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Resumo

Os ambientes hospitalares podem albergar micro-organismos patogénicos e oportunistas, capazes de infectar, particu-
larmente, os individuos imunossuprimidos. O processo de limpeza e desinfec¢do assume importincia capital para o
controle de tais doengas. O presente trabalho avaliou a suscetibilidade de leveduras isoladas de superficies de ambiente
hospitalar veterindrio frente a quatro desinfetantes/antissépticos comumente utilizados na rotina de desinfec¢ao. O
teste de microdilui¢do em caldo foi realizado com 24 isolados leveduriformes frente ao hipoclorito de sdédio 4%, cloreto
de benzalconico 2%, clorexidina-cetrimida 6,6% e derivado de cloro-fenol 3%. A clorexidina-cetrimida, cloreto de ben-
zalcdnio e derivado de cloro-fenol foram eficazes em todos os isolados com concentragdo inibitéria minima e concen-
tragdo fungicida inferiores a concentragao recomendada pelo fabricante. Por outro lado, a a¢do fungicida do hipoclorito
de s6dio em 79,1% dos isolados testados foi obtida na concentragao recomendada pelo fabricante, com desempenho
inferior aos demais desinfetantes avaliados.
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Abstract

Hospital environments can have pathogens and opportunistic pathogens, important for immunocompromising
individuals. The process of cleaning and disinfection constitutes an important measure for the control of these
diseases. This study evaluated the sensitivity of yeasts isolated from surfaces of nosocomial veterinary environment
to four disinfectants/antiseptics used in the routine of disinfection. The test of broth microdilution was carried in 24
isolates of yeasts against 4% sodium hypochlorite, 2% benzalkonium chloride, 6.6% chlorexidine-cetrimide and 3%
chloro-phenol derivate. Chlorexidine-cetrimide, benzalkonium chloride and chloro-phenol derivate were efficient in
all isolates with minimal inhibitory concentration and minimal fungicide concentration lower than the concentra-
tion recommended by manufacturer. By other hand, fungicide action of the sodium hypochlorite in the concentration
recommended by the manufacturer was verified in 79.1% of the isolated tested, with the lower performance of than the
others evaluated disinfectants.
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no ambiente sao fatores determinantes para a instala-
¢do e desenvolvimento de tais enfermidades (PANA-
GOPOULOU et al,, 2002). Por serem ubiquas e capa-
zes de persistirem vidveis no ambiente e em superficies
por periodos prolongados (PFALLER; DIEKEMA,
2007) as leveduras pertencentes aos géneros Candida,
Cryptococcus, Malassezia e Rhodotorula, agentes etio-
légicos de micoses oportunisticas, apresentam maior
probabilidade de causar infec¢des hospitalares.

Nos tltimos anos, com o aumento da sobrevida dos
pacientes imunocomprometidos, mais suscetiveis ao
desenvolvimento de infec¢des oportunisticas cutane-
as, oculares, pulmonares ou sistémicas, as infec¢oes
fungicas adquiriram grande importdncia mundial.
Destaque-se, ainda, que, algumas linhagens de fungos
encontradas no ambiente hospitalar se tornaram re-
sistentes a drogas antimicrobianas (ALMEIDA, 1988;
FLEMMING; WALSH; ANAISSIE, 2002).

Na area de medicina humana a classificagdo e a de-
terminagdo da suscetibilidade de fungos provenientes
de hospitais e clinicas frente antifingicos e desinfetan-
tes ja tém sido investigada (XAVIER, 2003; AQUINO
et al., 2005; BARBERINO et al., 2006; MEDRANO et
al., 2006; COLOMBO et al., 2007; MONTAGNER et
al., 2009; CHANDRA et al., 2010; ULUDAMAR et al.,
2010;), no entanto, na medicina veterindria o nime-
ro de investigagdes realizadas ainda é muito limitado
(SANTOS et al., 2007; XAVIER et al., 2007).

Muitas espécies de fungos leveduriformes e fila-
mentosos, anteriormente considerados como ndo
patogénicos para os animais, sdo, na atualidade, refe-
ridos como agentes oportunistas (SPANAMBERG et
al., 2009). O presente trabalho investigou a suscetibili-
dade de leveduras isoladas de superficies de ambiente
hospitalar veterinario frente a quatro desinfetantes/
antissépticos comumente utilizados na rotina da hi-

gienizagdo de hospitais veterindrios.

