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Resumo

MATTEI, Antonella Souza. Pesquisa de fungos com potencial patogénico em
ambientes e equipamentos de uso veterinario e avaliacdo da desinfeccao
hospitalar. 2010. 83f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pdés-Graduacdo em
Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O presente estudo teve como obijetivo isolar fungos filamentosos e leveduriformes de
clinicas e consultérios veterinarios, pet shops e hospital veterinario da cidade de
Pelotas/RS, bem como avaliar a eficacia in vitro dos desinfetantes/antissépticos
utilizados na limpeza dos locais estudados. Foram realizadas coletas de superficie
do hospital veterinario antes e apos a desinfeccdo da sala do consultorio, sala
cirargica, internacao e UTI, através de placas de contato contendo agar Sabouraud
acrescido de cloranfenicol, incubadas a 32°C por cinco dias, para obtencdo de
unidades formadoras de colbénias (UFC). Posteriormente, foi realizado o teste de
suscetibilidade in vitro dos isolados fungicos frente ao hipoclorito de sédio, cloreto de
benzalcénio, clorexidina-cetrimida e derivado cloro-fenol. Em pet shops, consultérios
e clinicas veterinarias também foram coletadas amostras de rascadeiras e laminas
da maquina de tosa através de swabs estéreis e impressdo em placas contendo
agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol e azeite de oliva e agar Mycosel®,
incubadas a 25° e 32°C, por até 15 dias. No ambiente hospitalar, a contagem das
UFC/cm? filamentosas e leveduriformes foi maior na sala de internacdo antes da
desinfeccédo, enquanto que, a sala cirargica foi a menos contaminada. A analise das
superficies demonstrou que a baia era a mais contaminada antes da desinfecc¢ao,
enquanto que a calha apresentava menor contaminacdao. O crescimento de fungos
filamentosos ocorreu em 88,9%(192/216) das amostras antes da desinfeccao,

identificado Aspergillus spp em 29,2%(56/192). Ja o crescimento de fungos



leveduriformes ocorreu em 11,1%(24/216) das amostras, com o0s géneros Candida,
Malassezia, Rhodotorula e Cryptococcus. Apés a desinfec¢cdo houve crescimento de
fungos filamentosos em 73,3%(143/195) das amostras, sendo identificado o género
Aspergillus em 28,7%(41/143). O crescimento de fungos leveduriformes ocorreu em
26,2%(51/195) das amostras, pertencentes aos géneros Candida, Malassezia,
Rhodotorula e Cryptococcus e 0,5% foi o percentual de isolamento de fungo
dimorfico, Sporothrix schenckii. Das 150 amostras obtidas dos instrumentos de tosa,
o crescimento fungico ocorreu em 58 amostras, sendo 58,6% (34/58) referentes a
lamina da maquina de tosa e 41,4% (24/58) a rascadeira. Foram identificados os
géneros Candida (34,7%), Malassezia (47,5%), Trichosporon (2,5%) e Rhodotorula
(15,3%), porém nao foram isolados dermatdfitos. A concentracao inibitéria minima
(CIM) e concentracao fungicida minima (CFM) dos isolados de Aspergillus spp frente
aos quatro desinfetantes/antissépticos variaram de < 1,25 a > 160 pyl/mL e < 1,25 a
80 ul/mL, respectivamente. Enquanto que, tanto a CIM e CFM dos isolados dos
géneros Candida, Cryptococcus, Trichosporon e Rhodotorula frente aos quatro
desinfetantes/antissépticos, variaram de < 1,25 a 40 pl/mL. Os resultados obtidos
permitem concluir que, no ambiente hospitalar veterinario estdo presentes fungos
filamentosos e leveduriformes e apds a desinfeccdo houve reducdo da
contaminacao fungica, porém nao apresentando diferenca estatistica significativa;
considerando os instrumentos de tosa, a lamina da maquina de tosa foi a mais
contaminada, com predominancia do género Malassezia; a clorexidina-cetrimida,
cloreto de benzalconio e derivado de cloro-fenol foram eficazes na concentracédo de
uso indicada pelo fabricante, enquanto que o hipoclorito de sédio na concentracéo

de uso néo inibiu o crescimento fungico de 56,1% dos isolados testados.

Palavras-Chaves: Leveduras. Aspergillus spp. Ambiente hospitalar. Instrumentos de
tosa. Desinfetantes. Antissépticos.



Abstract

MATTEI, Antonella Souza. Pesquisa de fungos com potencial patogénico em
ambientes e equipamentos de uso veterinario e avaliacdo da desinfeccéo
hospitalar. 2010. 83f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pdés-Graduacdo em
Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The aim of this study was isolate filamentous fungi and yeast from veterinary clinics,
pet shop and veterinary hospital in Pelotas cityyRS and do in vitro test of
disinfectants/antiseptics used for clean these places. Surfaces samples were
collected from the veterinary hospital before and after the disinfection of the doctor’s
room, surgery room, internation room and UTI. Samples were collect using contact
plates containing agar Sabouraud dextrose added of chloramphenicol, which were
incubate at 32°C during five days. After that, the in vitro susceptibility test against
sodium hipoclorite, benzalkonium chloride, chlorhexidine-cetrimide and chlorine-
phenol derivate was done. Samples from the pet shop, veterinary room and clinics
were collected with brush and blade of shearing machine with swabs and cultured in
plates containing Sabouraud dextrose agar added of chloramphenicol and olive-oil
and Mycosel® agar, incubated at 25° and 32°C, for 15 days. In the hospital
environment, the filamentous and yeast colonies (CFU/ cm?) was higher in the
internation room, showing fungal contamination before disinfection, while the surgical
room was the less contaminated. The surfaces studied showed that the stall was the
most contaminated before the disinfection, while the trough had a lower contamination.
Filamentous fungi grew in 88.9% (192/216) of samples before disinfection, within
Aspergillus spp identified in 29.2% (56/192). While, yeasts were recovered in 11.1%
(24/216) of samples; corresponding to Candida, Malassezia, Rhodotorula and

Cryptococcus genus. After a disinfection, filamentous fungi growth occurred in



73.3%(143/195) of samples, within Aspergillus genus corresponded to
28.7%(41/143). The yeast fungi growth was found in 26.2%(51/195) of samples, and
belong to Candida, Malassezia, Rhodotorula and Cryptococcus genus and 0.5% of
dimorphic fungi, Sporothrix schenckii. Of these 150 samples through shearing
instruments, the fungi growth was observed in 58 samples, within 58.6% (34/58) at
blade of shearing machine and 41.4% (24/58) from brush. There, Candida (34.7%),
Malassezia (47.5%), Trichosporon (2.5%) e Rhodotorula (15.3%) were the genus
identified, noone dermatophytes was obtain. The range of minimum inhibitory
concentration (MIC) and minimum fungicide concentration (MFC) of
disinfectants/antiseptics against Aspergillus spp isolates were < 1.25 to > 160 pl/mL and
< 1.25 to 80 pl/mL, respectively. Whereas, range of MIC and MFC of
disinfectants/antiseptics against Candida, Cryptococcus, Trichosporon and
Rhodotorula genus isolates were < 1.25 to 40 pl/mL. In the veterinary hospital
environment filamentous fungi and yeast are present. After disinfection a decrease in the
fungal contamination occurs, but without statistically significant. About shearing instruments,
the blade of shearing machine was the most contaminated part, with a predominance of

Malassezia genus. The benzalkonium chloride, chlorhexidine-cetrimide and chlorine-
phenol derivated were effective in the use concentration recommended by the

manufacturer, while the sodium hypochlorite use concentration did not inhibit fungal growth
of 56.1% of isolates tested.

Key-words: Yeasts, Aspergillus spp. Hospital environment. Shearing instruments.

Disinfectants. Antiseptics.
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1 Introducéo

Os ambientes hospitalares sdo importantes fontes de infecgbes para uma
grande variedade de microrganismos que podem ser responsaveis por doencas
infecciosas superficiais a sistémicas. Dessa forma, alguns fatores como, estado de
comprometimento do hospedeiro, cadeia de transmissdo no hospital e presenca de
microrganismos no ambiente sdo determinantes para a instalacdo e
desenvolvimento de enfermidades (PANAGOPOULOU et al., 2002). Neste contexto,
os fungos filamentosos e leveduriformes pertencentes aos géneros Aspergillus,
Candida, Cryptococcus, Malassezia e Rhodotorula sdo apontados como alguns
importantes agentes causadores de micoses oportunisticas. Estes microrganismos
apresentam maior probabilidade de causar infec¢cdes hospitalares por serem
ubiguos, podendo manter-se no ambiente e em superficies por periodos
prolongados (PFALLER; DIEKEMA, 2007; VONBERG; GASTMEIER, 2006; MORRIS
et al., 2000). A concentracdo de fungos no ambiente depende de diversos fatores,
incluindo, nimero de pacientes, circulacdo de pessoas, intensidade das trocas de ar
e ainda da limpeza e desinfec¢cdo ambiental (FALVEY; STREIFEL, 2007).

A preocupacdo com as infeccdes oportunisticas estende-se além do
ambiente hospitalar, sendo importante também em locais onde ha um transito
intenso de animais, como em exposi¢cdes, pet shops, feiras e canis. Nestas
situacGes ocorre a predisposicao para o estresse que facilita a instalagdo de fungos
oportunistas, em especial os dermatofitos (LACAZ et al., 2002; SIDRIM; ROCHA,
2004).
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A populacdo de animais de companhia, nos ultimos anos, tem aumentado
significativamente, estando estes cada vez mais inseridos no cotidiano. Seguindo
esta tendéncia mundial, na regido de Pelotas/RS/Brasil, estima-se que a populacéo
de caes seja aproximadamente de 60 mil, havendo um céo para cada 5,6 habitantes
(LAUTENSCHLAGER, 2008). Desse modo, os cuidados com animais de estimagio
dispensados pelos proprietarios cresceram auxiliados pelo surgimento de pet shops,
consultérios e clinicas veterinarias, sendo de grande importancia que se estabeleca
um sistema de higienizac&o nestes locais.

Nos ultimos anos, as infec¢cdes fungicas adquiriram grande importancia
mundial devido ao aumento do nimero de pacientes imunocomprometidos, 0s quais
sd0 mais suscetiveis ao desenvolvimento de infec¢cdes oportunisticas cutaneas,
oculares, pulmonares ou sistémicas. Além disso, algumas cepas do ambiente
hospitalar tornaram-se resistentes a drogas antimicrobianas dificultando dessa
forma, o tratamento e controle das infec¢cdes (FLEMMING et al., 2002; ALMEIDA et
al., 1988).

