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RESUMO: Programas de higiene e desinfeccdo séo essenciais no controle ambiental de agentes
fungicos potencialmente patogénicos aos homens e animais, dessa forma objetivou-se avaliar a
acao antifungica do hipoclorito de sédio 4% e do digluconato de clorexidina 6,6% em doze isolados
fungicos. Foram testados fungos isolados do ambiente e de casos clinicos como Aspergillus spp..
Candida spp.., Microsporum spp.., Malassezia pachydermatis, Cryptococcus neoformans e
Sporothrix schenckii. Foram utilizadas as técnicas de microdiluicdo em caldo e difusdo em &gar
conforme protocolos descritos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) com
adaptacdes para agentes quimicos. Todos os isolados foram sensiveis a concentracdes inferiores a
recomendada pelo fabricante do digluconato de clorexidina (6,6%) com concentracdo inibitdria
minima (CIM) e concentracdo fungicida minima (CFM) entre <0,42 a 1,68%. Para o hipoclorito de
sédio, 58,3% dos isolados foram resistentes a concentracdo recomendada pelo fabricante (4%)
apresentando CIM e CFM entre 2 e >8%. O digluconato de clorexidina apresentou maiores zonas de
inibicdo do que o hipoclorito de sodio, com halos de até 31lmm de diametro. A clorexidina
demonstrou acédo fungicida em baixas concentrac6es sendo eficaz na eliminagdo de fungos
filamentosos e leveduriformes de importancia meédica e veterinaria, enquanto o hipoclorito de sédio
somente obteve esta acdo em altas concentracdes.

Palavras-chave: hipoclorito de sodio; digluconato de clorexidina; leveduras; dermatofitos;
Aspergillus spp..

EFFICACY OF DISINFECTANT SOLUTIONS IN THE ELIMINATION OF FUNGI OF
MEDICAL AND VETERINARY IMPORTANCE

ABSTRACT: Hygiene and disinfection programs are essential in the environmental control of fungal
agents potentially pathogenic to humans and animals. In this study it was evaluated the antifungal
activity of 4% sodium hypochlorite and 6.6% chlorexidine digluconate solutions against twelve fungal
isolates. Fungi such as Aspergillus spp.., Candida spp.., Microsporum spp.., Malassezia
pachydermatis, Cryptococcus neoformans and Sporothrix schenckii obtained from environment and
clinical cases were tested. Broth microdilution and agar diffusion techniques describes by the Clinical
and Laboratory Standard Institute (CLSI) adapted to the chemical solutions were utilized. All isolates
were sensible in concentrations minor of the recommended by manufacture of the chlorexidine
digluconate (6.6%) with minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal fungicidal concentration
(MFC) =0.42 to 1.68%. To sodium hypochlorite was observed that 58.3% of the isolates were
resistant to the concentration recommended by manufacturer (4%) with MIC and MFC values
between 2 and >8%. Chlorexidine digluconate presented greater inhibition zone than sodium
hypochlorite, with halos of even 31mm of diameter. Chlorexidine demonstrated fungicidal action in
low concentrations being efficient in the elimination of mycelial fungi and yeasts of medical and
veterinary importance, while the sodium hypochlorite only obtained this action in high concentrations.
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INTRODUCAO

O aumento de diagndsticos de
doencas causadas por fungos nas
Gltimas décadas alerta para a
importancia do controle destes agentes
como causadores de infeccdo e
contaminagdo de ambientes. Dados
relativos a humanos demonstram um
aumento de 207% na incidéncia de
fungemias, entre os anos de 1979 e
2000, acometendo  principalmente
imunocomprometidos e pacientes
hospitalizados com sérias doencas de
base (Pfaller & Diekema, 2007). Em
medicina veterinaria, os casos de
infeccbes causadas por Candida spp..,
Malassezia pachydermatis, Sporothrix
schenckii e dermatofitos tém sido
descritos com frequéncia em pequenos
animais, assim como, infec¢cbes por
Aspergillus spp.. em animais marinhos
(Cleff et al., 2007; Xavier et al., 2007a;
Madrid et al., 2010)

Os fungos possuem ampla
distribuicdo na natureza, podendo ser
encontrados no ar, agua, terra, animais
e alimentos, sendo responsaveis pela
contaminacdo de diversos materiais. Em
ambientes clinicos e hospitalares, a
presenca de fungos e bactérias no ar e
superficies é frequente (Alangaden,
2011, Mattei et al, 2011a).
Recentemente, Mattei et al. (2011b)
isolaram o fungo Sporothrix schenckii de
ambiente  hospitalar  veterinario e
domiciliar, alertando para a
possibilidade de infeccdo de animais e
humanos presentes nestes ambientes.