Material e Métodos

O teste de suscetibilidade in vitro dos isolados leve-

duriformes foi realizado com quatro tipos de desin-
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fetantes e antissépticos: clorexidina-cetrimida 6,6%
(Chemitec Agro-veterinaria, Sdo Paulo, Brasil), hi-
poclorito de sddio 4% (Industria Anhembi S/A, Sdo
Paulo, Brasil), cloreto de benzalconio 2% (Acquaclo-
ro Quimica Desinfetante®, Funda¢do Simon Bolivar/
Acqua Cloro Quimica, UFPel/RS) e derivado cloro-
fenol 3% (orto-benzil p-clorofenol 0,25% e orto-fenil
fenol 0,50%, Colgate-Palmolive Industria e Comércio
Ltda., Sdo Paulo, Brasil). Os ensaios foram executados
em duplicata, de acordo com M27-A3 do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008), adaptado
para agentes quimicos.

Os isolados leveduriformes utilizados foram obti-
dos da superficie (mesas de atendimento e cirurgia,
paredes, calhas para cirurgia, torneiras e baias de in-
ternagdo) do ambiente hospitalar veterindrio da cida-
de de Pelotas/RS, Brasil, no periodo de maio a junho
de 2008 e identificados com o método automatizado
(ID 32 test strip®, BioMérieux SA, Marcy LEtoile/
Franca). Na preparagdo dos indculos levedurifomes
foram utilizados 24 isolados fingicos de diferentes es-
pécies: Candida parapsilosis, C. glabrata, C. catenula-
ta, C. guilliermondii, C. famata, Cryptococcus unigut-
tulatus, Cryptococcus laurentii, Trichosporon asahii,
Trichosporon mucoides e Rhodotorula mucilaginosa.
Os micro-organismos foram repicados em placas de
Petri contendo agar Sabouraud dextrose (Neogen
Acumedia®, Michigan/EUA), incubados a 35°C por
48 h para a produgdo do indculo em solugio salina
estéril, padronizado em espectrofotdmetro numa
concentragdo final de 5x10° UFC/mL. Uma aliquota
da suspenséo do indculo foi diluida em 1:100 em sali-
na estéril e, logo apds, em 1:20 em caldo RPMI-1640
(Sigma Chemical Co. Steinheim, Alemanha) adicio-
nado de glicose 2% e tampao MOPS (Vetec Quimica
Fina Ltda., Rio de Janeiro, Brasil). Para confirmacéo
da concentrag¢do do in6culo foi realizada a técnica de
Pour-plate em agar Sabouraud e contagem das Unida-
des Formadoras de Colonia (UFC).

Foram preparadas seis diluicbes sucessivas dos

quatro agentes quimicos em log,, utilizando-se caldo
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RPMI-1640 como diluente, os quais foram identifica-
dos como: HIP (hipoclorito), CB (cloreto de benzalco-
nio), CC (clorexidina-cetrimida) e CLO (derivado de
cloro-fenol). As concentragdes finais dos desinfetantes/
antissépticos variaram de 2 a 0,06 vezes a concentragdo
de uso recomendada pelo fabricante dos produtos.

A primeira coluna das microplacas (coluna A) foi
utilizada como controle de crescimento, enquanto a
ultima coluna (coluna H) correspondeu ao controle
de esterilidade. As demais colunas (colunas de B a G)
foram preenchidas com a dilui¢cdo do agente quimico
sequencialmente, da maior para menor diluicdo do
produto. As microplacas foram incubadas em estufa
a 35°C. A leitura visual dos resultados foi realizada
apos 72 h de incubacéo, determinando-se a Concen-
tracdo Inibitéria Minima (CIM) correspondente a
menor dilui¢ao do agente quimico que inibiu o cres-
cimento fungico. Na determina¢dao da Concentragao
Fungicida Minima (CFM), por pogo da microplaca,
foram semeados 10 puL em dgar Sabouraud dextrose
e submetido a incubagao a 35°C por 96 horas. Pos-
teriormente, as concentragdes inibitorias e fungicidas
minimas dos desinfetantes/antissépticos capazes de
inibir 50% (CIM, ) e 90% (CIM,,) dos isolados leve-

duriformes testados foram calculadas pelo método de
Reed e Muench (1937).

Resultados

Os valores de concentracdo inibitéria minima
(CIM) e concentragao fungicida minima (CFM) dos
quatro desinfetantes e antissépticos frente aos isola-
dos leveduriformes variaram de < 4,2 a 16,7 uL/mL
para clorexidina-cetrimida (CC), de 10 a 40 pL/mL
para hipoclorito de sédio (HIP), de < 1,9 a 15 uL/mL
para derivado cloro-fenol (CLO) e de < 1,25 a 5 pL/
mL para cloreto de benzalcénio (CB) (Tabela 1).