Cada vez torna-se mais atual a idéia de que a profilaxia € o maior aliado,
fazendo-se necessario um grande esforco para manter a infeccdo sob controle
dentro dos padrbes preconizados pelo setor de controle de infeccdo hospitalar
(SHERLOCK et al., 2009; ANDERSEN et al., 2009). Os principios basicos de
limpeza, desinfeccao, esterilizacdo e biosseguranca sao equivalentes em hospitais
veterinarios, porém devido a algumas particularidades, estes processos ndo sao
devidamente padronizados e avaliados, embora existam riscos de contaminagao
cruzada e infeccBes hospitalares (SANTOS et al., 2007).

Apesar dos grandes avancos em todas as areas da saude, o controle das
infeccBes hospitalares continua sendo um grande desafio, uma vez que a infec¢ao
hospitalar € toda a infeccdo adquirida apdés a admissdo do paciente, e que se
manifesta durante a internacdo ou apos a alta, quando puder ser relacionada com a
prépria internacdo ou ainda com procedimentos hospitalares (SHERLOCK et al.,
2009; OWENS; STOESSEL, 2008).

Varios estudos tém sido realizados na area de medicina humana com intuito
de pesquisar a presenca e classificar os agentes no ambiente de hospitais e clinicas
(XAVIER, 2003; AQUINO et al., 2005; BARBERINO et al., 2006; COLOMBO et al.,
2007; MEDRANO et al.,, 2006;) no entanto, na medicina veterinaria Sdo raros.

Estudos prévios avaliando a contaminacdo ambiental de clinicas, centros de
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recuperacdo e hospital veterinario, demonstraram a presenca de inUmeras espécies
de bactérias e fungos, algumas com grande potencial patogénico para 0os animais,
especialmente os portadores de imunodeficiéncias e aqueles submetidos a
procedimentos invasivos ou periodos prolongados de internacdo (MATTEI et al.,
2006; SANTOS et al., 2007; XAVIER et al., 2008).

Desse modo, o estudo das micoses em animais adquiriu grande importancia,
devido ao fato de que muitas espécies de fungos leveduriformes e filamentosos, que
anteriormente eram considerados n&o-patogénicos, tém atuado como agentes
oportunistas, causando enfermidades nestes hospedeiros (SPANAMBERG et al.,
20009).

Assim, este trabalho busca contribuir com informacdes referentes a esta
literatura escassa na area, com intuito de levantar dados que possam a vir auxiliar

na profilaxia e prevengao de doengas fungicas oportunistas em animais.



2 Reviséo Bibliografica

2.1 Contaminagéao fungica ambiental

A contaminacdo do ambiente hospitalar por bactérias, virus e fungos ocorre
através do ar, agua e objetos que ocasionalmente sdo contaminados através de
urina, pus e outros fluidos de pacientes internados. Assim, a presenca de superficies
contaminadas constitui uma importante fonte de infeccdo e transmissdo de
patdgenos para pacientes internados e imunocomprometidos. O fator mais relevante
para a prevencdo da infeccdo hospitalar € a higiene das maos, porém estas
mantendo contato com superficies contaminadas podem readquirir patégenos e
dissemina-los aos pacientes. Dessa maneira, 0 monitoramento de ambientes tem
sido prioridade na qualidade dos hospitais (SHERLOCK et al., 2009). A remocao
destes fluidos é o principal objetivo para o controle da infeccdo hospitalar (AYLIFFE
et al., 1966).

As infec¢Bes fungicas sdo comuns e possuem grande importancia em
pacientes imunocomprometidos, por serem dificeis de tratar e muitas vezes,
anteciparem a sua morte, como por exemplo, em pacientes com transplante de
medula éssea, uma infeccdo invasiva por leveduras ou aspergilose pulmonar é
responsavel por pelo menos metade das mortes precoces (MORRIS et al., 2000).
Um estudo realizado sobre a epidemiologia da septicemia descreveu um aumento
de 207% dos casos por fungos entre 1979 a 2000, sendo relacionados aos fungos
dos géneros Aspergillus, Candida e Cryptococcus (PFALLER; DIEKEMA, 2007).
Dentro os fatores de patogenicidade, estd a capacidade de algumas espécies de

leveduras formar biofilme, potencializando seus fatores de viruléncia, adquirindo
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assim maior protecdo contra as defesas do hospedeiro e ambiente (ZANATTA;
ROSING, 2007).

As rotinas de boa higiene, baseadas na limpeza de superficies séo
recomendadas para controlar a propagacdo de patdgenos em ambientes
hospitalares. A limpeza remove mecanicamente sujidades que predispéem o
crescimento de microorganismos e elimina a flora residente (ANDERSEN et. al,
2009). Os principios basicos de limpeza, desinfeccao, esterilizacdo e biosseguranca
sdo equivalentes em hospitais veterinarios, porém devido algumas particularidades,
estes processos ndo sao devidamente padronizados e avaliados, embora existam

riscos de contaminacéo cruzada e infec¢des hospitalares (SANTOS et. al, 2007).

2.2 Desinfetantes e Antissépticos

No mercado existem diferentes principios ativos de desinfetantes, sendo
necessario o conhecimento do espectro de atividade desejada, toxicidade, poder
residual, custo e natureza do material a ser tratado. Nao existe um produto que
apresente todas as caracteristicas citadas, possuindo vantagens e desvantagens
gue devem ser avaliadas no momento da selecdo para o uso (MCDONNELL;
RUSSEL, 1997).

A clorexidina foi sintetizada nos anos 40 e introduzida no mercado em 1954
como um antisséptico para ferimentos na pele (ZANATTA; ROSING, 2007). E
classificada como uma biguandina, provavelmente o biocida mais usado em
produtos antissépticos, em particular em produtos orais e para lavagem das maos.
Possui largo espectro de acdo, substancialmente para a pele, principalmente pela
baixa irritabilidade. Sua atividade € pH dependente, sendo reduzida na presenca da
matéria organica. Sua acado sobre os fungos ocorre pelo rompimento da parede
celular, resultando no extravasamento do conteudo citoplasmatico, havendo a morte
celular (MCDONNELL; RUSSEL, 1997).

Enquanto que, o cloreto de benzalcénio é classificado como um composto
de amobnia quaternaria, também sendo conhecido como um detergente catidnico.
Usualmente utilizado na antissepsia de mucosas e pele integras, além de superficies
(MCDONNELL; RUSSEL, 1997). Entretanto, Weber et al. (2007) descreveu nos
Estados Unidos que Food and Drug Administration (FDA) nao classifica este produto
como seguro e eficaz para a utlizacdo como antisséptico. Sua agdo ocorre na

membrana citoplasmética da célula fungica, havendo desorganizacdo estrutural
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resultando em efeitos prejudiciais. Possui ainda acdo esporostatica, inibindo o
crescimento dos esporos, mas nao atua no processo de germinagdo (MCDONNELL;
RUSSEL, 1997).

O hipoclorito de sodio é um dos sanitizantes empregados com mais sucesso
nas industrias de alimentos, sendo compostos eficientes e de baixo custo
(BERBARI; PASCHOALINO; SILVEIRA, 2001). Este produto provoca alteracdo no
metabolismo da biossintese celular (GUIDA, 2006). Possui alta toxicidade, odor forte
e pode ocorrer descoloracdo dos itens operatérios (JEANSONNE; WHITE, 1994).
Em odontologia, tem sido eleito como solucéo irrigadora para uso endodontico pela
maioria dos profissionais pela sua acéo oxidante com inibicdo enzimatica irreversivel
nas bactérias (ESTRELA, et. al, 2002), porém na literatura consultada nao foi
encontrada sua acao sobre os fungos.

Agentes antimicrobianos do tipo fendlico tém sido utilizados como
antisséptico e desinfetante, dependendo da propriedade de cada produto. A acéo
sobre os fungos ocorre através do rompimento da membrana plasmatica, ocorrendo
extravasamento celular (MCDONNELL; RUSSEL, 1997). Possui indicacdo para a
desinfeccéo e limpeza de paredes, pisos, superficies fixas em locais de grande risco,
como em ambientes hospitalares, porém tem efeito reduzido na presenca de matéria
organica (ANDRADE; ANGERAMI; PADOVANI, 2000).

2.3 Caracteristicas gerais dos fungos com potencial patogénico

Os fungos séo seres ubiquos encontrados em vegetais, em animais, no
homem, em detritos e no solo, participando ativamente do ciclo dos elementos da
natureza, sendo responsaveis pela decomposicdo de vegetais mortos e reciclagem
de elementos vitais (MEIRELES; NASCENTE, 2009).

O Reino Fungi engloba trés divisbes denominadas Myxomicota,
Mycophycophyta e Eumycota, sendo este Ultimo composto por fungos de
importancia médica. A divisdo Eumycota apresenta cinco subdivisées baseadas nas
estruturas de reproducdo, frutificacdo e ornamentacdo sendo Mastigomycotina,
Zygomycotina, Ascomycotina, Basidiomycotina e Deuteromycotina (LACAZ et al.,
2002).

Os fungos sado eucaribticos, heterotroficos, uni ou multicelulares e de
reproducdo sexuada e/ou assexuada. Os fungos unicelulares, também denominados

leveduras, sdo caracterizados por possuirem células uUnicas de formato oval a
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arredondado, dividindo-se através de brotamento simples, brotamento-fissdo ou
divisdo binaria, podendo apresentar cdpsula composta por mucopolissacarideo e
pseudo-hifas. Durante a fase vegetativa, alguns géneros podem apresentar a forma
filamentosa verdadeira (SIDRIM; ROCHA, 2004).

Os fungos multicelulares, também denominados filamentosos, s&o
caracterizados por apresentarem estruturas tubulares chamadas hifas, as quais
podem ser hialinas ou demaceas, ramificadas, septadas e/ou cenociticas. Possuem
uma porcao vegetativa e uma de frutificacdo, sendo responsavel pela reproducéo.
Quando néao possuem o aparelho de frutificacdo, derivado de um processo sexuado
(perfeito ou teleomorfo) ou assexuado (imperfeito ou anamorfo), caracteriza-se por
micélio estéril. A diferenciacdo das espécies ocorre através de estruturas
vegetativas, de frutificagdo e de ornamentagéo (LACAZ et al., 2002).

