (E) Replicados das Bochechas (E) Total dos Replicados (E)
TEMPO (em dias) | MEDIA STD | TEMPO (em dias) | MEDIA STD | TEMPO (em dias) | MEDIA STD | TEMPO (em dias) | MEDIA TOTAL
3 30 42 3 25
£ 45 6 7 1425 148 7 475
17 75 63 10 1515 1972 10 505
L 15 2 14 675 572 14 230
17 570 381 17 1350 551 17 665

Tabela 4 — Separagdo das UFC/pz para o fungo Fusarium sp, contendo a média de cada replicado (nariz,
orelhas e bochechas), para cada um dos tempos (0 a 9), média total ¢ o STD e dos porcos NE1 a NES.

Fusarium sp
Replicados do Nariz (NE) Replicado das Orelhas (NE) Replicados das Bochechas (NE) Total dos Replicados (NE)
TEMPO (em dias)| MEDIA [ STD [ TEMPO (em dias) [ MEDIA STD | TEMPO (em dias) | MEDIA STD | TEMPO (em dias) | MEDIA TOTAL
o) 6 18 o) 2
Néo Isolado 21 9 28 17 3 9 1271 ;
24 6 18
24 2

As espécies de Candida sp., foram separadas e quantificadas em C. albicans,
correspondendo as colonias de coloragdo azulada e Candida sp., para as restantes
coldnias, uma vez que nao foi possivel identificar as espécies. De seguida, o TO foi
utilizado como controlo, para assim, haver uma comparagdo entre os resultados antes,

durante e depois da experiéncia.

Apds a contagem das coldnias, foi criada a tabela 5, contendo a quantidade de
cada coldnia, por exemplo, para C. albicans foram contadas 158 colonias e para Candida
sp., foram contadas 36 colonias na placa X1N e o mesmo foi feito para os outros tempos
(0 a9), duplicados (X1N a X2B) e porcos (NE1 a NE5 e E1 a ES). Os restantes resultados

estdo disponiveis nos Anexos 9 a 17.

Tabela 5 — A Tabela (A) indica a quantidade, UFC/pz ¢ o total de coldnias das placas X1N a X2N, no TO,
no porco El. Na Tabela (B), apresenta a quantidade, UFC/pz e o total das placas X1IN e X2N, no TO0, no
porco NE1.

A
CONTROLO 1 - TEMPO 0 (0 DIAS)
Porco Placa Colénias |Quantidade| UFC/pz Total
CIN C. albicans 158 4740 S
1 Candida sp. 36 1080
sl C. albicans 99 2970 S
Candida sp. 21 630
B CONTROLO 1 - TEMPO 0 (0 DIAS)
Porco Placa Colénias |Quantidade| UFC/pz Total
1N C:C aﬁ;cans 136 498(;3 570
HEL (.Em f:b'a . 17 510
s .a‘:cans &b
Candida sp. 0 0
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De modo a continuar a analise, foi criada a tabela 6, que contém a média dos
UFC/pz e o STD de cada replicado (nariz, orelhas e bochechas), para que assim fosse
possivel calcular a média total de cada tempo (em dias). A média total, & o resultado da
média dos UFC/pz para os tempos, dos seus replicados, ou seja, no TO (0 dias), a média
total de todos os replicados para C. albicans foi de 681 e para os replicados de Candida
sp., foi de 244. O mesmo procedimento foi realizado, também, para os porcos NE nos

tempos 0 a 9 (Tabela 7).

Tabela 6 — Separagdo das UFC/pz entre Candida albicans ¢ Candida sp., contendo a média total e o STD
dos tempos 0 a 5 (em dias), das amostras dos porcos E1 a ES.

Candida albicans

Replicados do Nariz (E) Replicado das Orelhas (E) Replicados das Bochechas (E) Total dos Replicados (E)
TEMPO (em dias) | MEDIA STD | TEMPO (em dias) | MEDIA STD | TEMPO (em dias) | MEDIA STD | TEMPO (em dias) | MEDIA TOTAL

0 1260 1577 0 240 393 0 543 375 0 681

3 7470 2078 3 195 148 3 2145 657 3 3270

7 315 63 7 240 0 7 12360 1612 7 4305

10 30 0 10 0 0 10 4425 403 10 1485

14 45 21 14 210 169 14 15 21 14 90

17 315 148 17 75 21 17 0 0 17 130

Candida sp.

Replicados do Nariz (E) Replicado das Orelhas (E) Replicados das Bochechas (E) Total dos Replicados (E)
TEMPO (em dias) | MEDIA STD | TEMPO (em dias) | MEDIA STD | TEMPO (em dias) | MEDIA STD | TEMPO (em dias) | MEDIA TOTAL

0 438 390 0 60 70 0 234 220 0 244

3 3450 0 3 225 21 3 1410 169 3 1695

7 90 0 7 870 1018 7 2040 1145 7 1000

10 435 63 10 1470 890 10 8400 4921 10 3435

14 285 360 14 228 2715 14 105 106 14 206

17 15285 7148 17 1680 466 17 285 403 17 5750

Tabela 7 — Separagdo das UFC/pz entre Candida albicans ¢ Candida sp., contendo a média total e o STD
dos tempos 0 a 9 (em dias), das amostras dos porcos NE1 a NES.

Candida albicans
Replicados do Nariz (NE) Replicado das Orelhas (NE) Replicados das Bochechas (NE) Total dos Replicados (NE)
TEMPO (em dias) | MEDIA STD | TEMPO (em dias) | MEDIA STD | TEMPO (em dias) | MEDIA STD TEMPO (em dias) | MEDIA TOTAL
0 1473 1577 0 229 234 0 648 736 0 783
3 15 38 3 27 57 3 0 0 3 14
7 3 9 7 9 28 7 3 9 7 5
10 0 0 10 39 74 10 0 0 10 13
14 0 0 14 48 109 14 0 0 14 16
17 0 0 17 102 232 17 51 109 17 51
21 21 66 21 1173 1770 21 1416 3006 21 870
24 0 0 24 0 0 24 0 0 24 0
28 0 0 28 21 40 28 117 268 28 46
30 3 9 30 15 32 30 24 39 30 14
Candida sp.
Replicados do Nariz (NE) Replicado das Orelhas (NE) Replicados das Bochechas (NE) Total dos Replicados (NE)
TEMPO (em dias) | MEDIA STD | TEMPO (em dias) | MEDIA STD | TEMPO (em dias) | MEDIA STD TEMPO (em dias) | MEDIA TOTAL
0 435 449 0 39 51 0 222 255 0 232
3 315 665 3 0 0 3 21 49 3 112
7 0 0 7 0 0 7 18 47 7 6
10 3 9 10 60 133 10 0 0 10 21
14 0 0 14 225 432 14 9 28 14 78
17 9 14 17 11352 15119 17 228 447 17 3863
21 135 231 21 2511 2083 21 2085 2722 21 1577
24 57 159 24 345 476 24 255 593 24 219
28 18 40 28 12414 16179 28 162 194 28 4198
30 3 9 30 6126 11777 30 87 107 30 2072

As tabelas foram elaboradas para posterior criagdo de graficos para melhor

visualizag¢ao dos resultados obtidos.
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Resultados e Discussdo

CAPITULO III - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Fungos Filamentosos

3.1.1 Porcos Enterrados

Durante os primeiros 17 dias da experiéncia, foram obtidas 30 amostras controlo

(TO) das cabegas de porco NE e mais 30 amostras dos porcos E durante os tempos 1 a 5.

Durante os tempos 1 a 5 (dias 15/03/2024 a 29/03/2024), 16 géneros de fungos foram

isolados e identificados, como apresentam as tabelas 8 € 9, entre eles estdo Cladosporium

sp., Fusarium sp., Penicillium sp., Acrophialophora sp., Apophysomyces sp. €

Aureobasidion sp. Essa grande diversidade fingica pode derivar tanto da micobiota dos

porcos, como da micobiota do solo onde estavam as amostras (Caenazzo & Tozzo, 2021).

Tabela 8 — Géneros de bolores que foram isolados nos porcos na recolha de controlo, ou seja, em TO. A
tabela contém o tempo em dias, as amostras, os géneros ¢ as UFC/pz.

TEMPO (em dias)| AMOSTRA GENERO UFC/pz
E2 Cladosporium 30
NE?2 Fus'a(iL'/m 60
T0 (0 dias) Penlc.:/IIlum 60
NE3 Acrophialophora 300
Apophysomyces 30
NES Aureobasidion 30
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Tabela 9 — Géneros de bolores que foram isolados nas amostras enterradas, ou seja, de TO a T5. A tabela,
também, contém a amostra e as UFC/pz.

TEMPO (em dias)| AMOSTRA GENERO UFC/pz
Cunninghemella 60
Scedosporium 30
Beauveria 90
Aspergillus 240
T1 (3 dias) E1 Fusarium 150
Microsporum 150
Penicillium 60
Mucor 120
Epidermophyton 90
Asperdgillus 150

Epidermophyton 90
Heterobasidion 60
Pseudalescheria 1050

T2 (7 dias) E2 Scedosporium 30
Neoscytalidium 120

Mucor 60
Fusarium 2850

Nao Identificado 30

Penicillium 30

Aspergillus 30
T3 (10 dias) E3 Fusarium 3030

Trichophyton 3270
Epidermophyton 2340

Scedosporium 150
Fusarium 1380
. Scedosporium 240
T4 (14 dias) E4 Sakesenaea 30
Epidermophyton | 5970
Fusarium 3990
Cunninghemella 30
T5 (17 dias) ES Scedosporium 600
Alternaria 30

Nao Identificado 30

O grafico 1, apresenta uma enorme diversidade de géneros de bolores nos porcos
E, que ndo estavam presentes no TO. Esse aumento de microrganismos, faz sentido, pois
de acordo com Szelecz e colaboradores (2014) e Zhao e colaboradores (2022), a propria
decomposicdo das carcagas e as reagdes quimicas que ocorrem fazem com que haja
alteragdes no solo em que se encontram, ou seja, interfere na biomassa microbiana do
solo. Os géneros encontrados nessa fase, estdo em consondncia com os citados pela
literatura, como mais comuns no solo. Por exemplo, Gemmellaro e colaboradores (2023)
e Ferreira e colaboradores (1998), citam que os géneros mais comuns sao Penicillium sp.,

Mucor sp., Rhizopus sp., Fusarium sp., Cladosporium sp., Aspergillus sp. € Trichoderma
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sp., e, como demonstra a tabela 9, entre os diversos géneros encontrados nesta

experiéncia, estdo Penicillium sp., Aspergillus sp., Cladosporium sp. € Mucor sp.