As infecgcbes  fungicas  séo
consideradas uma das causas do
aumento da morbidade e mortalidade de
pacientes hospitalizados. Evidéncias de
transmissdo de infec¢bes por Candida
spp.., Aspergillus spp.. e Cryptococcus
neoformans pelo meio ambiente sé&o
bem descritas na literatura (Anvisa,
2010; Wang et al., 2005). Neste sentido,
0 processo de desinfeccdo torna-se de

veterinaria

extrema importancia podendo resultar
na redugcdo de 99% da carga
microbiana, quando associado a
limpeza prévia (Rutala & Werber, 2004).

Programas de higiene e
desinfeccdo sdo essenciais no controle
ambiental de agentes potencialmente
patogénicos aos homens e animais, e
desse modo o uso de desinfetantes
torna-se a ferramenta principal e um dos
procedimentos fundamentais de
biosseguranca. Para tanto, o produto
quimico  escolhido deve realizar,
efetivamente, as funcoes de
descontaminacéo e desinfeccao
(Bambace et al., 2003). A desinfeccao
ambiental deve ser realizada com
rodizio periodico de agentes quimicos
capazes de eliminar ou inibir o
crescimento microbiano (Xavier et al.,
2007b).

Visto o0 potencial patogénico
apresentado por muitos fungos torna-se
importante a desinfecgdo correta do
ambiente, assim, a escolha de um
produto com amplo espectro de acéo e
com pouca interferéncia por matéria
organica € fundamental para a
eliminacdo fungos patogénicos do
ambiente. Dessa forma, o0 presente
estudo avaliou a acdo antifungica do
hipoclorito de sodio e digluconato de
clorexidina através das técnicas de
difusdo em &agar e microdiluicdo em
caldo frente a fungos de importancia
médica e veterinaria.

MATERIAL E METODOS

A sensibilidade de doze isolados
fungicos foi avaliada frente a solucéo
aquosa de desinfetantes com principio
ativo de hipoclorito de sédio 4% e
digluconato de clorexidina 6,6% atraves
das técnicas de microdiluicdo em caldo
e difusédo em agar.

Para a realizagcdo dos testes de
suscetibilidade foram utilizados isolados
ambientais e clinicos de Aspergillus
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flavus (n=1), A. niger (n=1), Candida
guilliermondii (n=1), C. famata (n=1),
Microsporum canis (n=1), M. gypseum
(n=1), Malassezia pachydermatis (n=2),
Cryptococcus neoformans (n=2) e
Sporothrix schenckii (n=2) estocados
em micoteca. Para a producdo dos
in6culos, os fungos leveduriformes
foram repicados em placas de Petri
contendo &gar Sabouraud dextrose
acrescido de cloranfenicol (SDA),
incubados a 35°C por 48 horas. Os
fungos dos géneros  Aspergillus,
Microsporum e  Sporothrix  foram
cultivados em &gar batata dextrose,
incubados a 30°C por até sete dias.
Posteriormente, as estruturas flngicas
infectantes foram removidas do meio de
cultivo, transferidas para tubos estéreis
contendo solugdo salina 0,85% e
ajustadas em espectrofotbmetro a
530nm com transmitancia de 70%
alcancando densidade final de 1 a 5 x
10° células/mL.

A técnica de microdiluicdo em
caldo foi realizada conforme o protocolo
do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) M38-A2 para os fungos
filamentosos e M27-A3 para leveduras,
com adaptacao para agentes quimicos.
Foram utilizadas placas de microdiluicéo
(96 orificios) estéreis, as quais foram
preenchidas com o inéculo fangico e
com os desinfetantes previamente
diluidos em caldo RPMI 1640
adicionado de tampédo MOPS ou caldo
Sabouraud (M. pachydermatis),
resultando em 2 a 0,062 vezes a
concentracdo de wuso indicada pelo
fabricante. Todas as amostras dos
isolados foram testadas em duplicata
frente as diferentes concentracdes dos
dois desinfetantes. As microplacas
foram incubadas a 35°C, a leitura visual
foi realizada ap6s 72h e determinada a
concentragdo inibitéria minima (CIM). A
concentracdo fungicida minima (CFM)
foi realizada através da semeadura de
10uL de cada linha da microplaca em
SDA, incubado a 35°C por cinco dias.