Além dessas duas classes, leveduras e filamentosos, existem os fungos
dimérficos que apresentam as duas formas, dependendo principalmente, da
temperatura, nutriente e concentracao de oxigénio (SIDRIM; ROCHA, 2004).

O género Aspergillus pertence a subdivisdo Deuteromycotina, classe
Hyphomycetes, ordem Moniliales, familia Moniliaceae, possuindo mais de 300
espécies, das quais cerca de 20 sdo patogénicas, destacando A.fumigatus, A.flavus
e A.niger (SIDRIM; ROCHA, 2004). Os fungos deste género apresentam colonias
filamentosas de coloracdo, textura e topografia variadas, sendo o A. fumigatus
caracterizado por uma colbnia de textura algodonosa e coloracdo branca, passando
a cinza-esverdeada e de textura pulverulenta, com reverso branco ou acastanhado e
sem pigmento difusivel. Enquanto que o A. niger possui textura algodonosa, de
coloracdo branca ou amarela, que rapidamente torna-se preta com textura arenosa.
O A. flavus apresenta uma textura arenosa de graos grandes e coloracdo amarelo-
esverdeada, com reverso branco ou cinza, podendo tomar o tom castanho-escuro na
presenca de esclerdcitos (SIDRIM; ROCHA, 2004).

Micromorfologicamente, todas as espécies de Aspergillus apresentam hifas
hialinas septadas de aproximadamente 4um de espessura. A estrutura de
frutificacao, tipica do género, é caracterizada por um conidiéforo com uma célula pé
e uma dilatacdo no 4pice chamada de vesicula, onde se inserem as métulas em
espécies bisseriadas, ou as fidlides em espécies unisseriadas, as quais dao origem
aos conidios (SIDRIM; ROCHA, 2004; LACAZ et al., 2002). Este género da origem a

grande quantidade de conidios pequenos, lisos ou rugosos e capazes de serem
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veiculados muito facilmente pelo ar e contaminando os ambientes. Em humanos sé&o
causadores de manifestacfes respiratorias, cutaneas e alérgicas (SIDRIM; ROCHA,
2004).

Aspergilose invasiva € uma das causas da elevada taxa de mortalidade de
pacientes internados, sendo que as espécies comumente envolvidas sdo Aspergillus
fumigatus, seguido do A. flavus, A. niger e A. terreus (LATGE, 1999; ABUNDIS-
SANTAMARIA, 2003). Como o Aspergillus spp. € um fungo ubiquo, milhares de
conidios sdo desprendidos das fidlides diariamente e dispersos no ar, contaminando
o ambiente (LATGE, 1999).

Pesquisas para determinar a prevaléncia de Aspergillus spp em ambientes
hospitalares humanos tem sido desenvolvidas, uma vez que estes sao fontes de
infeccdo em potencial deste fungo (MORRIS et al, 2000; XAVIER, 2003;
VONBERG; GASTMEIER, 2006; FALVEY; STREIFEL, 2007), entretanto em
ambientes veterinarios ainda sdo escassos (MATTEI et al.,, 2006; XAVIER et al.,
2008).

Em caes, a aspergilose pode manifestar-se nas formas sinonasal,
disseminada e pulmonar, sendo a forma sinonasal relativamente comum em caes
adultos jovens, especialmente, dolicocefalicos. A doenca cursa com secrecdo nasal
serosa unilateral podendo tornar-se purulenta e bilateral, além de ocorrer
despigmentacao das narinas (FERREIRA, 2008).

Os dermatofitos sdo fungos queratinofilicos que acometem a pele, pelos e
anexos, sendo taxonomicamente relacionados e pertencentes a subdivisdo
Deuteromycotina, classe Hyphomycetes, ordem Hyphomycetales, familia
Moniliaceae, géneros Microsporum, Epidermophyton e Trichophyton (SIDRIM;
ROCHA, 2004). Estes fungos séo os agentes causadores da dermatofitose, a qual é
considerada a dermatopatia fungica de maior ocorréncia na clinica de pequenos
animais. Apenas 0s @géneros Microsporum e Trichophyton sdo importantes
patdgenos de pequenos animais, principalmente as espécies Microsporum canis, M.
gypseum e T. mentagrophytes (LACAZ et al., 2002).

M. canis é caracterizado como zoofilico, no qual o felino é considerado o
reservatorio assintomatico transmitindo o fungo aos humanos pelo contato direto ou
indireto (NOBRE, MEIRELES; CORDEIRO, 2000). As coldnias apresentam uma
textura algodonosa, com discreto relevo umbilicado e radiado, de tonalidade branca.

O reverso apresenta coloragdo amarelo-liméo, que pode difundir-se pelo meio e com
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o tempo torna-se castanho. O pleomorfismo muitas vezes é evidenciado,
apresentando-se como coldnias algodonosas altas. A microscopia das colGnias
demonstra grande numero de macroconidios fusiformes, de parede grossa e com
septos, que variam de seis a quinze células. Os microconidios, quando presentes,
sdo seésseis e sem valor de diagnoéstico. Podem ainda ser observados
clamidoconidios, érgaos nodulares e hifas pectinadas (LACAZ et al., 2002; SIDRIM,;
ROCHA, 2004). A espécie felina pode comportar-se como portadora assintomatica
desta espécie fungica zoofilica, apresentando indices de transmissdo de 8 até 88%
dos casos zoondticos. Isso ocorre devido a presenca de um emulsificado lipidico na
superficie da pele que inibe a patogenicidade determinada pelos dermatofitos
(NOBRE; MEIRELES; CORDEIRO, 2000; RAMALHO et al., 2007).

M. gypseum € uma espécie geofilica, no qual a infeccdo de humanos e
animais ocorre através do contato com solo. As colonias filamentosas sé&o
caracterizadas macromorfologicamente por uma superficie plana, de bordas
irregulares e extremamente granular, conferindo aspecto de areia de praia, com
pigmentacdo do verso amarelo-acastanhado e reverso pode variar de laranja a
marrom, porém este ndao se difunde pelo meio. Nesta espécie, ha uma forte
tendéncia ao pleomorfismo das coldnias, caracterizadas por superficie algodonosa e
branca, constituida apenas de hifas estéreis. Microscopicamente apresenta uma
grande quantidade de macroconidios simétricos com trés a sete septos com parede
fina, extremidade arredondada e superficie rugosa. Algumas cepas podem ainda
apresentar numerosos microconidios piriformes (LACAZ et al.,, 2002; SIDRIM;
ROCHA, 2004).

A espécie Trichophyton mentagrophytes possui cinco variedades, sendo
interdigitale, nodulare, mentagrophytes, quinckeanum e erinacei. As variedades
interdigitale e nodulare sdo antropofilicas e as outras sao zoofilicas (LACAZ et al.,
2002). As colénias sdo planas, de coloracdo branca a creme e superficie
pulverulenta a granular. Algumas col6nias apresentam dobras ou tufos centrais e
areas penugentas, devido ao pleomorfismo. O reverso possui coloracdo marrom-
amarelado, variando até marrom-avermelhado. No exame direto das colbnias
observa-se uma abundancia de estruturas de frutificacdo como, grande quantidade
de microconidios arredondados e agrupados, conferindo formato de cacho. Os
macroconidios, quando presentes, mostram aspecto de charuto de um a seis septos

transversais ligados a hifas hialinas e septadas. Além de apresentarem estruturas de
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ornamentacdo como, hifas em espiral, 6rgdos nodulares, hifas em raquete e
clamidoconidios intercalares (LACAZ et al., 2002; SIDRIM; ROCHA, 2004).

A dermatofitose é a micose de pele mais freqluentes nos animais de
estimacao. O grande poder de contdgio entre os animais, alto custo do tratamento,
dificuldade de medidas de controle e os efeitos em saude publica desta micose,
pode explicar a sua grande importancia (CHERMETTE, FERREIRO; GUILLOT,
2008).

A transmissdo desta micose pode ocorrer através do contato direto com as
lesdes, entre e intra-espécies ou pelo contato indireto, através de instrumentos
compartilhados e ambientes contaminados (ATES et al., 2008).

A susceptibilidade a dermatofitose depende do estado geral de saude do
animal. Doencgas concomitantes como, hiperadrenocorticismo ou terapia prolongada
com medicamentos podem favorecer o desenvolvimento desta enfermidade. Em
felinos pode estar relacionada a doencas imunossupressoras, como a leucemia
felina (FeLV) e imunodeficiéncia viral felina (FIV) (CHERMETTE, FERREIRO;
GUILLOT, 2008).

As leveduras do género Candida pertencem a subdivisdo Deuteromycotina,
classe Blastomycetes, ordem Moniliales e familia Cryptococcaceae (SIDRIM;
ROCHA, 2004). Existem mais de 190 espécies das quais cerca de 20 apresentam
potencial patogénico. As principais espécies sdo: C. albicans, C. parapsilosis, C.
krusei, C. lusitanie, C. dubliniensis, C. guilliermondii, C. tropicalis, C.stellatoidea, C.
curvata, C. lambica, C. famata, C. rugosa e C. humicola (RIPPON, 1988; KNOW-
CHUNG; BENNETT, 1992; LACAZ et al., 2002; SIDRIM; ROCHA, 2004); porém a
espécie envolvida na maioria dos casos de candidose em mamiferos € C. albicans,
entretanto espécies nao-albicans, tem apresentado crescente importancia nos
guadros clinicos (KWON-CHUNG; BENNET, 1992; SIDRIM; ROCHA, 2004).

No cultivo a 35°C em agar Sabouraud dextrose, tem crescimento rapido,
entre 24-48 horas, apresentando colénias brilhantes ou opacas, textura cremosa,
com bordas regulares ou irregulares, de coloracédo branca a creme e odor de levedo.
Na microscopia caracterizam-se por blastoconidios esféricos ou levemente ovais,
paredes finas e auséncia de capsula, sendo que algumas espécies apresentam
clamidoconidios terminais ou intercalares (LACAZ et al. 2002; SIDRIM; ROCHA,
2004).
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A candidose é considerada a mais freqliente das micoses invasivas,
representando 80% das infec¢bes fungicas hospitalares em humanos. Candida spp.
€ considerada atualmente o quarto agente de infeccbes de corrente sanguinea
(representando de 8 a 10% dos casos), devido a um aumento de 500% em sua
incidéncia a partir da década de 80. Numerosos estudos nos ultimos 10 anos tém
documentado as caracteristicas de candidemia no Brasil (GOLDANI; MARIO, 2003;
ANTUNES et al., 2004; AQUINO et al. 2005; PASQUALOTTO, ANTUNES;
SEVERO, 2006; BARBERINO et al., 2006; COLOMBO et al., 2006; MEDRANO et
al., 2006; COLOMBO et al., 2007; PASQUALOTTO et al.,, 2007; PASSOS et al.,
2007). Nos Estados Unidos, as candidemias ocupam o quarto lugar entre as
infeccdes do tecido sanguineo, atingindo 57% de mortalidade e aumentando o
tempo de hospitalizacdo (BOFF et al., 2008).