Quantificacdo de bolores isolados nas amostras E
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Alternaria sp. Neoscytalidium sp. Trichophyton sp. Cladosporium sp.

Grafico 1 — Aumento do nimero de UFC/pz ao longo do tempo dos géneros inoculados nos tempos 0 a 5,
nas amostras E1 a ES. O eixo X corresponde ao tempo (em dias) da experiéncia e o eixo Y corresponde as
médias totais dos UFC/pz.

Quantificagao dos bolores Fusarium sp. e Pseudallescheria sp. nas amostras E
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Grafico 2 — O grafico apresenta o isolamento dos géneros Fusarium sp (linha verde) e Pseudallescheria sp
(linha azul) obtidos nas amostras E1 a E5, nos tempos 0 a 5. O eixo X representa o tempo (em dias)
decorrido nessa experiéncia e o eixo Y representa as médias totais de UFC/pz.
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Relativamente aos fungos do grafico 2, o bolor Pseudallescheria sp., na sua fase
inicial (0 a 3 dias), o seu valor de UFC/pz se encontra nulo. A partir do dia 3 ¢ possivel
ver um ligeiro aumento, que vai aumentando até o dia 7, chegando no seu pico, com valor
de 175 UFC/pz. A partir dos dias 8 ¢ 9 comeca a diminuir € no décimo dia voltou a 0

UFC/pz, mantendo-se, assim, até¢ o final da experiéncia.

Por outro lado, o género Fusarium sp., no inicio (entre 0 e 3 dias) apresenta uma
quantidade de UFC/pz quase nula, assim como o género anterior. Contudo, entre os dias
7 e 10 as médias de UFC/pz aumentam para 475 ¢ 505 UFC/pz, respetivamente. A seguir
por volta do 8° e 14° dia ha uma elevada decadéncia na média de UFC/pz, chegando entdo

a 230 UFC/pz, e, novamente, sobe para uma média de 665 UFC/pz.

A inoculacdo do fungo Pseudallescheria sp., nesta experiéncia faz sentido, pois
segundo Kaltseis e colaboradores (2009) e Travis e colaboradores (1985), esta espécie
possui uma média de crescimento entre os 7 e 14 dias e prefere areas que tenham sido
“afetadas” pelo homem, como por exemplo, solos de jardinagem, esgotos, lagos poluidos,
etc. Ja a espécie Fusarium sp., de acordo com Crous e colaboradores (2011), Ferreira e
colaboradores (2020) e Perincherry e colaboradores (2019) essa espécie tem uma média
de crescimento entre os 7 e 14 dias e por ser um dos géneros mais comuns do solo,
consegue se adaptar a diferentes tipos de habitats, incluindo climas tropicais e areas

temperadas.

Contudo, a diferenca dos niveis de crescimento entre ambas as espécies, pode estar
relacionada com algumas possibilidades. A primeira possibilidade pode se tratar do facto
do género Fusarium sp., numa fase necrofila produz toxinas para melhor absor¢do de
nutrientes, além disso, Perincherry e colaboradores (2019) também cita que estas toxinas
sao produzidas com intuito de enfraquecer outras espécies saprofitas que possam estar em
competi¢ao com ela. Outra possibilidade pode ser de uma possivel identificacdo erronea

relativamente ao bolor Pseudallescheria sp.

Por fim, como j4 citado anteriormente, de acordo com Crous e colaboradores
(2021) e Travis e colaboradores (1985) ambos os fungos tem uma média de crescimento
entre os 7 e 14 dias, e, foram detetados nas amostras apos uma semana de enterramento,
0 que pode corresponder a um marcador de tempo entre uma semana ou duas apos a

morte.
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Quantificagao dos bolores Epidermophyton sp. e Trichophvton sp. nas amostras E
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Grafico 3 — O grafico apresenta o isolamento dos géneros Epidermophyton sp (linha laranja) e Trichophyton
sp (linha amarela) obtidos nas amostras E1 a ES nos tempos 0 a 5. O eixo X apresenta o tempo (em dias)
decorridos nesta experiéncia e o eixo Y apresenta as médias totais de UFC/pz.

Nos primeiros 6 dias, ndo foram isolados fungos do género Epidermophyton sp.,
e Trichophyton sp., porém entre os dias 7 e 14, comeca a verificar-se crescimento de
ambos os fungos. O género Trichophyton sp., atinge o seu pico maximo populacional de
545 UFC/pz no 10° dia e volta a diminuir até o 14° dia. Em contrapartida, o bolor
Epidermophyton sp., continua a crescer, no 10° dia chega a 390 UFC/pz, continuando a

proliferar até o 14° dia (995 UFC/pz) e volta a diminuir até chegar a 0 UFC/pz no 18° dia.

Assim como o0s géneros anteriores, a aparicdo destes bolores faz sentido, pois
segundo Bernardi e colaboradores (2009), Lana e colaboradores (2016) e Moraes e
colaboradores (2013), ambos os bolores (Epidermophyton e Trichophyton) sdao fungos
dermatofitos. Algumas espécies de Trichophyton sp. tém preferéncia por alguns animais
como por exemplo coelhos, cavalos, galinhas ou porcos (a amostra trata-se de suinos),
além disso, parasitam locais do corpo como a pele, as unhas ou couro cabeludo (Lana et
al, 2016). Acrescenta-se que algumas espécies de Epidermophyton sp., preferem a
queratina em tecidos mortos, podendo ser encontrados na natureza nos estagios finais de
decomposicao da pele, pelos, penas, cascos e carapacas (Bernardi et al., 2009; Lana et al.,

2016).
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Além disso, segundo consta em Larone (2011), ha espécies de Trichophyton sp.
que crescem entre 6 e 10 dias, sendo elas 7. mentagrophytes, T. terrestre, T. megninii e T.
ajeloii, podendo indicar que uma dessas espécies corresponde ao encontrado nas amostras
(Grafico 3). Em comparagdo, também em Larone (2011), a unica espécie de
Epidermophyton sp., citada € a E. floccosum, a qual cresce em 10 dias, contudo, o anterior
grafico apresenta um pico de crescimento no 14° dia. Isto pode ser explicado de duas
formas, a primeira delas pode ser um erro na identificagdo, uma vez que o fungo
Trichophyton rubrum € microscopicamente parecida com o E. floccosum, que tem um
pico de crescimento aos 14 dias. A segunda explicagao pode ser que o fungo encontrado

seja outra espécie de Epidermophyton sp.

Posto isto, pode ser possivel utilizar o género Trichophyton sp. para datar a morte

entre 6 e 10 dias e a espécie E. floccosum para datar a morte entre 10 e 14 dias.

3.1.2 Porcos Nao Enterrados

Durante todo o tempo da experiéncia (1 més), foram 240 amostras sendo que 30
foram as amostras controlo, TO (NE1 a NES), e, os restantes 210 foram as amostras nos
T1 a T9 para as amostras (NE1 a NES), como indica a tabela 1. Neste periodo, foram
identificados 25 géneros de bolores, entre eles, os mencionados anteriormente e outros
como por exemplo, Aspergillus sp., Alternaria sp., Mucor sp., Microsporum sp., entre

outros géneros, como apresentado pelo grafico 4.

Quantificacdo de bolores isolados nas amostras NI

Grafico 4 — Aumento do nimero de UFC/pz ao longo do tempo de todos os géneros encontrados em TO a
T9, nas amostras NE1 a NES. O eixo X representa o tempo (em dias) da experiéncia e no eixo Y representa
as médias totais de UFC/pz.
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No grafico 4, pode observar maior diversidade de géneros de bolores nos porcos
NE, em comparagdo com os porcos E; essa diversidade tem fundamento, ja que hd uma
maior propagacao dos esporos dos fungos pelo vento e pela dgua. Os géneros encontrados
nessa fase, estdo de acordo com a literatura (Becktell et al., 2022; Hosukler et al., 2018:

Schwarz et al., 2014).

Quantificagdo dos bolores Trichophyton sp., Epidermophyton sp. e Alternaria sp. nas amostras NE

TEMPO (DIAS)

Trichophyton sp. Epidermophyton sp. 0 Alternaria sp.

Grafico 5 — O grafico apresenta isolamento dos géneros Trichophyton sp (linha laranja), Epidermophyton
sp (linha cinzenta) e Alternaria sp (linha azul), obtidos nas amostras NE1 a NE5, e nos tempos 0 2 9. O
eixo X corresponde ao tempo (em dias) decorrido nesta experiéncia e o eixo Y corresponde as médias totais
de UFC/pz.

Em relagdo ao género Alternaria sp., € possivel verificar que comeca a aparecer
nos isolamentos entre os dias 17 € 21, com médias de 6 e 5 UFC/pz respetivamente. Trés
dias depois (24° dia) atinge o seu maximo com uma média de 95 UFC/pz, voltando a
diminuir, chegando a 5 UFC/pz no dia 28. Contudo, volta a aumentar a sua média nos

ultimos dias da experiéncia, chegando a 18 UFC/pz no 31° dia.

O género Epidermophyton sp nos primeiros 17 dias ndo apresenta crescimentos,
todavia, apresenta o seu pico no dia 21 (144 UFC/pz), voltando a decair nos proximos
dias e, assim como o fungo Alternaria sp volta a aumentar nos ultimos dias da

experiéncia, chegando a um valor de 18 UFC/pz no 31° dia.

Por fim, o bolor Trichophyton sp também, o seu crescimento entre os dias 17 a 21,
com média iguais a 6 e 33 UFC/pz, respetivamente. Seguindo com o seu crescimento no
dia 24, atinge o pico com média de 139 UFC/pz, voltando a diminuir até o dia 28 (14
UFC/pz), e, como os outros dois bolores anteriores, este volta a proliferar nos ultimos

dias da experiéncia chegando a 33 UFC/pz.
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Como citado anteriormente, os bolores Trichophyton sp. € Epidermophyton sp.
sdo fungos dermatéfitos que tém preferéncias para tecidos queratinosos (podendo estar
em fase de decomposicdo), além de poderem infetar animais como porcos, cavalos,
galinhas, coelhos e seres humanos, por isso faz sentido que estes fungos se encontrem

nesta experiéncia (Bernardi et al., 2009 e Lana et al., 2016).