Para o teste de difusdo em agar
foram utilizados discos de papel filtro
esterilizados com 5mm de diametro
(Whatman n°1), imersos na diluicdo de
uso (recomendada pelos fabricantes) e
em agua destilada estéril (controle) por
24h. Os isolados foram semeados por
espalhamento, em duplicata, em placas
contendo SDA e incubadas a 32°C por
sete dias. ApoOs este periodo foi
mensurado o halo ao redor dos discos
correspondente a zona de inibicdo do
crescimento fangico.

RESULTADOS

Os resultados dos testes de
microdiluicdo em caldo variaram de
<0,42 a 1,68% para o digluconato de
clorexidna e de 2 a 8% para o
hipoclorito de sédio. No teste de difusao
variaram de 0 a 31mm para o
digluconato de clorexidina e de 0 a 8mm
para o hipoclorito de sddio (Tabelal).

Tabela 1 — Valores de Concentracdo Inibitdria Minima (CIM), Concertragio
Fungicida Minima (CFM) e zona de inibicdo (Z1) do crescimento fingico para
digluconato de clorexidina e hipoclorito de sddio em fungos filamentosos e
leveduriformes.

Digluconato de Clorexidina Hipoclorito de Sadio

- Cl': 5,6% ClL4%
Isolado fiingico o RN @ oW oM Z
% %% mm
C. guiliermondif <0,42 1,68 7
C. famata® =0,42 = 0,42 7

M. pachydermatis® <042 =042 A
M. pachydermatis® =042 = 0,42 30

C. necformans® =042 =042 B
C. neoformans® =042 = 0,42 8
A. flavus® 0,42 =042 0
A. niger’ =042 =042 5
M. canis® <0,42 < 0,42 12
M. gypseurnt <0,42 < (1,42 12

@ o oo e oo R
wow

o bbb Mo oo e oo R

DDDDDDDDDDHOD;’

5. schencki® 20,42 0,42 7
5. schenchi® 20,42 =042 18
! Cl=Concentracio de uso indicada pelo fabricante;
? isolados de ambiente; * isolados de caso clinico de ofite canina; * isolados de

criptococose feling; * isolados de dematofitose; ® isolados de esporotricose

felina

No teste de microdiluicio em
caldo, o digluconato de clorexidina
apresentou valores de CIM e CFM
abaixo ou igual a 0,42% para todos os
isolados com excecao a C.
guilliermondii, para a qual a CFM foi de
1,68%. Os valores de CIM e CFM para o
digluconato de clorexidina foram cerca
de cinco vezes menores que a
concentracdo indicada pelo fabricante
(6,6%). Ja o hipoclorito de sédio
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apresentou valores de CIM e CFM que
variaram de 2% para os isolados de M.
canis e M. gypseum, 4% para M.
pachydermatis (n=2), S. schenckii (n=1)
e de 8% para os isolados C.
guilliermondii, C. famata, C. neoformans
(n=2), A. flavus, A. niger e S. schenckii
(n=1). O hipoclorito de sddio apresentou
CIM e CFM maior que a concentracao
indicada pelo fabricante do desinfetante
(4%) em 58,3% (7/12) dos isolados
testados.

No teste de disco difusdo os
maiores halos de inibicdo observados
foram do digluconato de clorexidina que
alcancaram 30 e 31mm de diametro
frente aos isolados de M.
pachydermatis, seguido de S. schenckii
com 18 e 17mm, M. canis e M. gypseum
com 13 e 12mm, C. neoformans com 6
e 8mm, C. guilliermondii e C. famata
com 7mm e A. niger com 5mm, nao
sendo observada zona de inibicdo para
A. flavus. Ja para o desinfetante a base
de hipoclorito de sodio a auséncia de
zona de inibicdo do crescimento foi
observada em 83,3% (10/12) dos
isolados, estando presente apenas
frente os isolados C. guilliermondii
(8mm) e C. famata (7mm).

DISCUSSAO

Em medicina veterinaria,
pesquisas a respeito da atividade
antifingica de agentes quimicos

utilizados na desinfec¢cdo de ambientes
veterinarios sdo escassos (Santos et al.,
2007; Xavier et al., 2007b). Entretanto,
estudos acerca da atividade antifungica
da clorexidina e do hipoclorito de sédio
tém sido realizados extensivamente na
area da odontologia (Waltimo et al.,
1999; Estrela et al., 2003; Fraiser et al.,
2004; Vianna et al., 2004; Menezes et
al., 2008; Chandra et al., 2010).