Estudo realizado em méaos de profissionais de saude de UTI, este género foi
isolado, podendo ser uma fonte de infeccdo para pacientes internados neste local
(NASCENTE et al., 2007).

A infeccdo por Candida spp. pode ser facilitada por varios processos
patolégicos, fisiologicos ou traumaticos, sendo 0S mais comuns a imunossupressao
por varias causas, neutropenia, desnutricAo e quimioterapia antineoplasica
(MALUCHE; SANTOS, 2008).

Em animais, a candidose pode apresentar-se de forma subaguda, aguda ou
cronica, agrupadas em trés formas clinicas, muco-cutanea, sistémica e alérgica,
sendo este dltima rara em pequenos animais (MEIRELES; NASCENTE, 2009). Ja
foram descritos casos de candidose cutanea em caes, gatos e macaco-prego
(FERREIRO et al., 2002; MUELLER; BETTENAY; SHIPSTONE, 2002; CLEFF et al.,
2007; CLEFF et al., 2008).

O género Cryptococcus encontra-se na mesma posicao sistematica do
género Candida. A espécie Cryptococccus neoformans possui a variedade
neoformans, sorotipo A e D e variedade gatti, sorotipo B e C. Atualmente, estdo
ocorrendo mudancas quanto a classificacdo, sendo que o sorotipo A passa a ser
denominado variedade grubii, o sorotipo D continua pertecendo a variedade
neoformans e a variedade gatti passa a ser espécie. Existem outras espécies como
C. aldibus, C. uniguttulatus, C. laurentii, C. flavus, C. terreus entre outros (LACAZ et
al., 2002; MEIRELES; NASCENTE, 2009).



30

As colonias em meio Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol a 35°C
possuem aspecto mucoide e de coloragcdo creme. No &gar Niger, as colbnias
possuem coloragdo acinzentadas a marrom, devido a produgcdo de melanina. O
exame direto das colonias através da coloragdo de gram revela células
leveduriformes esféricas sem capsula evidente com brotamento uni ou multipolar.
Através da tinta da China, a capsula é evidenciada facilmente (SIDRIM; ROCHA,
2004).

Infeccbes causadas pelo género Cryptococcus, geralmente ocorrem pela
espécie C. neoformans, entretanto outras espécies sao consideradas patogénicas
tanto em humanos como em animais, C. gatti, C. laurentii, C. albidus e C.
uniguttulatus (CASTANON-OLIVARES et al., 2000; LABRECQUE; SYLVESTRE;
MESSIER, 2005; PEDROSO; FERREIRA; CANDIDO, 2006). Cryptococcus
neoformans € um patdgeno oportunista que muitas vezes esta relacionado com
pacientes imunodeprimidos (CASTANON-OLIVARES et al., 2000), sendo a segunda
infeccdo mais frequente nestes pacientes (SILVA et al., 2008). Em animais, casos
foram descritos em diversas espécies, sendo que as aves sdo consideradas como
disseminadores deste fungo nas fezes (GROGAN; HART, 1997).

A criptococose em humanos € adquirida através da inalacdo, podendo
ocorrer migracdo para o sistema nervoso central, sendo a principal manifestacao
clinica a meningoencefalite, porém qualquer 6rgdo do corpo pode ser acometido
(RAMOS-BARBOSA; GUAZZELLI; SEVERO, 2004). Enquanto que, em animais as
manifestacdes clinicas ocorrem no sistema respiratério superior, sistema nervoso
central, cutaneo e ocular (MEIRELES; NASCENTE, 2009).

O género Trichosporon esta classificado a subdivisdo Deuteromycotina,
classe Hyphomycetes, ordem Moniliales e familia Moniliaceae (SIDRIM; ROCHA,
2004). As coldnias em agar Sabouraud a 35°C possuem coloracdo creme que com o
tempo tornam-se amarelo-acinzentada, com aspecto rugoso. Microscopicamente
caracteriza-se por hifas hialinas com artroconidios e blastoconidios (LACAZ et al.,
2002).

Trichosporon spp. é importante patégeno causador de micoses emergentes
em pacientes humanos neutropénicos, particularmente quando estdo em tratamento
com quimioterapicos citotoxicos e imunossupressivos. As espécies comumente

relacionadas a quadros clinicos de endocartites e ceratites sdo T. asahii e T.
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mucoides (LACAZ et al.,, 2002; KENDIRLI et al., 2005; LACASSE; CLEVELAND,
2008).

A principal micose superficial relacionada com este género € caracterizada
pela presencga de nddulos claros e pouco aderentes ao pélo, conhecida como piedra
branca (LACAZ et al., 2002; SIDRIM; ROCHA; 2004; GOMPERTZ et al., 2005).

As infeccdes invasivas por Trichosporon spp. sdo geralmente precedidas da
colonizacdo do trato respiratério ou gastrointestinal, sendo comum nestes pacientes
a presenca de cateter venoso em posicéo central (WALSH et al., 1990; WALSH et
al., 1992; LUSSIER et al., 2000; WALSH et al., 2004). Este género tem sido relatado
como a segunda causa mais comum de infeccbes por leveduras apdés o género
Candida, em pacientes com doencas hematolégicas malignas (KREMERY et al.,
1999; FLEMMING; WALSH, ANAISSIE, 2002; WALSH et al., 2004).

Por outro lado, na literatura consultada, ndo foram encontrados relatos de
infeccao por leveduras do género Trichosporon em animais, porém ja foram isoladas
de lavado broncoalveolar de cées higidos (MELCHERT et al., 2008) e do meato
acustico externo de gatos sadios (AMARAL et al., 1998).

O género Rhodotorula pertence a subdivisdo Deuteromycotina, classe
Blastomycetes, ordem Moniliales e familia Cryptococcaceae. As colbnias em
Sabouraud a 35°C apresentam coloracdo alaranjada a avermelhada com aspecto
mucoide devido a presenca de capsula, enquanto outras sdo pastosas ou secas e
rugosas. Microscopicamente € caracterizado por blastoconidios unicelulares ovoides
ou alongados, podendo ser observado em algumas espécies, a formacdo de
pseudo-hifas ou hifas verdadeiras (SIDRIM; ROCHA, 2004).

As leveduras pertencentes ao género Rhodotorula eram consideradas
saprofitas e contaminantes comum de amostras. Entretanto, nos ultimos anos tem
emergido como patdbgeno oportunista, particularmente em  pacientes
imunocomprometidos. Casos de fungemia, endocardites, peritonites e meningites
foram associadas a infeccdo deste em cateteres contaminados através do ambiente
ou pela microbiota humana (GOMEZ-LOPEZ et al., 2005), casos de infeccdo
sistémica foram descritos em 43 pacientes entre 1960 a 2000 (ZAAS et al., 2003).

Em 2007, um estudo isolou estas leveduras em superficie de manipulacdo
de medicamentos e maos de profissionais da saude em UTI, sugerindo que as maos
desses trabalhadores poderiam ser uma fonte de infecgéo para pacientes internados
(NASCENTE et al., 2007).
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Em animais n&o foram relatados na literatura consultada nenhum caso
envolvendo esta espécie fungica.

O género Malassezia pertence a divisdo Basidiomycotina, classe
Hymenomycetes, ordem Tremellales e familia Filobasidiacea (SIDRIM; ROCHA,
2004), caracterizando-se por células esféricas ou elipsoides, lipofilica, podendo ou
nao ser lipodependente (YARROW; AHEARN, 1984; BARNETT, PAYNE, YARROW,
2000).

Segundo as caracteristicas dos acidos nucléicos, o género apresentava trés
espécies reconhecidas, M. furfur, M. pachydermatis e M. sympodialis, entretanto, a
partir de 1994 através de estudos fisiolégicos, energéticos e bioquimicos
principalmente de assimilacdo de tweens e tipificacdo molecular do DNA das
leveduras, quatro novas espécies foram incluidas, M. globosa, M. obtusa, M.
restricta e M. sloofiae. Porém, recentemente, foram incluidas mais seis espécies ao
género, sendo M. pachydermatis ainda a uUnica nao-lipodependente. As novas
espécies sdo M. dermatis (SUGITA et al., 2002), M. japonica (SUGITA et al., 2003),
M. yamatoensis (SUGITA et al., 2004), M. nana (HIRAI et al., 2004), M. caprae e M.
equina, sendo estas trés Gltimas isoladas de animais (CABANES et al., 2007).

Morfologicamente a M. pachydermatis se apresenta como células isoladas
ou em grupos, de formato oval ou com germinacdo unipolar de base larga,
adquirindo o formato “de garrafa”. Normalmente, as hifas e pseudohifas estao
ausentes (MULLER; KIRK, SCOTT, 1989; LACAZ et al., 2002). O cultivo da levedura
€ realizado em meio com agar Sabouraud ou agar malte, com temperatura 6tima de
crescimento de 37°C em cerca de 24 a 48 horas (AKERSTEDT; VOLLSET, 1996).
As coldnias sdo opacas de coloracdo amarelo-creme passando a marrom-
alaranjado, de superficie redonda ou em forma de clpula, e de textura seca, friavel e
granulosa e, algumas vezes gordurosa (GUILLOT, CHERMETTE, MAILLARD,
1996).

Malassezia pachydermatis € a espécie mais estudada em animais, sendo
considerada parte da microbiota de vérios sitios anatbmicos em cées e gatos,
principalmente do meato acustico externo e tegumento cutaneo, embora também
possa ser frequentemente isolada do reto, sacos anais, vagina e espaco interdigital
(NOBRE et al., 1998; BOND; LAMPORT; LLOIDY; 2000; MARTINS et al., 2004;
NASCENTE et al., 2004). Nos ultimos anos, os estudos também a relacionaram
como causadora de dermatite em caes (LARSSON et al., 1988; STEWART, 1990;
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PLANT; ROSENKRANTZ; GRIFFIN, 1992; BOND, LLOYD, 1997; NOBRE et al.,
1998), ledo marinho (NAKAGAKI et. al, 2000) e golfinhos (POLLOCK; ROHRBACH,
RAMSAY, 2000).