A maioria das espécies de Alternaria sp., segundo consta Thomma (2003) e
Woudenberg e colaboradores (2013) sdao fungos saproéfitas comum que sdo encontrados
numa variedade de habitats como agentes de decomposi¢dao. Para além do exposto,
Larone (2018) cita que algumas espécies de Alternaria sp. tem maturagdo a partir do dia
5, entretanto, ndo especifica quais sdo essas espécies. O autor também cita que as

nomenclaturas das diferentes espécies deste fungo continuam a serem estudadas.

Segundo apresentado por Larone (2011) e Larone (2018), ha duas espécies de
Trichophyton sp que apresentam o crescimento entre os dias 14 e 21, sendo elas T
verrucosum ¢ T. violaceum, o que pode indicar que uma (ou as duas) espécies foram
encontradas nas amostras. Ainda de acordo com Larone (2011) e Larone (2018), a espécie
Epidermophyton floccosum, cresce em 10 dias, s6 que neste caso, o grafico apresenta um
crescimento a partir do dia 17, podendo indicar que houve um erro no momento da

identificagdo fingica ou se tratar de uma outra espécie de Epidermophyton sp.

De acordo com a analise do grafico 5, € possivel dizer que o género Alternaria
sp., pode indicar a data da morte entre 17 e 24 dias. As espécies T. verrucosum e T.
violaceum, podem indicar que a morte ocorreu entre os dias 17 e 24. No entanto, nesta
analise do grafico 5, em especifico, ndo ¢ possivel afirmar se a espécie E. floccosum ou

género Epidermophyton sp contribuem para a estimativa do [IPM.
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Quantificagdo dos bolores Neoscytalidium sp. ¢ Microsporum sp. nas amostras NE

BT

UFC

TEMPO (DIAS)

Neoscytalidinm sp. Microsporum sp.

Grafico 6 — O grafico apresenta o isolamento dos géneros Neoscytalidium sp (linha azul) e Microsporum
sp (linha laranja), obtidos nas amostras NE1 a NE5 ¢ nos tempos 0 a 9. O eixo X representa o tempo (em
dias) decorridos nessa experiéncia ¢ o eixo Y é as médias totais de UFC/pz.

No gréfico 6, estdo representados os crescimentos obtidos para os géneros
Neoscytalidium sp e Microsporum sp, sendo que € possivel perceber que esses géneros
comecam a ser isolados no dia 14. Apesar de comecgarem a aparecer no mesmo dia, t€ém
picos de crescimentos em diferentes momentos, sendo que o valor das médias de UFC/pz

para o género Neoscytalidium sp ¢é inferior ao do Microsporum sp.

O género Neoscytalidium sp comeca a apresentar nimero no dia 17, com média
de 2 UFC/pz, aumentando progressivamente até o dia 21 com média de 29 UFC/pz,

chegando ao seu pico maximo, e por fim decaindo no dia 24 com um valor de 3 UFC/pz.

Para o género Microsporum sp, no dia 17 ainda ndo apresenta isolamentos,
comecando a aparecer apenas no dia 21, com média de 29 UFC/pz e atinge seu pico do
dia 24 com média de 47 UFC/pz, voltando a diminuir no dia 28, com média de 15 UFC/pz,

até chegar no valor de média mais baixo (3 UFC/pz).

Antes de ser Neoscytalidium sp este fungo teve dois nomes, primeiro
Hendersonula toruloidea e depois Scytalidium dimidiatum (de Souza, 2020). De acordo
com a literatura descrita em Cursi e colaboradores (2011) e Pontarelli e colaboradores
(2005), este género ¢ encontrado maioritariamente em paises tropicais. Contudo, em
Larone (2011) e outras literaturas, este fungo apresenta um crescimento rapido, apenas 3
dias, o que ndo corresponde com o que esta apresentado nos resultados, isso pode ter a

ver com o facto de que hifas deste fungo sdo muito parecidas com hifas de fungos
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dermatofitos, causando confusao no momento do exame microscopico (Ilyas et al., 2013).

Nao foram encontradas referéncias que diziam que este género poderia ser saprofito.

O género Microsporum sp. possui uma grande variedade de espécies, sendo que
crescem entre 4 ¢ 10 dias, o que ndo ¢ apresentado pelo grafico, contudo, apenas o M.
ferrugineum cresce entre 12 e 20 dias, o que pode indicar que o fungo encontrado nessa
experiéncia seja esta espécie (Larone, 2011). De acordo com Ciesielska e colaboradores
(2021), este género possui preferéncia para estruturas queratinosas, como por exemplo,
pele, unhas e cabelo, além disso, algumas espécies deste bolor podem ser encontradas em
solos contaminados e desenvolvem-se em alguns animais como caes, cavalos ou roedores

(Stefano et al., 2022).

3.2 Fungos Leveduriformes

3.2.1 Porcos Enterrados

Durante os primeiros 17 dias da experiéncia, foram recolhidas 30 amostras
controlo (T0) dos porcos E e outras 30 amostras (T1 a T5). Nestas amostras apenas
leveduras do género Candida sp., nomeadamente a espécie Candida albicans foram

identificadas, uma vez que o meio de cultura CCA era seletivo para estas leveduras.

O grafico 7 apresenta os microrganismos isolados apenas nos primeiros 17 dias.
Este resultado ¢ corroborado pelos estudos realizados por Sidrim e colaboradores (2009)
e Hosukler e colaboradores (2018), ambos os estudos relatam que o crescimento desta
espécie pode ser derivado do rompimento das barreiras da pele e maior contato com as
secrecoes mucosas. Entretanto, apesar do meio ser seletivo para Candida sp., o
crescimento muito diversificado da espécie Candida sp. ndo pode fornecer um resultado
fidedigno, j& que nao foi possivel realizar outros testes bioquimicos, e, ou, imunologicos

para a identificagdo das outras espécies encontradas nos replicados.
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Quantificacao das leveduras nas amostras E
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Grafico 7 — Crescimento da espécie C. albicans (linha azul) e do género Candida sp. (linha laranja), que
foram obtidas pelas amostras dos tempos 0 a 5, das amostras E1 a ES. O eixo X apresenta o tempo (em
dias) e o eixo Y apresenta as médias totais dos UFC/pz.

De acordo com Larone (2018), o crescimento de levedura Candida albicans é
rapido, crescendo aos 3 dias, o que ndo corresponde ao apresentado no grafico, pois desde
o dia 0, j& apresentava colonias. Este aparecimento pode ser devido a uma contaminagao
das amostras ou pelo facto do género Candida sp. ser um comensal comum da microbiota

animal e humana (de Brito et al., 2009).

3.2.2 Porcos Nao Enterrados
O grafico 8 apresenta o crescimento de C. albicans e de outras leveduras do género
Candida sp. que ndo C. albicans. Pode verificar-se que o resultado nao ¢ semelhante ao

obtido com os porcos enterrados.

O crescimento obtido para C. albicans ndo estd de acordo com o descrito pela
literatura (Giolo et al., 2010). Essa diferenca pode estar relacionada com a exposi¢ao das

amostras as condicOes climaticas.
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Quantificacdo das leveduras nas amostras NE
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Grafico 8 — Crescimento da espécie C. albicans (linha azul) e de leveduras do género Candida sp. que nao
C. albicans (linha laranja), que foram obtidas pelas amostras de TO a T9, das amostras NE1 a NES. O eixo
X indica o tempo (em dias) e o eixo Y indica as médias totais dos UFC/pz.
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CAPITULO IV — CONCLUSAO

O presente trabalho utilizou um modelo animal experimental, baseado em cabecgas
de porco, devido a semelhanga anatomica e fisioldgica com os seres humanos. Estas
amostras foram submetidas as condi¢des climaticas e divididas em dois grupos principais:
corpos enterrados (amostras E) e ndo enterrados (amostras NE), para entender e explorar
como os diferentes ambientes impactam no crescimento fungico e identificar géneros

predominantes associados a cada cenario.

A diversidade de fungos filamentosos e leveduriformes ao longo do processo de
decomposic¢ao, apresentam diferencas de acordo com o modo em que foram dispostos
(enterrados e nao enterrados). Por exemplo, nos porcos enterrados, durante toda a
experiéncia foram isolados uma elevada diversidade de fungos filamentosos, mas dentre
eles os que se destacam mais sdo Fusarium sp., Pseudallescheria sp., Epidermophyton
sp. € Trichophyton sp. De acordo com o apresentado na literatura e no que foi identificado
nos resultados, estes géneros podem ser indicativos do IPM, de 7 e 14 dias (Fusarium sp.
e Pseudallescheria sp.), 6 a 10 dias (Trichophyton sp.) e por fim, 10 ¢ 14 dias
(Epidermophyton sp.).

Por outro lado, nos porcos NE, verificou-se uma maior diversidade flingica,
provavelmente, devido a elevada exposicao ao solo e seus microrganismos. Dentre os
géneros isolados, aqueles que se destacam mais sdo Trichophyton sp., Epidermophyton
sp., Alternaria sp., Neoscytalidium sp. e Microsporum sp. No caso dos fungos encontrados
nestas amostras, apenas os géneros Trichophyton sp., Alternaria sp. € Microsporum sp.
podem ser utilizados como fator para o célculo do IPM, 14 e 21 dias e 12 a 20,

respetivamente.

Em relacdo aos fungos leveduriformes, foram isoladas colonias de Candida
albicans e de outras espécies do género Candida sp. Embora sejam encontradas tanto nas
amostras E, tanto nas amostras NE, ndo ¢ possivel estabelecer uma relevancia na

estimativa do IPM.
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De modo geral, os resultados obtidos estdo em consonancia com o que foi
pesquisado nas diferentes literaturas, evidenciando uma relagdo entre a condi¢do do
experimento e o crescimento fungico. Verificou-se, em particular, o aparecimento de
determinados géneros nas amostras NE que ndo foram isoladas nas amostras E. A
ocorréncia de géneros especificos em diferentes fases do processo de decomposi¢ao
sugere que estes possam, futuramente, serem explorados como potenciais marcadores

temporais.