A clorexidina-cetrimida, o cloreto de benzalconio e
o derivado de cloro-fenol foram eficazes em todos os
isolados, com CIM e CFM menor que a concentragao
indicada pelo fabricante. No entanto, na avaliagdo da
CIM do hipoclorito de sédio observou-se o mesmo
valor da concentragao recomendada pelo fabricante
em 64% dos isolados leveduriformes pertencentes as
espécies C. famata (n = 1), C. catenulata (n = 1), C.
parapsilosis (n = 1), C. glabrata (n = 1), C. guilliermon-
dii (n = 5), Candida sp. (n = 1), Trichosporon asahii
(n=1), T. mucoides (n = 1), Cryptococccus laurentii (n
= 1), Rhodotorula sp. (n = 1) e Rhodotorula mucila-

Tabela 1 - Valores de Concentra¢do Inibitéria Minima (CIM) e Concentragio Fungicida Minima (CFM) dos desinfe-
tantes/ antissépticos frente aos isolados leveduriformes obtidos em ambiente hospitalar veterinario da cidade

de Pelotas, RS, Brasil. Coletas efetuadas em 2008

ESPECIE CC (CI: 66,7uL/mL) HIP (CI: 40pL/mL) CLO (CI: 30uL/mL) CB (CI: 20pL/mL)
CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM
Candida parapsilosis n = 1 <42 <42 40 40 7,5 7,5 <1,25 <1,25
Candida glabratan = 1 <42 <42 40 40 3,75 3,75 <1,25 2,5
Candida catenulatan = 2 <42 <42 20-40 20-40 <1,9-3,75 <1,9-3,75 <1,25  <1,25-2,5
Candida guilliermondiin =7 <4,2-83 <4,2-8,3 10-40 20-40 <1,9-7,5 <19-7,5 1,25-5 <1,25-5
Candida famatan =3 <4,2-16,7 <4,2-16,7 20-40 20-40 <1,9-7,5 <1,9-15 <125 <125
Candida sp.n=1 <42 <42 40 40 3,75 3,75 <125 <1,25
Cryptococcus uniguttulatus n = 3 <4,2-16,7 <4,2-16,7 10-20 10-40 3,75-15 3,75-15 2,5-5 2,5-5
Cryptococcus laurentiin = 1 8,3 8,3 40 40 15 15 2,5 2,5
Trichosporon asahiin = 1 <42 <42 40 40 <19 <19 <1,25 <125
Trichosporon mucoides n = 1 <42 <42 40 40 <19 <19 <1,25 <1,25
Rhodotorula sp.n =2 <42 <42 20-40 20-40 <1,9-3,75 <1,9-3,75 <1,25 <1,25
Rhodotoula mucilaginosa n=2 <42 <42 40 40 <19-3,75 <1,9-3,75 <1,25 <1,25

CC: Clorexidina-cetrimida; HIP: Hipoclorito de sédio; CLO: Derivado de cloro-fenol; CB: Cloreto de benzalconio; CI: Concentragdo de uso indicada

pelo fabricante do desinfetante.
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ginosa (n = 2). Ja a CFM apresentou valores iguais a
concentragao recomendada pelo fabricante em 79,1%
dos isolados, incluindo todas as espécies citadas ante-
riormente mais um isolado de Candida guilliermondii
e Cryptococcus uniguttulatus.

As concentragdes inibitdrias e fungicidas minimas
dos desinfetantes/antissépticos capazes de inibir 50%
e 90% dos isolados provenientes da superficie do am-
biente hospitalar veterinario demonstraram que todos
os produtos testados foram eficazes nas concentra-
¢oes de uso indicadas pelo fabricante. A eliminagao
de 90% dos isolados leveduriformes foi obtida com
concentragdes de 3,7 uL/mL para CC, de 35,8 uL/mL
para HIP, de 5,9 uL/mL para CLO e de 2,9 uL/mL para
o CB (Tabela 2).

Discussao

Néo foram encontrados, na literatura consultada,
artigos cientificos referentes a agdo antifiingica de de-
sinfetantes frente a leveduras isoladas de ambiente ve-
terinario. Entretanto, existem apenas estudos sobre a
acdo de antissépticos frente a essas leveduras isoladas
da cavidade oral (THERAUD et al., 2004; MONTAG-
NER et al., 2009; CHANDRA et al., 2010; ULUDA-
MAR et al,, 2010).