A espécie M. pachydermatis é descrita como um dos principais agentes
causadores de otites em cades (NOBRE et al, 2001; HARVEY, RARARI;
DELAUCHE, 2004; CAFARCHIA et al., 2004). Assim, esta levedura pode ser
carreada pelas maos dos proprietarios representando riscos a saude de pessoas,
principalmente em pacientes internados em UTI, uma vez que este género ja foi
isolado de superficies e maos de profissionais da saude (MORRIS, 2005;
NASCENTE et al., 2007).

O Sporothrix schenckii pertence a subdivisdo Deuteromycotina, classe
Hyphomycetes, ordem Moniliales, familia Moniliaceae. Por ser um fungo dimorfico, o
crescimento a 25°C revela a forma filamentosa, caracterizada por colbénias de
superficie rugosa e dobrada, acastanhada e enegrecida nas bordas, devido a
presenca de melanina. Na microscopia observam-se hifas finas, septadas e
ramificadas. Os conidios se dispdem em cachos terminais, na extremidade do
conidiéforo conferindo a forma de margarida. Enquanto que a forma leveduriforme
apresenta crescimento a 37°C com colbnias umidas, cremosas e de coloracéo
parda-amarelada. Na microscopia as células leveduriformes possuem gemulagao
Unica, variando em forma e tamanho, podendo ser ovais ou arredondadas (LACAZ
et al., 2002; SIDRIM; ROCHA, 2004).

Estudos demonstram diferencas genéticas entre isolados de S. schenckii
provenientes do ambiente e de humanos sugerindo a possibilidade de mutacdes ou
a existéncia de outras espécies do género Sporothrix (MESA-ARANGO et al., 2002).
No Peru foram descritos uma biodiversidade genética entre 17 isolados de espécie
humana (HOLECHECK et al., 2004). Assim como, recentemente foram descritos trés
novas espécies de Sporothrix denominadas S.globosa, S. mexicana e S. braziliensis
relacionados a diferencas geogréficas e fenotipicas do fungo (MARIMON et al.,
2007).

O S. schenckii € o agente etiolégico da esporotricose, uma micose
subcutdnea que acomete humanos e diversos animais domeésticos, sendo
encontrado no solo, plantas e vegetais em decomposicdo (SCHUBACH et al., 2001;
SOUZA et al.,, 2006, MADRID et al.,, 2007). A transmissdao ocorre através da

inoculacdo traumética do fungo na derme ou por solugcdes de continuidade,
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resultando em lesdes cutaneas. Dentre os animais, a espécie felina apresenta
importante papel na cadeia epidemioldgica da doenca, transmitindo o fungo para
humanos e animais através da mordedura e/ou arranhadura (SCHUBACH et al.,
2001). A contaminagdo humana através da manipulagdo do solo foi descrita na
Venezuela, ocorrendo o isolamento deste fungo a partir do ambiente em uma area
endémica (MENDONZA et al., 2007). Além disso, este agente foi também isolado do
solo e caules de milho na india (MEHTA et al., 2007) e México (PEREZ et al., 2007).



3 Objetivos

Avaliar e quantificar fungos filamentosos e leveduriformes presentes no
Hospital Universitario de Clinicas Veterinaria (HUCV — UFPel), identificando o
géneros Aspergillus, Candida, Malassezia, Rhodotorula, Cryptococcus e
Trichosporon;

Avaliar a presenca de dermatofitos e leveduras em instrumentos de tosa de
clinicas e consultorios veterinarios, pet shops e Hospital Universitario de
Clinicas Veterinaria (HUCV — UFPel);

Avaliar a eficacia da desinfeccao de superficie do HUCV- UFPel;

Avaliar a eficacia In vitro dos isolados fangicos frente aos

desinfetantes/antissépticos utilizados na limpeza de ambientes veterinarios.



4 Materiais e Métodos

4.1 Locais de estudo

Os locais de estudo para as coletas de superficie e instrumentos de tosa
foram um hospital veterinario de pequenos animais, duas clinicas veterinarias, trés
pets shops e dois consultorios veterinarios localizados na cidade de Pelotas/RS. As
amostras obtidas foram processadas no Laboratério de Doencas Infecciosas, Setor
de Micologia da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas/RS. A
identificacdo dos isolados leveduriformes foi realizada junto ao Laboratério de
Micologia do Hospital Santa Rita da Santa Casa-Complexo Hospitalar de Porto

Alegre/RS, com auxilio do Dr. Luiz Carlos Severo.

4.2 Coleta de amostras e isolamento fangico

As amostras de superficies foram coletadas no hospital veterinario, sendo
obtidas da sala do consultorio (SCO), sala de internagéo (SIN), sala cirurgica (SCI) e
da unidade de tratamento intensivo (UTI) antes e apds a desinfec¢do de rotina com
cloreto de benzalconio a 0,5%, sendo que ndo havia diluicdo padronizada do
desinfetante. Foram utilizadas 124 placas de contato e seis fitas adesivas estéreis
por coleta, totalizando 520 amostras em quatro coletas, das quais 260 foram obtidas
antes da desinfeccao (AD) e 260 pos-desinfeccdo (PD).

As amostras provenientes dos instrumentos de tosa como lamina da
maquina de tosa e rascadeira foram obtidas de sete locais diferentes, sendo
realizadas dez coletas em cada local de estudo (tab. 1). Foram analisadas 150
amostras para a pesquisa de dermatdfitos e leveduras, sendo 80 provenientes de

lamina da maquina de tosa e 70 de rascadeira.
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Tabela 1- Superficies e objetos avaliados quanto a contaminacdo fangica nos
distintos locais de estudo

LOCAIS DE .
AMOSTRA ESTUDO AMBIENTE SUPERFICIES
Consultério Mesa de age_ndlmento_,
parede, armario e torneira
Mesa operatoria, mesa de
Hospital Sala cirargica instrumental, calha e
SUPERFICIE Veterinario parede
(n=1) Armario, baias, torneira e
UTI
parede
Internacéo Armario, baias, torneira e
parede
Consultdrios Lamina da maquina de
veterinarios Sala de tosa quir
_ tosa e rascadeira
(n=2)
Clinicas - ..
veterinarias Sala de tosa Lamina da maguina de
INTRUMENTOS (n=2) tosa e rascadeira

DE TOSA — —
OS Lamina da maquina de

Pets Shop (n=3) Sala de tosa tosa e rascadeira

Hospital .

A Sala Pre- A L

Veterinario L Lamina da maquina tosa
(n=1) operatoria

4.2.1 Processamento das amostras e identificacdo fungica

Para a coleta das amostras de superficie foram utilizadas placas de contato
contendo Agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol (Sb+Cl)!, as quais foram
pressionadas sobre as superficies estudadas (Fig. 1), com excecdo das amostras de
torneiras que foram coletadas através de fitas adesivas estéreis (5x7cm) de 35cm? e
posteriormente pressionadas sobre o agar Sb+Cl. A amostragem foi realizada de
acordo com a superficie em questdo, no qual foi coletado de 5 a 10% do volume
total, tanto antes quanto depois da desinfeccdo apds 10 minutos de acdo do
desinfetante.

As placas foram incubadas a 32°C durante cinco dias, com observacéo
diaria. Ap6s esse periodo, as colénias foram classificadas em filamentosas e
leveduriformes, sendo contado o numero de unidades formadoras de coldnia
(UFC)/cm?.

t Neogen Acumedia®, Michigan/EUA
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Figura 1 - Coleta de amostra de superficie
da mesa do consultério com placa de
contato  contendo  4gar  Sabouraud
acrescido de cloranfenicol

Para a obtencdo das amostras de instrumentos de tosa, as rascadeiras
foram pressionadas sobre meios de cultivos, enquanto que as crostas e pélos
presentes nas laminas das maquinas de tosa foram colhidas com auxilio de swabs
estéreis e semeados (Fig. 2). As coletas foram realizadas ao final do expediente,
com descanso dos instrumentos por 30 minutos, sem prévia utilizacdo de produtos
de limpeza. Todas as amostras foram semeadas em duplicata, em agar Sabouraud
acrescido de cloranfenicol e azeite de oliva e agar Sabouraud acrescido de
cloranfenicol e cicloheximida (Mycosel®)?, sendo incubadas a 25°C por no minimo
15 dias e a 37°C por cinco dias.

2 Mycosel™ Agar , Nova Jersey/EUA
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Figura 2 - Método de coleta de amostras dos equipamentos de
tosa, lamina da maquina de tosa (A) e rascadeira (B)

4.3 Ildentificacao dos isolados fungicos
4.3.1 Fungos filamentosos

Para a identificacdo das colonias filamentosas foram avaliadas
caracteristicas macro e micromorfolégicas. Na macrocromorfologia observou-se
textura, topografia, coloracdo do verso e reverso e velocidade de crescimento das
col6nias, bem como a presenca de pigmento no meio de cultura. Enquanto que, na
microscopia, através do exame direto com lactofenol azul de algodao entre lamina e
laminula, observou-se o tipo e coloracdo das hifas e das estruturas de frutificacao,
caracterizadas pela presenca de conidiéforos com vesicula, métulas ou fialides e
conidios (LACAZ et al., 1998).

Quando a identificacdo das espécies fungicas através da macro e
micromorfologia das coldnias néo foi possivel, realizou-se microcultivo entre laminas
para observacdes de estruturas completas de frutificacdo e ornamentacdo destes
géneros (RIDEEL, 1950).

Somente as colbnias filamentosas compativeis com o género Aspergillus
foram identificadas nas amostras de superficie. Enquanto que, das amostras
provenientes dos instrumentos de tosa foram pesquisados os fungos filamentosos
do grupo dos dermatofitos. As demais coldnias filamentosas nao foram identificadas

guanto ao género e espécie.
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4.3.2 Fungos leveduriformes

As leveduras foram identificadas quanto as caracteristicas do verso das
colonias, bordas, consisténcia, coloracdo e textura. Para avaliagdo dos aspectos
micromorfologicos foi realizado exame direto através de esfregaco dos cultivos
corado pelo método de Gram com posterior visualizacdo em aumento de 1000X com
Oleo de imersdo. Para visualizacdo da presenca de capsula dos isolados utilizou-se
a coloracédo com tinta nanquim. Como testes complementares para identificacao de
género e espécie foram realizados a prova da catalase e urease, repique em agar
niger, prova do tubo germinativo e repique em agar CHROMagar® Candida®. Este
método cromogénico identifica as espécies de Candida albicans, ficando a colénia
de coloracao verde, C. tropicalis de coloracdo azul e C. kruzei e outras espécies de
Candida spp tornam-se de coloracao roxa.