Apesar de tudo, o estudo ainda precisa de algumas revisdes no que toca a
identificacdo fungica, pois essa foi feita através de microscopia e andlises das
caracteristicas morfologicas, seriam necessarios outros tipos de testes como PCR,
sequenciacdo de DNA, entres outros ja citados anteriormente. Outros factores para serem
levados em consideracdo relativamente a este tipo de estudo, seriam a analise mais
minuciosa das condigdes climaticas (estacdes do ano, temperaturas, humidade...),
comparag¢do entre a microbiota solo pré e pos experiéncia para que assim seja possivel a

validagdo dos fungos como indicadores do intervalo post-mortem.
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Anexos

CAPITULO VI - ANEXOS

CONTROLO 1- TEMPO 0 (0 DIAS)
| PORCO | PIACA GENERO | QUANTIDADE | UFC/pz | TOTAL
XIN Nada 0 0
X2N Nada 0 0 0
X10 Nada 0 0
EL 20 Nada 0 0 0
X18 Nada 0 0
x28 Nada 0 0 0
CONTROLO 2- TEMPO 0 (0 DIAS)
| PORCO | PIACA GENERO | QUANTIDADE | UFC/pz | TOTAL
XIN Nada 0 0
XN Nada 0 0 0
X10 Nada 0 0
B X20 Nada 0 0 0
X18 Cladosporium 1 30
X28 Nada 0 0 o
CONTROLO 3- TEMPO 0 (0 DIAS)
PORCO PLACA GENERO | QUANTIDADE | UFC/pz | TOTAL
XIN Nada 0 0
X2N Nada 0 0 0
X10 Nada 0 0
B X20 Nada 0 0 0
X18 Nada 0 0
x28 Nada 0 0 0
CONTROLO 4 - TEMPO 0 (0 DIAS)
PORCO PLACA GENERO | QUANTIDADE | UFC/pz | TOTAL
XIN Nada 0 0
X2N Nada 0 0 0
X10 Nada 0 0
Y 20 Nada 0 0 0
X18 Nada 0 0
X28 Nada 0 0 0
CONTROLO 5 - TEMPO 0 (0 DIAS)
PORCO PLACA GENERO | QUANTIDADE | UFC/pz | TOTAL
XIN Nada 0 0
XN Nada 0 0 0
X10 Nada 0 0
& X20 Nada 0 0 0
X18 Nada 0 0
X28 Nada 0 0 0

Anexo 1 — A tabela indica o tempo 0, os porcos (E1 a ES), a placa da qual foram retiradas os swabs (XIN
a X2B), os géneros encontrados em cada um dos replicados, a quantidade das colonias em cada placa e por
fim a contabiliza¢do dos UFC/pz em cada uma das placas para cada um dos géneros.

[ CONTROLO1-TEMPOO(ODIAS) |
PORCO | PLACA GENERO QUANTIDADE | UFC/pz | TOTAL
XIN Nada 0 0
X2N Nada 4 0 0
X10 Nada 4 0
NEL X20 Fusarium 2 60 ©
X18 Nada 0 0
x28 Penicillum 2 60 ©
CONTROLO 2 - TEMPO 0 (0 DIAS)
PORCO | _ PLACA GENERO QUANTIDADE | UFC/pz | TOTAL
XIN Nada 0 0
XN Nada 0 0 0
X10 Nada 0 0
(=] X20 Nada 4 0 0
X18 Nada 0 4
X28 Nada 0 0 °
CONTROLO 3 - TEMPO 0 (0 DIAS)
PORCO | PLACA |  GENERO QUANTIDADE | UFC/pz | TOTAL
XIN "Acrophialophora 10 300
XN Nada 0 0 300
X10 Apophysomyces 1 30
NES X20 Nada 0 0 o
X18 Nada 0 0
x28 Nada 0 0 0
CONTROLO 4 - TEMPO 0 (0 DIAS)
PORCO | PIACA GENERO QUANTIDADE | UFC/pz | TOTAL
XIN Nada 0 0
X2N Nada 0 0
X10 Nada 0 0
e X20 Nada ) 0 0
X18 Nada 0 0
x28 Nada 0 0 °
CONTROLO 5 - TEMPO 0 (0 DIAS)
PORCO | PLACA GENERO QUANTIDADE | UFC/pz | TOTAL
XIN Aureobasidium 1 30
X2N Nada 4 0 o
X10 Nada ) 0
RES X20 Nada ) 0 0
X18 Nada 0 0
x28 Nada 0 0 0

Anexo 2 — A tabela indica o tempo 0, os porcos (NE1 a NE1), as placas das quais foram retirados os swabs
(X1N a X2B), os géneros encontrados em cada um dos replicados, a quantidade das colonias em cada placa
e por fim a contabilizagdo dos UFC/pz em cada uma das placas para cada um dos géneros.
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AMOSTRA 1 - TEMPO 1 (3 DIAS|
Forco | riaca | ctneno - lauanmomoe s |
XIN Cunninghametia 2 60
1 30
Beauveria 3 %0
2N Aspergiilus 2 60
Fusarium 3 90
Aspergillus 4 120
o X10 Microsparum 1 30
Penicillium 2 60
Microsparum 4 120
x20 Aspergillus 2 (4]
Mucar 1 30
Mucar 3 90
xis Epidermophyton 3 30
Fusorium 2 50 /AMOSTRA 4 - TEMPO 4 (14 DIAS)
AMOSTRA 2 - TEMPO 2 (7 D PORCO PLACA | cEnero  [QUANTIDADE | UFC/pz
PORCO PLACA GEnero [ quanTiDaoe [ urc/p Fusarium 1 30
N Asperglilus 3 0 XN Scedesparium 2 60
Epidermophyton 1 30 Saksenaea 1 30
N Heterobasidion 2 60 Fusarium 36 1080
Pseudallescheria 35 1050 E4 18 Epidermophyton 79 2370
X110 Epide rmophyton 1 30 Seedosporium 2 1]
0 Scedasporium 1 30 Fusarium 3 270
E2 Epide ton 1 30 x28 Epidermophyton 120 3600
Neascytalidivm 4 120 Scedasparium 4 120
X1B Mucor 2 60 AMOSTRA 5 - TEMPO 5 (17 DIAS)
Fusarium 51 1530 PORCO PLACA | GENERD | QUANTIDADE | UFC/pz
Asperglilus 2 60 Fusariym 28 840
X2 N3o identificado 1 30 AL Cunninghame lla 1 30
Fusarium 44 1320 XN Fusariuvm 10 300
AMOSTRA 3 - TEMPO 3 (10 DIAS, X10 Fusariunm 4 120
PORCO PLACA | GENERO | QUANTIDADE | U 8 210
X10 Penicillium 1 30 Alternoria 1 30
Aspergillus 1 30 e x20 Fusarivm 1 30
xs Fusarium 97 2910 6 180
E3 Trichophyton 109 3270 18 Fusarigm 58 1740
Fusorium 4 120 Nio id ficad 1 30
X28 Epidermophyton 78 2340 — Scedosporium 6 180
Scedesporium 5 150 Fusarium 32 960

Anexo 3 — A tabela indica os tempos (1 a 5), os porcos (E1 a ES), a placa da qual foram retirados os swabs
(X1N a X2B), os géneros encontrados em cada um dos replicados, a quantidade das colonias em cada placa
e por fim a contabiliza¢do dos UFC/pz em cada uma das placas para cada um dos géneros.

AMOSTRA 1-TEMPO 1 (+3 DIAS)

PORCO | PLACA |  GENERO | QUANTIDADE | UFC/pz
NE1 X1IN Beauveria 1 30
AMOSTRA 2 - TEMPO 2 (+7 DIAS)
PORCO | PLACA [ GENERO | QUANTIDADE | UFC/pz
X1IN Fonsecaea 1 30
NE1 X2N Neoscytalidium 1 30 AMOSTRAS - TEMROS (e 17 DIAS)
xio, || Teesivon . o | PORCO | PLACA | GENERO | QUANTIDADE | UFC/pz
AMOSTRA 4 - TEMPO 4 (+14 DIAS) NE1 X10 Trichophyton 1 30
PORCO | PLACA |  GENERO | QUANTIDADE | UFc/pz | NE2 X0 Scedosporium 1 30
itz X10 Apophysomyces 1 30 X20 Scedosporium 1 30
X18 Exophiala 1 30 Alternaria 6 180
X10 Trichophyton 1 30 X1B Trichophyton 1 30
NE2 );21(; Esc.sdosmriiuytm i ig i Scedosporium 3 90
pidermophyton .
NEs | X20  Naoidentificado 4 120 X2B Sc‘:__z;’:fz{'rz’m 1 ;g
X1B N3o identificado 1 30
Trichophyton 1 30 X1B N3o identificado 6 180
NE4 X28B Fonsecaea 1 30 NE4 X238 N3o identificado 1 30
Microsporum 1 30 Neoscytalidium 2 60

Anexo 4 — A tabela indica os tempos, 1, 2, 4 ¢ 5 (ja que no T3 ndo houve crescimento), os porcos de (NE1
a NEY), as placas das quais foram retiradas os swabs (X1N a X2B), os géneros encontrados em cada um
dos replicados, a quantidade das colonias em cada placa e por fim a contabilizagdo dos UFC/pz em cada
uma das placas para cada um dos géneros. As amostras que ndo aparecem na tabela, sdo aquelas em que
ndo houve crescimentos.
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AMOSTRA 7 - TEMPO 7 (+24 DIAS)
PORCO | PLACA GENERO | QUANTIDADE | UFC/pz
XIN Epidermophyton 1 30
- Histopiasma 1 30
Epidermophyton 1 30
Trichophyton 43 1290
N X1B Microsporum 6 180
Alternaria 2 60
Phiglophora 2 60
xog  Aureobosidium 2 60
Pseudallescheria 3 90
Microsporum 2 60
wie Trichophyton 28 840
Microsporum 21 630
AMOSTRA 6- TEMPO 6 (+21 DIAS) Alternaria 2 60
PORCO | PLACA | GENERO | QUA [Urclpz | e | *2© Sporothrix 1 20
Alternaria 2 60 Pseudallescheria 5 150
X1B Microsporum 10 300 - :”{“;:’;:";:”’" ; 11:;30
5 richophyton
NE1 Irichophyton o = Atternaria 2 1260
Microsporum = ) alternaria 23 590
X28 Aspergillus 1 30 X | scdespertu 4 120
Neoscytalidium 22 660 Alternaria 5 150
XN Trichophyton 3 0 NE | e MioWentifkado 5 180
¥10 Fusarium 3 90 Microsporum 5 150
NE2 Neoscytalidium 6 180 Tﬁfhﬂﬁﬁy!m 4 120
X20 Epidermophyton 47 1410 Microsporum 1 30
yop  Epidermophyton o4 2820 7o e, 2 a
Nio identficado 9 270 NE& Soomlen opeis ! 20
= Alternaria 2 60
XIN Cunninghamella 60 B Apophysomyces 3 10
X20 Epidermophyton 3 90 MR 1 30
NE3 Microsporum 11 330 in Fonsecaea 2 60
x28 Trichophyton 1 30 N3o identificado 1 30
Alternaria 3 90 Alternaria 5 150
Trichophyton 3 90 %10 Fusarium ) 2 60
X20 Microsporum 1 30 Pseudallescheria 2 50
NE4 Scedosporium 3 920 Madsponim 2 o
Trichophyton 3 a0 NES 18 Alternaria 1 330
X1B Neoscytalidium 3 90
Microsporum 2 60
—— = Sporothrix 1 30
X2N Néo identificado 1 30 Acupbidophion 1 20
NES X10 Neoscytalidium 1 30 x28 Alternaria 1 20
X18 Scopulariopsis 1 30 Nio identificado s 150
Mistura 2 60 Microsporum d 30

Anexo 5 — A tabela indica 0 T6 e 0 T7, os porcos NE1 a NES5, as placas das quais foram retiradas os swabs
(X1IN a X2B), os géneros encontrados em cada um dos replicados, a quantidade das colonias em cada placa
e por fim, a contabilizacdo dos UFC/pz em cada uma das placas para cada um dos géneros. As amostras
que ndo aparecem na tabela, sdo aquelas em que ndo houve crescimentos.