A acdo antimicrobiana da
clorexidina tem demonstrado resultados
contraditorios, sendo considerado que

veterinaria

sua acéo frente a fungos é menos eficaz
do que em bactérias (Fraiser et al.,
2004). Entretanto, pesquisas
relacionadas ao potencial fungicida
contra leveduras, especialmente do
género Candida, mostram que a
clorexidina €& eficaz, agindo em
concentracfes de 0,2 a 2% (Vianna et
al., 2004; Chandra et al., 2010).
Guardabassi et al. (2010) demonstraram
maior sensibilidade de Malassezia spp.
a clorexidina quando comparada com
bactérias como Proteus mirabilis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli
e Pseudomonas aeruginosa.

Os resultados encontrados no
presente estudo corroboram os dados
descritos por outros autores,
demonstrando que concentracdes em
torno de 0,5% de clorexidina sao
eficazes em fungos leveduriformes e
filamentosos como C. albicans, C.
neoformans, A. fumigatus, A. niger e A.
flavus (Bambace et al., 2003; Théraud et
al., 2004; Xavier et al., 2007b). Na
difusdo em 4gar, a clorexidina
apresentou variacbes no tamanho do
halo de inibicio de acordo com a
espécie fungica testada com halos
inferiores a 10mm para isolados de
Aspergillus  spp., Candida spp. e
Cryptococcus neoformans e, superiores
a 10mm para Malassezia
pachydermatis, Microsporum spp. e
Sporothrix schenckii. Diferentemente,
Estrela et al. (2003) demonstraram
halos de inibicdo de 16mm utilizando
isolados de Candida albicans.

O hipoclorito de sédio é indicado
para desinfeccdo de superficies néao
metélicas e com presenca de matéria
organica, apresentando efeito fungicida
em concentracdes de 0,02 a 1% (Brasil,
2010). A atividade antibacteriana do
hipoclorito de so6dio 1% também foi
demonstrada frente a bactérias de
importancia na  avicultura  como
Salmonella enteritidis, Staphylococcus
aureus e Escherichia coli (Jaenisch et
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al.,, 2010). A acdo fungistatica e
fungicida do hipoclorito e produtos a
base de cloro em concentragbes menor
ou igual a 1% foi descrita em C.
neoformans, C. albicans e espécies de
Trichophyton (Waltimo et al., 1999;
Gupta et al., 2001; Théraud et al., 2004;
Wang et al., 2005). Entretanto, outros
autores demonstraram que esta agao foi
obtida somente em concentracdes de 2
e 5,25% para A. niger e C. albicans,
respectivamente (Vianna et al., 2004,
Pap et al, 2006). Porém, deve-se
considerar que as técnicas utilizadas no
presente estudo para avaliar a agao
antifangica do hipoclorito de sédio
diferem das utilizadas pelos autores
acima descritos, o que pode ter
determinado a baixa efichcia do
hipoclorito de sodio encontrada neste
estudo.

Os valores de CIM e CFM obtidos
pela técnica de microdiluicdo se
assemelham aos descritos por Menezes
et al. (2008) sendo menores para
clorexidina do que para o hipoclorito de
sodio. De forma similar, Estrela et al.
(2003) também verificaram menor
tamanho de halo de inibicdo na técnica
de difusdo para hipoclorito de sédio do
que para clorexidina.

No presente estudo nao foram
observadas diferencas na
suscetibilidade entre fungos
filamentosos e leveduriformes frente aos
agentes quimicos testados embora,
alguns autores descrevam que fungos
filamentosos sdo menos sensiveis a
agentes biocidas e desinfetantes do que
leveduras (Fraiser et al., 2004). Ambas
as técnicas utilizadas apresentaram
resultados similares, sendo que pela
microdiluicio em caldo foi possivel
determinar a CIM e CFM enquanto, que
a difusdo em agar apenas determinou
presenca ou auséncia de crescimento
fungico, considerando que ndo existem
valores de halos de inibicao
protocolados, de forma a determinar a
sensibilidade do micro-organismo em

sensivel, intermediario ou resistente ao
produto testado.

CONCLUSAO

O digluconato de clorexidina e o
hipoclorito de sodio demonstraram agéo
fungicida com resultados similares entre
as técnicas testadas. O digluconato de
clorexidina apresentou atividade em
baixas concentracdes sendo eficaz na
eliminacdo de fungos filamentosos e
leveduriformes de importancia médica e
veterinaria, enquanto o hipoclorito de
sédio somente obteve esta acdo em
altas concentracoes.
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