Para a identificacdo das espécies de Candida, Trichosporon, Cryptococcus e
Rhodotorula foi utilizado o kit comercial de identificacdo automatizada API ID 32C*. A
identificacdo das leveduras através deste sistema com leitura e interpretacéao
automatizada foi realizada com a colaboracdo do Laboratério de Micologia do
Hospital Santa Rita da Santa Casa — Complexo Hospitalar de Porto Alegre/RS, sob a
supervisao do Dr. Luiz Carlos Severo.

Para identificacédo através do API ID32, as leveduras foram subcultivadas em
agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol a 25°C por 24h. Os in6culos foram
preparados em NacCl 0,85%, ajustados na escala 2 de McFarland no densitdmetro.
Cada poco da galeria contendo os acUcares foi preenchido com 135ul desta
suspensao e apos, identificadas com o nimero do isolado e realizada a incubacao a
30°C (Fig. 3). A primeira leitura e interpretacdo automatizada através do aparelho
ATB Expression'™ foi realizada em 24h e quando ndo se obtinha uma excelente
identificacdo da levedura em estudo, a galeria era novamente incubada e lida em 48
elou 72h.

% DIFCO, Meylan Cedex/Franca
* BioMérieux SA, Marcy I’Etoile/Franca
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Figura 3 - Preenchimento da galeria com o in6culo flngico para
identificacdo de leveduras (A) e disposicao das galerias (ID32C) na
estufa a 30°C (B)

4.4 Teste de suscetibilidade de fungos filamentosos e leveduriformes frente a
desinfetantes e antissépticos

O estudo da suscetibilidade in vitro de fungos frente a desinfetantes e
antissépticos foi realizado de acordo com as normas do documento M38-A2 para
fungos filamentosos e M27-A3 para leveduras do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), adaptado para agentes quimicos. O teste foi realizado através da
técnica de microdiluicdo em caldo, sendo utilizadas microplacas estéreis contendo
96 orificios, as quais foram preenchidas com o in6culo flngico e com os
desinfetantes/antissépticos previamente diluidos e ajustados em caldo RPMI-1640°
adicionado de MOPS®. Todas as amostras foram testadas em duplicata frente aos

desinfetantes/antissépticos.

4.4.1 Isolados e in6culos fangicos

Todos os isolados fungicos filamentosos e leveduriformes obtidos do
ambiente hospitalar foam utilizados para a realizacdo do estudo de suscetibilidade in
vitro.

Para a preparacdo dos inoculos filamentosos, os isolados foram
subcultivados em placas de Petri contendo &gar batata dextrose (PDA)’ e incubados
a 35° C por sete dias, obtendo-se culturas jovens e puras. Apds o crescimento
fungico foi adicionado as culturas, 1 mL de salina estéril com 1% de Tween 20, em
seguida os conidios e hifas foram coletados da superficie da colénia com auxilio de

pipeta estéril e transferidos para um tubo de ensaio estéril. Decorrido o tempo de

° Sigma Chemical Co. Steinheim, Alemanha
® Vetec Quimica Fina LTDA, Rio de Janeiro, Brasil
Y Neogen Acumedia®, Michigan/EUA
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sedimentagao de cinco minutos, o sobrenadante foi transferido para outro tubo de
ensaio estéril, e entdo homogeneizado em agitador de tubos vértex e sua
concentracdo final foi ajustada a 5x10* UFC/mL, de acordo com escala de Mc
Farland. Esta suspenséao foi diluida a 1:50 em caldo RPMI-1640, alcangando duas
vezes a concentracao necessaria, para ser adicionada a cada orificio da microplaca
em volume igual ao do agente quimico, conforme o protocolo padrao.

Para a producdo dos inéculos levedurifomes, os isolados foram repicados
em placas de Petri contendo agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol e incubados
a 35°C por 48hs. Apoés o crescimento foi retirada uma alcada da coldnia e transferida
para um tubo de ensaio estéril contendo solucédo salina estéril, homogeneizado em
agitador de tubos vértex, e ajustado a concentracdo final de 5x10° UFC/mL, de
acordo com a escala de Mc Farland. A partir desta concentragéo foi realizado uma
diluicdo de 1:50 em salina estéril e, logo apoés, a diluicdo final de 1:20 em caldo
RPMI-1640.

Para confirmacéo das concentracdes dos inoculos foi realizada a técnica de
Pour-plate em agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol e contagem das Unidades

Formadoras de Colonia (UFC).

4.4.2 Preparacéo das diluicbes dos desinfetantes e antissépticos

Quatro desinfetantes/antisépticos comerciais foram utilizados no teste de
microdiluicdo, sendo clorexidina-cetrimida®, hipoclorito de sédio®, cloreto de
benzalcénio (aménia quartenaria)’® e um derivado cloro-fenol (orto-benzil p-
clorofenol 0,25% e orto-fenil fenol 0,50%)"".

Foram preparadas seis diluicbes sucessivas dos quatro agentes quimicos
em log,, utilizando-se caldo RPMI-1640 como diluente, os quais foram identificados
como: HIP (hipoclorito), CB (cloreto de benzalcénio), CC (clorexidina-cetrimida) e
CLO (derivado de cloro-fenol). As concentracdes finais do CB, CLO e CC foram de
2; 1; 0,5; 0,25; 0,125 e 0,06 vezes a concentracdo de uso recomendada pelo
fabricante do produto, enquanto que HIP foi 4; 2; 1; 0,5; 0,25 e 0,125 vezes a

concentracdo de uso indicada para os isolados filamentosos (XAVIER et al., 2007) e

& Chemitec Agro-veterinaria, Sdo Paulo, Brasil

® Industria Anhembi S/A, Sao Paulo, Brasil

10 Acquacloro Quimica Desinfetante®, Fundag&o Simon Bolivar/Acqua Cloro Quimica, UFPel/ RS
1 Colgate-Palmolive Industria e Comércio LTDA, S&o Paulo, Brasil
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2; 1, 0,5, 0,25; 0,125 e 0,06 vezes a concentracdo de uso para isolados

leveduriformes.

4.4.3 Preenchimento das microplacas com os in6culos fangicos e diluicdes
dos agentes quimicos

A primeira coluna das microplacas (coluna A) foi utilizada como controle de
crescimento, sendo preenchida com 200 pL do indculo e a ultima coluna (coluna H)
correspondeu ao controle de esterilidade, onde os orificios foram preenchidos com
200 pL da maior diluicdo do desinfetante. As demais colunas (colunas de B a G)
foram preenchidas com 100 pL do in6culo e 100 pL da diluigdo do agente quimico

em sequéncia, da maior para menor diluicdo do produto.

4.4.4 Incubacgé&o das microplacas
As microplacas contendo inéculos fangicos filamentosos e leveduriformes
foram incubadas em estufa regulada a uma temperatura de 35° C, sendo a leitura

visual dos resultados realizada apos 72h.

445 Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima e Concentracao
Fungicida Minima

A Concentracgao Inibitoria Minima (CIM) foi determinada pela maior diluicdo
do agente quimico capaz de inibir o crescimento fungico. Além disso, realizou-se a
determinacdo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM), através de cultivo de 10uL
de cada poco em placas de Petri com agar Sabouraud dextrose acrescido de
cloranfenicol e incubadas as 35°C, durante cinco dias para fungos filamentosos e
guatro dias para fungos leveduriformes.

Apbs os resultados obtidos, foram calculadas as concentracdes inibitorias e
fungicidas minimas dos desinfetantes/antissépticos capazes de inibir 50 (CIM 50) e

90% (CIM 90) dos isolados filamentosos e leveduriformes testados.

4.5 Analise Estatistica
Os dados referentes a contagem das unidades formadoras de col6nias
(UFC) sofreram transformacéo logaritmica para adquirirem normalidade. As andlises

comparativas de contaminacgéo anterior ao procedimento de limpeza foram feitas por
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andlise de variancia e teste de Tukey. A andlise do efeito limpeza/desinfeccdo foi
realizada pelo teste t pareado, procedimentos realizados através do pacote
estatistico Statistix 6.0.

As andlises de frequéncia de isolamento foram realizados pelo método qui-
qguadrado, utilizando Epi info 6.

As andlises das CIM e CFM capazes de inibir 50 e 90% dos isolados

testados foram calculadas de acordo com Reed; Muench, 1937.



5 Resultados

5.1 Fungos em superficies hospitalar

Do total de 520 amostras de superficie estudadas, 79% (411/520) foram
positivas para fungod, sendo 52,5% (216/411) AD e 47,4% (195/411) PD.

A contagem de unidades formadoras de colénias (UFC/cm?) filamentosas e
leveduriformes com relacdo ao local de coleta demonstrou diferencas significativas
entre a sala de internagéo e sala cirirgica antes da desinfeccdo (tab. 2). Assim,
observou-se que a sala de internacdo foi o ambiente com maior contaminacao
fungica antes da desinfeccdo enquanto que a sala cirdrgica foi a menos

contaminada.

Tabela 2 - Média das UFC/cm? dos locais coletados em relacdo a
contaminacao fungica antes e depois da desinfec¢éo

MEDIA MEDIA
LOCAL ANALISADO AD PD
(UFC/cm?) (UFC/cm?)
Sala de internacéo 31,5424 26,25"
Sala do consultério 15,47aPA 9,24"
uTI 11,442°4 15,19%
Sala de cirurgia 8,044 4,85"

*Médias seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica, letras
maidsculas nas linhas e mindsculas na coluna com p>0,05

AD - antes da desinfec¢éo

PD — ap6s a desinfeccao



46

A andlise das médias das UFC/cm? dos ambientes do hospital veterinario
demonstrou uma reducao de 20,5% da contaminacdo fangica apds a desinfec¢éo.
As médias das UFCs foram de 14,5UFC/cm? antes da desinfeccéo e 11,5UFC/cm?
apos a desinfecgéo, ndo apresentando diferenca estatistica.

Quanto a analise das superficies, observou-se que a baia era a superficie
mais contaminada antes da desinfec¢cdo, enquanto que a calha apresentou menor
contaminacado (tab. 3). Além disso, observou-se que a contaminacdo fuangica em
UFC/cm? aumentou significativamente apds a desinfeccdo na superficie da calha
(p=0,0022), enquanto que, nas mesas de atendimento, de instrumental e cirlrgica
ocorreu diminui¢do da contaminacao (p=0,026).