AMOSTRA 9 - TEMPO 9 (+31 DIAS)
PORCO | PLACA | GENERO  |QUANTIDADE | UFC/pz
AMOSTRA 8 - TEMPO 8 (+28 DIAS) X2N | Neoscytalidium 1 30
PORCO | PLACA | GENERO  [QUANTIDADE [ UFC/pz X20  Epidermophyton 18 540
X10 Alternaria 1 30 Trichophyton 3 90
N3o identificado 1 30 NED X1B | Microsporum 1 30
NE1 3 Niio identificada 1 30
X1B Alternaria 2 60 X
= Trichophyton 2 60
X28B Cunninghamella 1 30 X278 AMEP 1 0
X10 Nao identificado 1 30 Nio identificado 1 30
X20 Microsporum 1 30 XZN Arthrographis 1 30
Nio identificado 5 150 X10 C““”;"G::mf’ L 1 0
% Trichophyton 1 30
N2l g | cmspocim ) 270, [ENEZR oo | Trchopmyon 1 3
Epidermophyton 1 30 s Alternaria 13 390
Trichophyton 6 180 Trichophyton 18 540
28 Alternaria 2 60 X10 Madurella 1 30
Microsporum 1 30 i X20 ;ﬁm _[;pﬁ’m" ; zg
e aecilomyces
XIN Mrcrosporum 1 30 -~ Trichophyton 1 0
X20 Scopulariopsis 1 30 Scopulariopsis 1 30
NE3 Trichophyton 1 30 X2N Scopulariopsis 1 30
X1B Microsporum 1 30 210 Mucor 3 =
Nio identificado 1 30 NE4 29 Aucor 1 an
— X1B Trichophyton 1 30
X10 Neoscytalidium 1 30 <o Trichophyton 3 %0
X20 Acrophialophora 2 60 ‘ Alternaria 4 120
NE4 Aureobasidium 2 60 s Microsporum 1 30
X1B Cunninghamelia 1 30 Trichophyton 1 30
‘ Trichophyton 1 30
X2B Tnfh ophytan 6 180 NES x18 et ahaes = &b
Microsporum 2 60 Scopulariopsis 1 30
NES XIN Trichophyton 1 30 - 1 30

Anexo 6 — A tabela indica o T8 e 0 T9, os porcos NE1 a NES, as placas das quais foram retiradas os swabs
(X1N a X2B), os géneros encontrados em cada um dos replicados, a quantidade das colonias em cada placa
e por fim, a contabilizagdo dos UFC/pz em cada uma das placas para cada um dos géneros. As amostras
que ndo aparecem na tabela, sdo aquelas em que ndo houve crescimentos.
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Fusarium Wicrosporum
“Total dos replicad Nariz T T T
TEWPO (dias) | MEDIA | STD | TEWIPO (dias) | MEDIA | ST | TEMPO (dias) | MEDIA | STD | TEMPO (dfas) | MEDIATOTAL | TEMPO (dias) | MEDIA | STD [ TEMPO (dfas) | MEDIA | ST | TEWIPO (dias) | MEDIA | STD | TEMPO (dias) [MEDIATOTAL
A s | om0 3 30| 424% 3 s Nao lsolado [ 3 [ 5 [&e0 ] Nio Isolado 3 | >
4 7 s | 168492 7 a7
0 T | 1972828 0 5 Penicillum
“ il R v N u &5 | 572,756 0 20 Replicados do Nariz
7 570 | 381,838 7 1350_| 551543 7 665 TEMPO (dias) | MEDIA | STD | TEMPO (dias) | MEDIA | STD _|TEMPO (dias) | MEDIA | STD | TEMPO (dias) | MEDIATOTAL
S [ [ %4% 36 o 3 0
30 lsolado w5 |7m 30 Isolado F
I i 0 i Total dos replicados
TEMPO (dias) | MEDIA | STD | TEMPO (dias) | MEDIA | ST | TEMPO (dias) | MEDIA | STD | TEMPO (dias) | MEDIATOTAL Wiicor
3 % | @an o oo 3 | o Replicados do Nariz T i T i T Tdos replicad
E A Néo Isolado No Isolado T | 5 TEMPO (dias) | MEDIA | ST | TEMPO (dias) | MEDIA | ST | TEMPO (dias) | MEDIA | STD | TEMPO (dias) | MEDIA TOTAL
Nao lsolado [ 3 [ © [0 | Nao Isolado 3 [ s
i i i Total dos repiicados Alternaria
TEMPO (dias) | MEDIA | ST | TEMPO (dias) | MEDIA | STD | TEMPO (dias) | MEDIA | STD | TEMPO (dias) | MEDIA TOTAL Replicados do Nariz I I
3 5 TEMPO (dias) | MEDIA | STD | TEMPO (dias) | MEDIA | ST |TEMPO (dias) | MEDIA | STD | TEMPO (dias) [MEDIATOTAL
3 15 21,213 7 15 21,213 o 75 | 106,066 7 5 ‘Nao lsolado v = 21018 | Nao lsolado I 7 [ 5
0 3
1 0 | 42426 e %
“ 0| e v i 7 % | 127,219 7 00 eplicados do Nariz T I T
TEMPO (dias) | MEDIA | STD | TEMPO (dias) | MEDIA | ST |TEMPO (dias) [ MEDIA | STD | TEMPO (dias) |MEDIATOTAL
Nao lsolado | Nao Isolado [ 7 | @ |[®mss| 7 | ®»
T T T Total dos repiicados
TEMPO (dias) | MEDIA | STD | TEMPO (dias) | MEDIA | ST | TEMPO (dias) | MEDIA | STD | TEMPO (dias) | MEDIATOTAL Trichophyton
7 0| @6 | Nao Isolado Nao lsolado 7 1 Replicados do Nariz T T T
TEMPO (dias) | MEDIA | ST | TEWPO (dias) | MEDIA | ST | TEWPO (ias) | MEDIA | STD | TEMPO (dias) | MEDIATOTAL
Beauveria Nao lsolado Nao Isolado [0 [ |muas| w0 | s
T T T Totaldos repiicados
TEMPO (dias) | MEDIA | STD | TEMPO (dias) | MEDIA | ST | TEMPO (dias) | MEDIA | STD | TEMPO (dias) | MEDIATOTAL Cladosporium
3 s | 66t Nao solado Nao lsolado 3 1 Replicados do Nariz T T T
TEMPO (dias) | MEDIA | STD | TEMPO (dias) | MEDIA | STD | TEMPO (dias) | MEDIA | STD | TEMPO (dias) | MEDIA TOTAL
Aspergillus Nao lsolado [ Nao Isolado [ o [ 3 |9 | o | 1
Total dos replicados
TEMPO (dias) | MEDIA | ST | TEMPO (dias)| MEDIA | STD |TEMPO (dias) | MEDIA | STD | TEMPO (dias) | MEDIA TOTAL Salksenaea
3 | 242 7 % | 4% 3 o Replicados do Nariz T i T i T T
3 90 42,426 7 25 TEMPO (dias) | MEDIA | STD | TEMPO (dias) | MEDIA | SID _|TEMPO (dias) | MEDIA | STD | TEMPO (dias) | MEDIATOTAL
7 R Beand & il B 0 5 £ [ 2121 | Nao Isolado I Nao Isolado [ = 5
Preudallescheria Epidermophyton
T I T [ ] Total dos replicados Replicados do Nariz
TEMPO (dias) | MEDIA | STD | TEMPO (dias) | MEDIA | STD | TEMPO (dias) | MEDIA | STD | TEMPO (dias) | MEDIA TOTAL | TEMPO (dias) | MEDIA TEMPO (dias) | MEDIA | STD | TEMPO (dias) | MEDIA | STD | MEDIATOTAL | STD TOTAL
7 525 | 742436 | Nao Isolado Nao lsolado 7 1 75| 3 % | 6368 3 s
0 170 (1654630 7 s
7 15| 21013 7 30 0 o =
1 2085 | 869,741 = -

Anexo 7 — Separagao das UFC/pz para as espécies de fungos isoladas, contendo o tempo (em dias), a média,

0 STD e a média total dos replicados nos tempos 0 a 5

para os porcos E1 a ES.