A agao de desinfetantes e antissépticos, como clo-
rexidina, alcool 70°, hipoclorito de sddio, perdxido

de hidrogénio, entre outros, tem sido avaliada frente
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a isolados clinicos e de ambiente de espécies fungi-
cas pertencentes aos géneros Candida, Cryptococcus e
Rhodotorula. Entretanto, apenas a clorexidina a 0,5%
apresentou resultado satisfatdrio frente a esses isola-
dos (THERAUD et al., 2004). Resultado semelhante
foi encontrado por Chandra et al. (2010) que consta-
taram a eficacia da clorexidina a 2% em isolados cli-
nicos de Candida albicans. Os resultados obtidos no
presente trabalho assemelham-se aos descritos por
esses autores, sendo necessarias concentracdes entre
0,4 e 1,6% de clorexidina-cetrimida para inibir os iso-
lados leveduriformes dos géneros Cryptococcus, Rho-
dotorula, Candida e Trichosporon.

Montagner et al. (2009) e Chandra et al. (2010)
compararam a eficacia de solugdes a 5,25 e 0,5% de
hipoclorito de sédio com clorexidina 2% para trata-
mento de canal dentdrio humano, no qual hipoclorito
de sédio apresentou melhor desempenho, impedindo
crescimento de Candida albicans. No presente estudo,
o hipoclorito de sédio foi o que apresentou menor ati-
vidade antifingica quando comparado aos outros de-
sinfetantes ensaiados, com 64% dos isolados inibidos
na concentragdo recomendada pelo fabricante (4%).

Os desinfetantes derivados de cloro-fenol e do clo-
reto de benzalconio foram eficazes frente aos isolados
leveduriformes testados no presente estudo, o que
concorda com Santos et al. (2007), que constataram a

atividade fungicida de derivado de cloro-fenol e amo-

Tabela 2 - Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Fungicida Minima (CFM) por desinfetante/antisséptico
capazes de inibir 50 e 90% dos isolados leveduriformes obtidos em ambiente hospitalar veterinario da cidade de

Pelotas, RS, Brasil. Coletas efetuadas em 2008

DESINFETANTE

CIM (uL/mL)

CFM (uL/mL)

50%

90% 50% 90%

Clorexidina-cetrimida

(CI- 66,7 uL/mL) 7
Hipoclorito de sédio
(CI- 40 uL/mL)
Derivado de cloro-fenol

(CI- 30 uL/mL) 2,7

23,8

Cloreto de benzalconio

(CI- 20 uL/mL) 12

3,7 7 3,7
36,1 23,1 35,8
58 2,8 59
2,8 1,3 2,9

CI: Concentragdo de uso indicada pelo fabricante do desinfetante
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nia quaternaria frente a isolados de C. albicans nas
concentracoes de 0,1% a 10%.

Pedrini e Margatho (2003), testando diferentes con-
centragdes de hipoclorito de sédio frente a linhagens
padroes de bactérias causadoras de mastite clinica,
constataram que a diluigdo 0,5% nao foi efetiva fren-
te a estes isolados. O cloreto de benzalconio a 1% foi
ativo apenas contra gram positivos e a clorexidina a
0,5% foi quem apresentou a melhor atividade sobre
as linhagens testadas. A eficacia da clorexidina frente
a micro-organismos bacterianos e fungicos patogéni-
cos tem sido descrita por diversos autores (XAVIER et
al., 2007; MEDEIROS et al., 2009).

Relatos de infecgdes por leveduras tém sido cada vez
mais frequentes na clinica de pequenos animais. Na
literatura consultada, foram encontrados relatos de
infecgdes sistémica e cutanea em caes por C. glabra-
ta e C. parapsilosis, além de espécies de Trichosporon,
Rhodotorula e Cryptococcus nao neoformans associa-
das a infec¢Oes urinarias e respiratorias (DALE, 1972;
WAURZYNIAK et al., 1992). Por outro lado, embora
ainda nao existam relatos da ocorréncia de micoses
em pequenos animais causadas por Candida cate-
nulata, C. famata, C. lipolytica e Trichosporon asahii

utilizadas no presente estudo, estas espécies possuem
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potencial patogénico tanto para animais quanto para
humanos. Além disso, esses fungos estdo cada vez
mais relacionados a doengas graves em humanos,
principalmente em imunodeprimidos (BARBERI-
NO et al,, 2006; MEDRANO et al., 2006; PFALLER;
DIEKEMA, 2007).

Em animais, tem-se aprofundado os estudos da
ocorréncia de micoses, principalmente como diag-
nostico diferencial de outras enfermidades. Assim,
Medeiros et al. (2009) relataram que a desinfeccao
do ambiente hospitalar é um dos mais importantes
aspectos na prevengdo de enfermidades nosocomiais,
de forma que a escolha do produto mais adequado
para este fim € crucial para a eliminagdo de patégenos

oportunistas.

Conclusao

As leveduras provenientes da superficie de ambien-
te veterinario foram suscetiveis aos quatro desinfetan-

tes/antissépticos testados.
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