Tabela 3 — Comparacao das meédias da contaminagao
fungica das superficies antes e depois da desinfeccao

] MEDIA MEDIA
SUPERFICIE
AD PD
ANAL ISADA , ,
(UFC/cm®)  (UFC/cm")
Baia 71,4737 66,79
Mesa 22 34abA 5,428
Parede 17,302PA 13,574
Armario 15,03abcA 13,14 "
Mesa de instrumental 11,14abcA 3,038
Torneira 6,17%¢A 3,717
Calha 2,00%" 8,928

*Médias seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenca
estatistica, letras mailsculas nas linhas e minlsculas na coluna
com p=0,0001

AD - antes da desinfec¢éo

PD — ap6s a desinfeccao

5.2 Caracterizacédo dos isolados fungicos
Os isolados de Aspergillus spp. foram caracterizados de acordo com as

caracteristicas macro e micromorfolégicas das colbnias obtidas a 25°C, sendo
identificados A. niger (n= 2), A. fumigatus (n=50) e A. flavus (n= 45) (Fig. 4).
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Figura 4 - Aspecto macro e microscopico dos isolados de A. niger (A), A.
flavus (B) e A. fumigatus (C) identificados nas amostras provenientes das
superficies hospitalares

Os isolados leveduriformes dos géneros Candida, Cryptococcus e
Trichosporon apresentavam colbnias de consisténcia cremosa a mucoide, textura
lisa a rugosa e coloracao branca a creme (Fig. 5).

Quanto aos isolados leveduriformes pertencentes ao género Candida, a
prova do tubo germinativo resultou em negativa para todos isolados testados,
indicando a inexisténcia da espécie C. albicans. Assim, 67 isolados foram
caracterizados como C. famata (n=4), C. guilliermondii (n=12), C. glabrata (n=1), C.
catenulata (n=4), C. lypolitica (n=1), C. parapsilosis (n=5) e Candida sp. (n= 39)
apresentavam colonias leveduriformes de diferentes texturas e coloracfes. Dessa
forma, Candida sp., C.famata, C. guilliermondii e C. parapsilosis possuiam colbénias
de coloracdo branca, lisa e cremosa, enquanto que C. catenulata apresentava
coloracdo creme, rugosa e cremosa. Ja C. lipolytica possuia coloracdo branca e
rugosa. Microscopicamente, através da coloracdo de gram, as colbnias eram
caracterizadas por blastoconidios que variavam de esféricos a ovalados.

Os isolados do género Cryptococcus pertenciam as espécies C.
uniguttulatus e C. laurentii e apresentavam colbnias de coloracdo creme e
consisténcia cremosa (C. uniguttulatus) ou mucdide (C. laurentii). Os isolados foram
subcultivados em agar niger, porém as colénias ndo apresentaram pigmentacao
marrom, caracteristica da producdo de melanina. Microscopicamente, através da
coloracéo de gram a espécie C. unigutulattus apresentava blastoconidios esféricos

enquanto que C. laurentii apresentava blastoconidios ovalados. No exame direto
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com tinta nanquim foi observada a presenca de capsula de tamanho variavel em
ambas as espécies.

Quanto ao género Trichosporon foram identificadas as espécies T. asahii e
T. mucoides, as quais apresentavam colonias de coloragdo creme e textura rugosa e
mucoide, respectivamente. Microscopicamente, as colbnias eram caracterizadas por

grande numero de artroconidios hialinos.

Figura 5 - Aspectos macromorfolégicos das coldnias de Candida guilliermondii
(A), Candida lipolytica (B), Cryptococcus uniguttulatus (C) e Cryptococcus
laurentii (D),Trichosporon asahii (E) e Trichosporon mucoides (F) em agar
Sabouraud acrescido de cloranfenicol a 35°C, isoladas da superficie
hospitalar veterinaria

Malassezia pachydermatis foi identificada através das caracteristicas macro
e microscopicas, crescimento em meio sem azeite de oliva e positividade nas provas
da catalase e da urease. As colbnias apresentavam coloracdo creme, textura
consistente e topografia convexa. Na microscopia foram observadas células ovais
com ou sem brotamento unipolar de base larga com formato de “pino de boliche” e
auséncia de hifas ou pseudohifas.

Os isolados do género Rhodotorula demonstraram positividade na prova da
urease e foram identificados como R. mucilaginosa e Rhodotorula spp., 0s quais
apresentavam colonias de coloracdo laranja-avermelhadas a salmdo com textura

lisa e rugosa, respectivamente (Fig. 6).



49

Figura 6 - Diferencas macromorfologicas das colénias de Rhodotorula
mucilaginosa (A) e Rhodotorula spp. (B) em agar Sabouraud acrescido de
cloranfenicol a 35°C

As colbnias filamentosas compativeis com S. schenckii apresentavam
aspecto membranoso, rugoso, de coloracdo inicialmente creme passando a
enegrecidas apls sete dias de incubacdo a 25°C. Microscopicamente foram
observadas hifas finas, hialinas, ramificadas e septadas, com numerosos conidios
hialinos e piriformes ao redor das hifas e presenca de conidi6foro com conidios ao
seu redor conferindo a forma de “margarida” (Fig. 7). A confirmacédo do dimorfismo
foi obtida pelo crescimento do fungo em caldo infuséo cérebro-coracao (BHI) a 37°C,

caracterizado microscopicamente, por células ovais e alongadas.

Figura 7 - Aspectos macro (A) e micromorfologicos (B) da
forma filamentosa do fungo Sporothrix schenckii isolado da
superficie do armario do hospital veterinario
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Os isolados leveduriformes com caracteristicas macro e micromorfologicas
semelhantes foram estudados no meio comercial CHROMagar® Candida e
demonstraram colora¢des ndo compativeis com a descri¢cado do fabricante, como por
exemplo, segundo o fabricante, a coloragéo azul corresponde a isolados de Candida
tropicalis e no presente estudo, isolados de C. guilliermondii, T. asahii e T. mucoides

apresentaram essa coloracao (Fig. 8 e tab. 4).

Figura 8 - Coldnias leveduriformes em
meio CHROMagar Candida®, com
coloracdo roxa identificadas como C.
kruzei e a coloracdo azul como C.
tropicalis
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Tabela 4 - Identificacdo das leveduras isoladas das superficies hospitalares e
dos instrumentos de tosa através de dois métodos distintos

GENERO API ID 32C® Coloracdao em CHROMagar® Candida
catenulata (n=4) Azul**
guilliermondii (n=12) Roxo (n=11) ¥ ¥, azul (n=1)
parapsilosis (n=6) Roxo*
Candida famata (n=4) Roxo*
glabrata (n=1) Roxo
lipolytica (n=1) Roxo
Candida sp (n=1) Azul esverdeada
_ asahii (n=3) Roxo (n=1), azul (n=1), verde (n=1)¥*F
Trichosporon )
mucoides (n=1) Azul
uniguttulatus (n=3) Roxo*
Cryptococcus .
laurentii (n=1) Roxo

* . todos isolados apresentaram a mesma coloracdo no meio CHROMagar® Candida
¥ Candida tropicalis

¥¥. C. kruzei e outras espécies

F¥¥. C. albicans

5.3 Isolamento fungico em superficie hospitalar
5.3.1 Isolamento fungico antes da desinfeccao

Das 216 amostras AD positivas para isolamento fungico, 192 resultaram no
crescimento de fungos filamentosos, sendo identificado o género Aspergillus em
29,2% (56/192) destas. O crescimento de fungos leveduriformes ocorreu em 11,1%
(24/216) das amostras, sendo pertencentes aos géneros Candida, Malassezia,
Rhodotorula e Cryptococcus.

Das 56 amostras positivas para o género Aspergillus, duas foram
caracterizadas como A. niger, 27 A. flavus e 27 A. fumigatus. Este género foi
frequentemente isolado da sala do consultério, sendo que o maior numero de

isolados foi obtido da mesa de atendimento (tab. 5 e Fig. 9).
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Tabela 5 - Amostras positivas para
Aspergillus spp. nos diferentes ambientes de
estudo antes da desinfeccao

Local Amostras

positivas (%)

UTI (n= 128) 13*° (10,2%)
Consultério (n= 128) 23% (18%)
Cirurgia (n= 136) 12° (8,9%)
Internacéo (n= 128) 8° (6,3%)

Total 56
a,b,c — letras iguais ndo apresentam diferenca

estatistica entre as médias (p=0,009)

25 7 21,4
19,6
20 -
16,1
14,3
15 -
10,7
8,9
10 - ;
3,6 3,6
57 18
0
UTI Consultorio Internacgéo Cirurgia

m A, flavus
m A, fumigatus
= A, niger
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Figura 9 - Frequéncia de espécies de Aspergillus nos diferentes ambientes
hospitalares antes da desinfecc¢ao.

Das 24 amostras na qual se obteve isolamento de leveduras, 13 eram

pertencentes ao género Rhodotorula, seis Candida spp., duas Malassezia spp. e trés

Cryptococcus spp. A maior freqténcia de isolamento leveduriforme foi da sala da

internacdo, sendo que o maior numero de isolados foi obtido da superficie da baia

(Fig. 10).
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Figura 10 - Frequéncia de leveduras isoladas nos diferentes ambientes hospitalares
antes da desinfeccéo

Com relagdo ao género Candida foram identificadas as espécies C.
guilliermondii (2), C. parapsilosis (1), C. glabrata (1), C. catenulata (1) e Candida sp
(1), as quais foram isoladas em todos ambientes do hospital veterinario com
excecdo da sala da UTI.

Os géneros Cryptococcus e Malassezia foram isolados apenas na sala de
internacdo, sendo a espécie C. uniguttulatus (3) proveniente das superficies das
baias e torneira e, M. pachydermatis (2) das superficies das baias e paredes.

As leveduras pertencentes ao género Rhodotorula foram identificadas como
R. mucilaginosa (1) e Rhodotorula spp. (12), sendo isoladas em todos os ambientes

estudados e na maioria das superficies, com excecéo da sala cirdrgica.