Beauveria
ficados do Nariz T s da Orelha Replicados da Bochecha | Total dos repliados } i iz Replicados da Orelha Replicados da Bochecha Total dos
TEMPO (das) | MEDIA | SO | TEMPO (das) | MEDIA | STD | TEWIPO (dias)| MEDIA | STD | TEMPO (dias) | MEDIA TOTAL| TEMPO (das)| MEDIA | 1D | TEMPO (dias)| MEDIA | STD | TEMPO (dias)| MEDIA TEMPO (dias) | MEDIA TOTAL|
3 | 3 | oaw | Nao solado [ Nao lsolado. s 1 1 0 T
0 3| saw z 6 | 1897 2 6 | 1897 % 2
Fusariam ] 2
Replicados do Nariz Replicados da Orelha Replicados da Bochecha Total dos replicados
TEMPO (dias) | MEDIA | ST | TEMPO (dias) | MEDIA | S | TEMPO (dias)| MEDIA | ST | TEMPO (dias) | MEDIA TOTAL| Fonsecaea
0 6 | mon 0 7 Replicados do Nariz Replicados da Orelha Replicados da Bochecha Total dos replicados
. 2 B 28,460 7 T TEMPO (dias)| MEDIA | ST | TEMPO (dias)| MEDIA | STD | TEMPO (dias)| MEDIA | S | TEMPO (dias) | MEDIA TOTAL
Ngo lsolado v 3| o7 = 5 T - T
S R 2 . pr— w | s w1+
Peniclium ]
Replicados do Narz Replicados da Oreha | Replicados da Bochecha | Total dos replicados | Replicados do Nariz Repicados da Orelha Replicados da Bochecha Total dos repicados.
TEMPO (dias) | MEDIA | ST | TEMPO (dias) | MEDIA | STD | TEMPO (dias)| MEDIA | STD | TEMPO (dias) | MEDIA TOTAL| TEMPO (dias)| MEDIA | STD | TEMPO (dias) | MEDIA | _STD | TEMPO (dias)| MEDIA TEIPO (dias) | MEDIA TOTAL,
Nio lsolado 3o Isolado o | 6 [mwom| o | 2 | s o | 180m 7 T
7 3| oum 2 2n | sees7 i £ 2
7 %
icados do Nariz Repiicados da Orelha. Replicados da Bochecha Total dos replicados 2 e M % 3
TEMIPO (dias) | MEDIA | STD | TEMPO (dias) | MEDIA TEMIPO (dias) | MEDIA | STD | TEMPO (dias) | MEDIA TOTAL| E 3| oum 23 3 | oa £ T
- a x 9 | 28480 T I
o 3 | oasss » 6 | 18om x 3| s % T
i3 7 Trichophyton
Repiicados do Nariz Replicados da Orelha Repiicados da Bochecha Total dos replicados
TEMPO (dias)| MEDIA | STD | TEMPO (dias)| MEDIA | STD | TEMPO (dias)| MEDIA | STD | TEMPO (dias)| MEDIATOTAL
o Narz Replicados da Orelha Replicados da Bochecha Total dos replicados 7 3| oae £ 3| o 7 T
TEMPO (das) | MEDIA | 51D | TEMIPO (dis) | MEDIA TENIPO (das) | MEDIA | _STD | TEMIPO (dias) | MEDIA TOTAL| - o | a0 W 3| oaE 4 3| o £ 2
2 2 g T 3| oam 7 81| 215893 T 2
2 6 | 897 3 3| o » 6 | 12609 % 7 7 5| 2840 £ 33| 8670 7 3
£ T % %[ 265631 £ 3| 7900 % 9
E 3| saw e @
E 2 | 13492 Y & | 162757 I 7
do Nariz Replicados da Orelha Replicados da Bochecha Total dos replicad
TEMIPO (das) | MEDIA | 51D | TEMPO (dis) | MEDIA TENIPO (das) | MEDIA | STD | TEMIPO (dias)| MEDIA TOTAL|
] T
2 150 | aasen “ S aid 2 @
u 6 | 12609 ) 2
2 ® 892 & 5
3 S s % N e S

Anexo 8 — Separagdo das UFC/pz para as espécies de fungos isoladas, contendo o tempo (em dias), a média,
o STD e a média total dos replicados nos tempos 0 a 9 para os porcos NE1 a NES.
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AMOSTRA 1- TEMPO 1 (+3 DIAS)
ECWTRHG T2 TERIGEIN {TSHAS) Porco | Placa | Género |Quantidade| UFC | Total
Porco Placa Coldnias |Quantidade| UFC/pz | Total i C. albicans 298 8940 T
| € abicons | 158 T — A i S
E1 Coocdasp: o it 2 C. albicans 200 6000
xon | G olbicams 99 2970 _— N Candid sp. 15 3450 9450
Candido 3p. 21 630 AMOSTRA 2 - TEMPO 0 (+7 DIAS)
EOWTROLD 2. TEMPD 910 DAS) Porco | Placa | Gene | [ urc | Tomal
Porco | Placa | Gln.crﬂ | | urc | Total an € obicam 7 %0 o
T e 1350 195 Candido sp. 3 %
Condida sp. n 630 B 3
£ C obicons 66 1980 N |[eobm 2 I )
N = = 2970 Condida sp. 3 %
CONTROLO 3 - TEMPO 0 (0 DIAS) AMOSTRA 3 - TEMPO 0 {+10 DIAS)
Porco | Placa | Género | [ urc [ Total (I Sy CG:':N man;i:ladt I.I;)C Total
€ albicans 36 1080 XIN - O 420
- KN ndida sp. 7 210 2290 £3 Can;i:o sp- 13 390
xan G olbicans 5 150 50 Yap |-G abioas 1 30 510
Candida sp. 7 210 Londida sp. 16 del
CONTROLO 4 - TEMPO 0 (0 DIAS) AMOSTRA 4 - TEMPO 0 (+14 DIAS)
Porco | Placa | Género |Quantidade| UFC | Total | Porce Phca | CG::'“ Q : '-';)C [ _Total
C. albicans 5 180 . albicans
AN i 5 & 219 o LN Crdda 18 540 &0
& xan G albicans 2 60 6 o LGoboms 1 30 50
Condida sp. 17 510 Candida sp. 1 30
CONTROLO 5 - TEMPO 0 (0 DIAS) AMOSTRA 5 - TEMPO 0 (+17 DIAS}
Porco Placa Género | Quantidade| UFC Total Porco Placa Género | Quantidade | UFC Tatal
C. albicans 2 60 C. albicans 7 210
- N s 1 30 L = b c:n::asp. 678 2:3;0 L
C. albicans 1 30 icans 14 2
XN condida sp. 1 30 i3 BN ondidasp 341 10030 %%

Anexo 9 — A tabela indica os tempos de 0 a 5, os porcos El a ES, as placas das quais foram retiradas os
swabs (apenas do nariz), a espécie (C. albicans) e o género (Candida sp.) em cada um dos replicados, a
quantidade das colénias em cada placa e por fim, a contabilizacdo dos UFC/pz em cada uma das placas
para C. albicans e Candida sp. As amostras que ndo aparecem na tabela, sdo aquelas em que ndo houve

crescimentos.
CONTROLO 1- TEMPO 0 (0 DIAS) I AMOSTRA 1- TEMPO 1 (3 DIAS)
Porco | Placa | Género | | ufc | Total || Porca | Placa | Género |Quantidade| UFC | Total
C. albicans il 30 C. albicans 10 300
X110 60 X10 540
E1 Candida sp. 1 30 E1 Candida sp. 8 240
xap  C albicans 0 ] 36 l xag G albicans 3 90 o
Candida sp. 1 30 Candida sp. 7 210
CONTROLO 2 - TEMPO 0 (0 DIAS) l AMOSTRA 2 - TEMPO 2 (7 DIAS)
Porco Placa Género  |Quantidade| UFC Total Porco Placa Género | Quantidade| UFC Total
X10 C. albicans 4 120 150 . C. albicans 8 240 1830
B2 Candida sp. 1 30 | E2 Candida sp. 53 1590
5 C. albicans 3 90 410 ‘ a6 C. albicans 8 240 i
Candida sp. 4 120 | Candida sp. 5 150
CONTROLO 3 - TEMPO 0 (0 DIAS) l AMOSTRA 3 - TEMPO 3 (10 DIAS)
Porco Placa Género nuamliade| UFC Total ] Porco Placa Género | Quantidade| UFC Total
10 {2 aﬂ:facans 2 60 60 x10 €. albicans ] 0 2100
- Candida sp. ] 1] | = Candida sp. 70 2100
20 C n{b.amns o o 30 ‘ 20 C. albicans 0 0 840
Condida sp. 1 30 Candida sp. 28 840
CONTROLO 4 - TEMPO 0 (0 DIAS) ] AMOSTRA 4 - TEMPO 4 (14 DIAS)
Porco | Placa | Género |Q | urc | Total || Porco | Placa | Género [qQuantidade] UFC | Total
X10 C ufbl:ca'ns 2 60 120 X10 c al?wuns 1 330 590
E4 Candida sp. 2 60 | Ea Candida sp. 12 380
o G olbicans 2 60 - ‘ xao G dlbicans 3 90 g
Candida sp. 1 30 | Candida sp. 140 4200
CONTROLO 5 - TEMPO 0 (0 DIAS) | AMOSTRA 5 - TEMPO 5 (17 DIAS)
Porco | Placa | Género | [ urc [ Total || Porca | Placa | Género |Quantidade] UFC | Total
X10 C nfh..rmns 43 1290 1530 x10 C. albicans 2 60 2070
£S5 Candida sp. 8 240 | ES Candida sp. 67 2010
xao G @lbicans 1 330 i xag & dlbicans 3 %0 e
Candida sp. 1 30 Candida sp. 45 1350

Anexo 10 — A tabela indica os tempos de 0 a 5,

crescimentos.

os porcos El a ES5, as placas das quais foram retiradas os
swabs (apenas da orelha), a espécie (C. albicans) e o género (Candida sp.) em cada um dos replicados, a
quantidade das colénias em cada placa e por fim, a contabilizacdo dos UFC/pz em cada uma das placas
para C. albicans e Candida sp. As amostras que ndo aparecem na tabela, sdo aquelas em que nao houve
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CONTROLO 1 - TEMPO 0 (0 DIAS) AMOSTRA 1- TEMPO 1 (+3 DIAS)
Porco Placa Género ‘ Q ‘ UFC Total Porco Placa Género ‘ Q ‘ UFC ‘ Total
y1g  C albicons 17 510 870 %18 C. albicans 87 2610 A0
F1 Candida sp. 34 360 B Candida sp. 51 1530
x28 C. albicans 25 750 780 X28 c a!fm:an; 56 1680 2970
Candida sp. 1 30 Condido sp. 43 1290
CONTROLO 2 - TEMPO 0 (0 DIAS) AMOSTRA 2 - TEMPO 0 (+7 DIAS)
Porco | Placa | Geénero |Q [ urc Total Porco | Placa | Género | [ urc [ Total
ag © a/h_rmns 14 420 = X c a(!m:ans 374 11220 D
£1 Candida sp. 7 210 5 Condido sp. 41 1230
X28 C. albicans 11 330 280 x28 C. albicans 450 13500 16350
Candida sp. 5 150 Candida sp. 95 2850
CONTROLO 3 - TEMPO 0 (0 DIAS) AMOSTRA 3 - TEMPO 0 (+10 DIAS)
Porco Placa Género ‘ Q ‘ UFC Total Porco Placa Género [Q UFC_ | Total
X18 C. albicans 31 930 1560 Y18 C. albicans 157 4710 2630
B3 Candida sp. 21 630 B3 Candida sp. 164 4920
x; & a]@rmns 22 660 535 X28 c a@mns 138 4140 e
Condido sp. 18 570 Condida sp. 386 11880
CONTROLO 4 - TEMPO 0 (0 DIAS) AMOSTRA 4 - TEMPO 0 (+14 DIAS)
Porco Placa Género_|Q [ urc Total Porco Placa Género ‘ Q UFC ‘ Total
o (s allfrc:ms 43 1290 1530 o (e a!gncons 1 30 i
E4 Candida sp. 8 240 4 Candida sp. 6 180
X28 C a@mns 11 330 360 x28 c a!?:mnf 0 ] 20
Candida sp. 1 30 Candida sp. 1 30
CONTROLO 5 - TEMPO 0 (0 DIAS) AMOSTRAS - TEMPO 0 (+17 DIAS)
Porco | Placa | Género |Quantidade] UFC | Total Porco | Placa | Geénero |Q [ urc_ | Total
¥ig © albicens 6 180 o1t X18 G n/!wmnf Q 0 S0
5 Candida sp. 1 30 5 Candido sp. 19 570
C. albicans 1 30 C. albicons 0 o
X28 120 X2B 0
Condida sp. 3 90 Candida 3p. 0 0

Anexo 11 — A tabela indica os tempos de 0 a 5, os porcos El a ES5, as placas das quais foram retiradas os
swabs (apenas da bochecha), a espécie (C. albicans) e o género (Candida sp.) em cada um dos replicados,
a quantidade das colonias em cada placa e por fim, a contabilizagdo dos UFC/pz em cada uma das placas
para C. albicans ¢ Candida sp. As amostras que ndo aparecem na tabela, sdo aquelas em que ndo houve
crescimentos.

CONTROLO 1 - TEMPO 0 (0 DIAS)
Porco Placa Colénias | Quantidade | UFC/pz Total
NE2 C u'{bi - 17 510
X2N et 510
Candida sp. 0 0
CONTROLO 2 - TEMPO 0 (0DIAS)
Porco Placa Coléni Quantidade | UFC/pz Total
XIN CC : Z‘gcuns 11297 3:387100 2380
NE2 g ; ,‘bia =i el 1230
xan | & @ieans 1380
Candida sp. 5 150
CONTROLO 3 - TEMPO 0 (0 DIAS)
Porco Placa Colénias | Quantidade | UFC/pz Total
xay | G afbicans 18 540 S AMOSTRA 1 - TEMPO 1 (+3 DIAS)
NE3 Candida sp. 20 600 Porco Placa Colénias | Quantidade| UFC/pz Total
o C. albicans 3 S0 180 YiN C. albicans 4 120 1770
Candida sp. 3 S0 NEL Candida sp. 55 1650
CONTROLO 4 - TEMPO 0 (0 DIAS) YON C. albicans 1 30 1530
Porco Placa Colénias | Quantidade | UFC/pz Total Candida sp. 50 1500
C. albicans 41 1230 AMOSTRA 2 - TEMPO 2 (+7 DIAS)
XIN Candida sp. a 120 1350 Porco Placa Colénias | Quantidade| UFC/pz Total
NE4 - C. albicans 0 0
YON C. albicans 78 2340 2700 X1IN ol b 0 0
Candida sp. 12 360 NE1 FRORa S
C. albicans 1 30
CONTROLO 5 - TEMPO 0 (0DIAS) X2N Z 30
— Candida sp. 0 0
Porco Placa Colml'nas Quantidade | UFC/pz Total Porce Placa Colénias | Quantidade| UFC/pz Total
i (62 m':brccrns 100 3000 4390 - T 0 0 =
NES Candida sp. 44 1320 = Candida sp. 0 0
XON C af{wcans 50 1500 2550 i C albicans 0 0 5
Candida sp. 35 1050 Candida sp. 0 0

Anexo 12 — A tabela indica os tempos de 0 a 2, os porcos NE1 a NES, as placas das quais foram retiradas
os swabs (apenas do nariz), a espécie (C. albicans) e o género (Candida sp.) em cada um dos replicados, a
quantidade das colonias em cada placa e por fim, a contabilizacdo dos UFC/pz em cada uma das placas
para C. albicans e Candida sp. As amostras que ndo aparecem na tabela, sdo aquelas em que nao houve
crescimentos.
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AMOSTRA 3 - TEMPO 3 (+10 DIAS) AMOSTRA 6- TEMPO 6 (+21 DIAS)
Porco Placa Colénias | Quantidade | UFC/pz Total Porco Placa Colénias | Q i UFC/p.z Total
xan | G albicans 0 0 = | € albicans ) 0 o
e Candida sp. 1 30 NEL Gardickd s, 0 0
xon | G albicans g 4 0 C. albicans 0 0
Landida sp. 2 g XN Candida sp. 15 450 0
AMOSTRA 5 - TEMPO 5 (+17 DIAS) — =
Horeel Bl Mool oot UFC/pz_| Total ool WG isoall W Gojoriia: B 16 UEC/p.z | Total
an | C abicans 0 0 X XIN cC ’;’Z’m”s g 0 0
e Candida sp. 0 0 NE2 anaiehiep: 0 g
Yon | C albicans 0 0 - xon | & albicans 0 0 150
Candida sp. 1 30 Candida sp. 5 150
Porco Placa Colénias | Q i UFC/pz Total Porco Placa Colénias Q id UFC/p.z Total
wan | G albicans 0 0 o xiy | € albicans 0 0 o
N Candida sp. 1 30 = Candida sp. 0 0
yon | G olbicans o 0 20 C. albicans 7 210 -
Canoidasp:; 1 A ¥ | Cangida sp. 2 660
Porco Placa Colénias | Q ids UFC/p.z Total
AMOSTRA 7 - TEMPO 7 (+24 DIAS) C. albicans 0 0
Porco | Placa | Colénias i UFC/p.z | Total N e el 2 60 2
i C ﬂ/?ﬁmﬂs 0 0 510 NE o C. albicans 0 0 0
NEA Candrd_n sp. 17 510 Candida sp. 1 30
xon | G albicans 0 0 -
Candida sp. 1 30 AMOSTRA 9 - TEMPO 9 (+31 DIAS)
AMOSTRA 8 - TEMPO 8 (+28 DIAS) Porco Placa Colénias | Q idade| UFC/p.z | Total
Porco | Placa | Colénias i UFC/p.z | Total C. albicans 5 60
XIN & "/f’;m"’ al 0 0 NES e Candida sp. 0 0 60
NE4 C‘md'd.” > 4 L i C. albicans 0 0 0
YRy | Cialbicans 0 0 60 Candida sp. 0 0
Candida sp. 2 60 = s
Porco | Placa | Colénias T UFC/p.z | Total Rireoi | BERD oAl | Gol6n1a S8 .0 UEC/ ezl ot
o © oibicirs 5 0 = XIN (c5 a/l.zlcurls 1 30 50
s Candida sp. 0 0 NES Condidusp: 1 30
C. albicans 0 0 C. albicans 1 30
X2N = 120 X2N = 30
Candida sp. 4 120 Candida sp. 0 0

Anexo 13 — A tabela indica os tempos de 3 a 9, os porcos NE1 a NES, as placas das quais foram retiradas
os swabs (apenas do nariz), a espécie (C. albicans) e o género (Candida sp.) em cada um dos replicados, a
quantidade das coldnias em cada placa e por fim, a contabilizacdo dos UFC/pz em cada uma das placas
para C. albicans e Candida sp. As amostras que ndo aparecem na tabela, sdo aquelas em que ndo houve

crescimentos.
CONTROLO - TEMPO 0 {0 DIAS) AMOSTRA 1- TEMPO 1 (+3 DIAS)
Porco Placa Colénias | Q idade| UFC/pz | Total Porco Placa Colénias  [Q UFC/pz | Total
C. albicans 0 0 i
e o X10 (= a!l_mmns 5 150 210
=y candida sp. o o NE1 Condido sp. 3 S0
C. albicans 5 150 i
X0 : 150 x20 C all_:umns 4 120 570
Candida sp. 0 0 Candida sp. 15 450
Porco | Placa Colonias | Quanti UFC/pz | Total AMOSTRA 2 - TEMPO 2 (+7 DIAS)
S C. albicans 24 720 =5 Porco Placa Colénias |« UFC/pz | Total
Candida sp. o 0 i
MEZ el nﬁ:ucu:s 17 510 L cirl:f’z;o: . 13) %0 =
20 510 NE2 e
Candida sp. [ [ C. albicons 0 0
Porco | Placa | Colonias | Quanti UFC/pz | Total 20 | e s 0 0
%10 C. albicans 12 360 480 AMOSTRA 3 - TEMPO 3 (+10 DIAS)
s Candida sp. C 120 Porco Placa Colénias | UFC/pz | Total
wg | G albicans 3 50 5 1o | G dlbicans 1 30 -
Condida sp. 1 30 Candida sp. 0 0
Porco | Placa | Colonias | Quantidade| UFC/pz | Total NES . albinine 0 0
X20
o | G olbicans 3 180 o Condida sp. 0 0
NS Candida sp. & 120 Porco Placa Colénias |Q UFC/pz | Total
C. albicans 4 120 P
C. albicans 6 180
X0 | 5 50 h x10 o 570
andida sp. NE3 Condida sp. 13 3%0
Porco | Placa Colonias | Quanti UFC/pz | Total C. albicens 6 180
X20 3 390
wig | G olbicons 5 150 . Condida sp. 7 210
Candida sp. 1 30
NES AMOSTRA 5 - TEMPO 5 (+17 DIAS)
wg | G olbicans 0 0 ¥ = o Sins losans Gt o
Candbisp. 5 . orco ca olonias pz | Tof
o | G albicans [ 0 T
AMOSTRA 4 - TEMPO 4 (+14 DIAS) Candida sp. 55 1650
Porco Placa Colénias | Quanti UFC/pz Total NE1 C afbicans 2 60
= X0 7590
1o C. albicans o 0 150 Condida sp. 251 7530
Candida sp. Lt 150
A ndica sp o | C abicans ) 0 St
20 C. albicans [} 0 0 g Condida sp. 1514 45430
Candida sp. 0 0 C albicans 25 750
¢ albicons 0 0 =y dici 199 5970 5720
X0 Candidc 8 240 e R
indida sp.
NE2 S xig | ¢ abieans 3 b 30930
C. albicans 11 330 Candida sp. 1031 30930
X20 780 NE3
Candida sp. 15 450 C albicans 4 120
¢ aibicans o ) 20, 12240
oy e 2 o 1380 Condida sp. 404 12120
indida sp.
NE3 S xig | - abians 3 7 9270
20 C. albicons 5t 1s0 150 Condida sp. 306 9180
Candida sp. 0 0 NE4 oo | € abicans 0 )
X10 :ﬂ r;:lfll;'mns g g a Candida sp. a 0
ndida sp. i
NES sy xio | G albieans 0 0 —
C. albicons 0 0 Condida sp. 13 390
20 | candic 1 30 A HEs
ndida sp.
> oo | G abicans 0 0 430
Condida sp. 11 330

Anexo 14 — A tabela indica os tempos de 0 a 5, os porcos NE1 a NES, as placas das quais foram retiradas
os swabs (apenas da orelha), a espécie (C. albicans) e o género (Candida sp.) em cada um dos replicados,
a quantidade das colonias em cada placa e por fim, a contabilizagdo dos UFC/pz em cada uma das placas
para C. albicans e Candida sp. As amostras que ndo aparecem na tabela, sdo aquelas em que nao houve

crescimentos.
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AMOSTRA 6- TEMPO 6 (+21 DIAS) AMOSTRA 7 - TEMPO 7 (+24 DIAS)
Porco | Placa | Colonias |Quanti UFC/pz | Total Porco Placa Colénias | Qs idade| UFC/pz | Total
€. albicans 0 0 v
C. alb (0] 0
2t Candida sp. 51 1530 T X10 o ,‘mns 330
NE1 Candida sp. 11 330
1t C. albicans o 0 1200 NE1 3
Candida sp. a0 1200 xo | G olbicans L L 330
a0 | G albicans 37 SRR Candida sp. 11 330
s Candida sp. 246 7380 Xi0 C. albicans (0] 0 480
wo | & U’f"W"S 56 1680 5300 i Candida sp. 16 480
Candida sp. 154 4620 C. aibiizans 0 0
310, |G albicans 6 180 00 X20 Candid 5 270 270
NE3 Candida sp. 74 2220 Ak /:} i
i C. albicans (0] 0
xoo | © albicans 2 60 - X10 ‘ 60
Candida sp. 58 1740 NE3 Candida sp. 2 60
€ albicans 149 4470 C. albicans ] 0
X10 i 7800 X20 1620
NEZ Candida sp. 1 3330 Candida sp. 54 1620
o | ok L 420 5400 C. albicans 0 0
Candida sp. 39 1170 X10 5 90
S 5 5 NES Candida sp. 3 90
0 e et C. albicans 0 0
Candida sp. a4 1320 X20 = 270
ht Cabicans | © o Candida sp. 9 270
x20 00
Candida sp. 20 600
AMOSTRA 8 - TEMPO 8 (+28 DIAS) AMOSTRA 9 - TEMPO 9 (+31 DIAS)
e Eco::"m Q“a":‘hde UFE;"Z L Porco Placa Colénias | Quanti UFC/pz | Total
aibicans
X10 12390 i
) Candida sp. 409 12270 X10 CC e;&i:cans 2;0 ﬁ?)go 6090
andida sp.
! L J 4470 NE1 X 2
Candida sp. 149 4470 C. albicans Ak 30
X20 _ 3360
x1o | © albicons 2 50 50670 Candida sp. 111 3330
o Candida sp. 1687 50610 T an 0 0
xa0 | C albicans [ 0 s X10 i a o 0
Candida sp. 943 28290 NE2 C(':m [;‘” oR: S s
. albicans
X10 ¢ “’?'Cms g o 14790 X20 = : 36750
NET Condida sp. 493 14790 Candido sp. 1225 36750
€ albicans 1 30 C. albicans 0 o
20 | coneieia sp 401 12030 | 20 XN Candida sp 0 0 0
xo | o oo | ™ e Ly | Calbicans 2 60 s090
e ] *N ) coni 501 1030 |t
yoo | ©aibicons [ 0 - andida sp.
Condida sp. 19 570 e C. albicans 0 0] 0
San || e u 9 990 NES Candida sp. 0 0
NES cmdda sp. 23 %0 C. albicans 0 0
Sty . aibicans o " X2N = 150
Candida sp. & ° Candida sp. 5 150

Anexo 15 — A tabela indica os tempos de 6 a 9, os porcos NE1 a NES5, as placas das quais foram retiradas
os swabs (apenas da orelha), a espécie (C. albicans) e o género (Candida sp.) em cada um dos replicados,
a quantidade das coldnias em cada placa e por fim, a contabilizagdo dos UFC/pz em cada uma das placas
para C. albicans e Candida sp. As amostras que ndo aparecem na tabela, sdo aquelas em que ndo houve
crescimentos.

CONTROLO - TEMPO 0 (0 DIAS) AMOSTRA 1 - TEMPO 1 (+3 DIAS)
Porco Placa Colonias | Quantidade | UFC/pz Total Ao Placa Colénias | Q idade | UFC/p.z Total
X1H C. albicans 16 480 300 i
i candida sp. 1 420 spl [ abmas - L e 150
g | Calticans 21 630 10 s Candida sp. 5 150
Candida sp. 18 540 X2B C. albicans 0 0 0
e C. albicans 2 60 20 Candida sp. 2 60
NE2 Candida sp. 1 30 AMOSTRA 2 - TEMPO 2 (+7 DIAS)
X2B b z 0 60 Porco Placa Colénias Quantidade| UFC/p.z | Total
Candida sp. o ] =
x18 C. albicans 73 2190 2820 X1B C albicans 1 30 180
- Candida sp. 21 630 NEZ Candida sp. i3 150
B C. albicans 43 1440 1890 o C. albicans 4] o 36
Candida sp. 15 450 Candida sp. 1 30
L C. olbicans 1 30 o
NLd Candida sp. ot 30 AMOSTRA 5- TEMPO 5 (+17 DIAS)
X8 C. albicans 1 30 50 Porco Placa Colénias |Quantidade| UFC/p.z | Total
Condida sp. 1 30 1B C. albicans 0 0 o
¥18 C. albicans a0 1200 1280 NE1 Candida sp. o 0
NES Candida sp. 3 90 x28 C. gibicans 0 0 &0
x28 C. albicans 12 360 360 Candida sp. 2 60
Condida sp. o 0 i
: N e B T
L :ﬂ J;Ja e o o
xzg | - oeans 150
Candida sp. 5 150
TRl
NE3 Can trb e 7 210
x|SO 1680
Candida sp. 49 1470
X18 Gl aﬂ-mans 10 300 500
NEA Candfd_n sp. 10 300
X28 C. albicans 0 0 90
Candida sp. 3 90
X18 CC ':1’:’"5 S 300 30
NEs CGH trb & 0 0
i . albicans i
Candida sp. 6 180

Anexo 16 — A tabela indica os tempos de 0 a 5, os porcos NE1 a NES, as placas das quais foram retiradas
os swabs (apenas da bochecha), a espécie (C. albicans) e o género (Candida sp.) em cada um dos replicados,
a quantidade das coldnias em cada placa e por fim, a contabilizagdo dos UFC/pz em cada uma das placas
para C. albicans e Candida sp. As amostras que ndo aparecem na tabela, sdo aquelas em que nao houve
crescimentos.
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AMOSTRA 6 - TEMPO 6 (+21 DIAS) AMOSTRA 7 - TEMPO 7 (+24 DIAS)
Borcoll| [ plrea :';':f"“ Qua ";'da“ ur;;{] il Porco Placa Colénias |Quantidade| UFC/pz | Total
. icans
X1B 1260 i
- Candida sp. 35 1050 xig | & albicans Y 0 60
vop | G albieans 8 240 T NE1 Candida sp. 2 60
Candida sp. 56 1680 X28 C. albicans 0 0 0
C. albicans A 30 7
X18 180 Candida sp. 0 0
Candida sp. 5 150 >
NE2 C. albicans 0 0
o8 C. afbicans 6 180 — X1B _ 1920
Candida sp. 13 390 NE3 Candﬂdiu sp. 64 1920
X1B € altiears S S 15810 X28B otk : p 210
NES Condida sp. 227 5810 Candida sp. /4 210
C. albicans 150 4500 B
x8 12030 C. albicans 0 0
Candida sp. 251 7530 X1B Cardian 5 o 270
x| & oo 0 ’ &0 e C. albicans 0 0
NE4 Candida sp. 5 270 X2B il - 90
&0 ; adﬂ-;)ca’ns 307 - 1010 {6 Candida sp. 3 90
andida sp.
i = 5 AMOSTRA 9- TEMPO 9 (+31 DIAS)
N XiB Candidg sp. 15 450 450 Porco Placa Colénias |Quantidade| UFC/pz | Total
o8 C. albicans 0 0 810 i C. albicans 0 0 3
Condida sp. b 7| 810 NE1 Candida sp. 0 0
AMOSTRA 8- TEMPO 8 (+28 DIAS) X28B C. albicans 1 30 270
Porco Placa Colénias |Quantidade| UFC/pz | Total Condida sp. 8 240
o C. albicans 0 0 T X1B C. albicans 1 30 0
N Candida sp. 10 300 NE2 Candida sp. 0 0
S C. olbicans 1 30 25 X3B C. albicans 2 60 120
Candida sp. 9 270 Candida sp. 2 60
xig | C glbicons 29 870 900 wiy | G albicans 4 120 o
NEZ Candida sp. 1 30 NES Candida sp. 10 300
yop | C olbicans 3 %0 150 C. albicans 0 0
Candide sp. . 60 X2N Candida sp. 2 60 60
i (| Cialbaans i L 720 xany | C albicans 0 0 e
Candida sp. 20 600 >
NE3  lbicons o s NEd Candida sp. 5 150
X28B - _' 30 C. albicans 0 0
Candida sp. 1 30 X2N Cadidish 1 = 30
X1B ¢ aJ{J;mns 4 4 0 C. albicans 0 0
NE4 Candida sp. 0 0 X1IN o i 0 30
g | C olbicans 2 60 %0 NES SR,
Candida sp. 1 30 X2N C a"?’m’” 0 0 0
or C olbicans 0 0 . Candida sp. 0 0
NES Ccr_:m:’ﬁ;usp. 1 30
T - albicans 0 1} %6
Candide sp. 9 270

Anexo 17 — A tabela indica os tempos de 6 a 9, os porcos NE1 a NES5, as placas das quais foram retiradas
os swabs (apenas da bochecha), a espécie (C. albicans) e o género (Candida sp.) em cada um dos replicados,
a quantidade das colonias em cada placa e por fim, a contabilizagdo dos UFC/pz em cada uma das placas
para C. albicans ¢ Candida sp. As amostras que ndo aparecem na tabela, sdo aquelas em que ndo houve
crescimentos.