5.3.2 Isolamento fungico apds a desinfeccéao

Das 195 amostras PD positivas para fungos, 143 destas resultaram no
crescimento de fungos filamentosos, sendo identificado o género Aspergillus em
28,7% (41/143). O crescimento de fungos leveduriformes ocorreu em 26,2%
(51/195) das amostras, sendo pertencentes aos géneros Candida, Malassezia,
Rhodotorula, Trichosporon e Cryptococcus. Também foi isolado em 0,5% (1/195)

das amostras o fungo dimérfico Sporothrix schenckii.
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Das 41 amostras pertencentes ao género Aspergillus, 18 foram
caracterizadas como A. flavus e 23 A. fumigatus (Fig. 11). Este género foi isolado
com maior frequéncia na sala da internacdo, onde o armario apresentou maior

namero de isolados fungicos.

%
25

19.5 21,9

20 ~ 17,1

15 1 12,2 m A. flavus

(o]
~
(o]
~

10 - 7.3 H A. fumigatus

5 A 2,4

UTlI Consultério Internagéo Cirurgia

Figura 11 - Frequéncia de espécies de Aspergillus nos diferentes ambientes
hospitalares estudados depois da desinfec¢do

As 51 amostras de leveduras resultaram na identificacdo de 34 isolados do
género Candida,11 Rhodotorula spp., dois Cryptococcus spp, duas Malassezia spp e
dois Trichosporon spp. Estes fungos leveduriformes foram isolados com maior
freqiéncia na internacdo, sendo que na baia houve maior numero de isolados (Fig.
12).
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Figura 12 - Frequéncia de leveduras isoladas nos diferentes ambientes
hospitalares depois da desinfeccao

Os isolados do género Candida foram identificadas como C. guilliermondii
(5), C. famata (3), C. catenulata (1) e Candida spp. (25), sendo a espécie C.
guilliermondii a mais freqientemente isolada nas amostras, encontrada em todos 0s
ambientes pesquisados.

As espécies de Cryptococcus identificadas como C. laurentii (1) e C.
uniguttulatus (1) foram isoladas nas superficies das baias da UTI e da sala de
internacao.

A Unica espécie isolada do género Malassezia foi M. pachydermatis (2),
sendo somente encontrada nas superficies das baias e paredes da sala de
internacéao.

Com relacdo ao género Rhodotorula, foi possivel a identificacdo de R.
mucilaginosa (1) permanecendo o restante, como Rhodotorula spp (10). Estas
leveduras foram isoladas em todos os ambientes estudados, com excecdo da sala
cirargica.

O género Trichosporon foi identificado somente na superficie da torneira e
baias da sala de internacdo, sendo caracterizado como T. mucoides (1) e T. asahii
Q).

O uanico fungo dimérfico isolado foi Sporothrix schenckii, o qual foi obtido a

partir da superficie do armario na sala da UTI.
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5.4 Isolamento fungico em instrumentos de tosa

O isolamento de fungos foi obtido em 38,7% (58/150) das amostras, dos
quais 58,6% (34/58) eram provenientes da lamina da maquina de tosa e 41,4%
(24/58) da rascadeira, o que resultou na obtencédo de 78 isolados leveduriformes
uma vez que ndo foram isolados fungos filamentosos pertencentes ao grupo dos
dermatdfitos (tab. 6).

Tabela 6 - NUmero de amostras positivas para fungos, de acordo com o local e
instrumentos de tosa

LOCAIS DE LAMINA RASCADEIRA
TOTAL

COLETA (n=80) (n=70)
Hospital (n=10) 72 - 7
Clinicas (n=40) 5P 92 14
Consultérios (n=40) 9P 72 16
Pet Shops (n=60) 13° g2 21
34 24 58

TOTAL
(p=0,002) (p=0,49)

a,b,c — letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica entre as médias

Dos 78 isolados fungicos obtidos, 27 pertenciam ao género Candida, 37 ao
género Malassezia, dois ao género Trichosporon e 12 ao género Rhodotorula.
Quanto ao local de estudo obteve-se o isolamento das leveduras do género Candida
e Malassezia em todos os locais, enquanto que o género Trichosporon foi isolado
somente nas amostras provenientes de clinica veterinaria e o género Rhodotorula de

pet shop e consultério veterinario (tab 7).
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Tabela 7 - Isolados leveduriformes, de acordo com o local de estudo

GENERO ] ] PET
i HOSPITAL CLINICAS CONSULTORIOS
FUNGICO SHOPS
Candida 11 10 2 4
Trichosporon - 2 - -
Rhodotorula - - 8 4
Malassezia 1 12 10 14
TOTAL 12 24 20 22

Quando considerado o instrumento de tosa, 0 género Malassezia foi 0 mais
isolado tanto a partir das amostras da lamina da maquina de tosa quanto nas
amostras da rascadeira, enquanto que, o género Trichosporon foi isolado somente

nas amostras da rascadeira (Fig. 13).

%

60 - 52,9
50 A 43,2
40 1 29,4 ® Candida
30 - ® Malassezia
20 - 11,8 & Rhodotorula
10 - 5,9 Trichosporon
0 T 1
Lamina da maquina de Rascadeira
tosa

Figura 13 - Frequéncia de isolamento de leveduras dos géneros Candida,
Malassezia, Rhodotorula e Trichosporon em instrumentos de tosa

As espécies do género Candida foram identificadas como C. parapsilosis (5),
C. lipolytica (1), C. catenulata (2), C. guilliermondii (5), C. famata (1) e Candida spp
(13). Enquanto que no género Trichosporon foi identificada apenas a espécie T.
asahii (2), assim como no género Malassezia que foi M. pachydermatis (37) e 12

isolados do género Rhodotorula.
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5.5 Teste de suscetibilidade in vitro
5.5.1 Isolados fungicos filamentosos

Para a preparacdo dos indculos fungicos de Aspergillus spp. utilizou-se 18
isolados, sendo sete A. flavus, nove A. fumigatus e dois A. niger.

A concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo fungicida minima
(CFM) obtidas dos isolados de Aspergillus spp. frente aos quatro
desinfetantes/antissépticos variaram de < 1,25 a > 160 pl/mL e < 1,25 a 80 pl/mL,
respectivamente (tab. 8). A CFM de seis isolados néo foi realizada, devido ao

crescimento na diluigdo mais concentrada do agente quimico.

Tabela 8 - Concentracdo Inibitéria Minima e Concentracdo Fungicida Minima de
isolados de Aspergillus spp. frente a clorexidina-cetrimida (CC), hipoclorito de sodio
(HIP), derivado de cloro-fenol (CLO) e cloreto de benzalconio (CB)

cc HIP CLO CB
ESPECIE (Cl: 66,7ul/mL) | (CI: 40pl/mL) (Cl: 30p/mL) (Cl: 20p/mL)

cM| cfM [ cm | crm [ am | cFm [ cm | cFm
A-TIaVUS | <4.2|4,2-83| 40160 | 40-160 | 3,75-30 | 7.5-30 | 1,2520 | 2,5-20
A f“rﬂ'gatus <4,2| 4283 | 40-160 | 40-160 | 3,75-15 | 7,5-30 | 1,255 | 1,25-5
A'n”:'ger <42| 42 |40-160 | 40-160 | 3,75-15 | 1530 | 25 | 25

CIM: Concentracao inibitéria minima
CFM: Concentra¢éo fungicida minima
Cl: Concentragéo de uso indicada pelo fabricante do desinfetante

A clorexidina-cetrimida, cloreto de benzalcénio e derivado de cloro-fenol
foram eficazes em todos os isolados, com concentracgao inibitéria minima menor que
a indicada pelo fabricante, exceto em uma cepa de A.flavus, a qual foi inibida na
concentracdo de uso do cloreto de benzalconio e derivado de cloro-fenol. O
hipoclorito foi ineficaz em 33,3% dos isolados de A. fumigatus, 42,8% de A. flavus e
50% de A. niger, ocorrendo crescimento na concentracdo de uso indicada pelo

fabricante e na maior concentracao testada (Fig. 14).
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Figura 14 - Antifungigrama através da técnica de microdiluicdo em caldo de
Aspergillus fumigatus frente a clorexidina-cetrimida (A); A.niger frente a
derivado de cloro-fenol (B), A. flavus frente ao cloreto de benzalcénio (C) e
A. flavus frente ao hipoclorito de soédio (D). +: controle de crescimento, -
controle de esterilidade. Pogcos da esquerda para direita correspondem a
maior para menor diluicdo do desinfetante, (seta — concentracédo de uso).

As concentracdes inibitérias e fungicidas minimas dos
desinfetantes/antissépticos capazes de inibir 50 e 90% dos isolados de Aspergillus
spp. provenientes da superficie do ambiente veterinario observados neste estudo
estdo descritas na tab. 9, sendo que apenas o hipoclorito de sodio necessitou de

guatro vezes a concentracdo de uso para inibir 90% dos isolados testados.



Tabela 9 - Concentracdo Inibitéria Minima e Concentracdo Fungicida
Minima de cada desinfetante testado frente a Aspergillus spp. isolados

de ambiente veterinario

DESINFETANTE CIM (uL/mL) CFM (uL/mL)

50% 90% 50% 90%

Cloreto de benzalcbénio 1,90 42 2.2 49
(Cl- 20 pL/mL)

Derivado de cloro-fenol 53 11,3 75 18,2
(Cl- 30 pL/mL)

Hipoclorito de sodio 55 >160 72.9 >160
(Cl- 40 pL/mL)

Clorexidina-cetrimida <4.2 <4.2 <4.2 7

(Cl- 66,7 pL/mL)

ClI: Concentracéo de uso indicada pelo fabricante do desinfetante

CIM: Concentracao inibitéria minima

CFM: Concentracao fungicida minima

5.5.2 Isolados fungicos leveduriformes

60

Para a preparacéao dos inéculos levedurifomes foram utilizados 14 isolados do

género Candida, quatro do género Cryptococcus, dois do género Trichosporon e

guatro do género Rhodotorula.

A concentracao inibitdria minima e concentracao fungicida minima obtidas

dos isolados leveduriformes frente aos quatro desinfetantes e antissépticos variaram

de < 1,25 a 40 pl/mL (tab. 10).
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Tabela 10 - Concentracéo Inibitéria Minima e Concentragdo Fungicida Minima de
isolados de leveduras frente a clorexidina-cetrimida (CC), hipoclorito de sadio (HIP),
derivado de cloro-fenol (CLO) e cloreto de benzalcénio (CB)

cC HIP CLO CB
ESPECIE (Cl: 66,7ul/mL) (Cl: 40ul/mL) (Cl: 30ul/mL) (Cl: 20ul/mL)
CIM CFM CIM | CFM CIM CFM CIM CFM
Candidangirasilosis <42 <42 40 40 7,5 7.5 <125| <1,25
Candidrz]:l:gllabrata <42 <42 40 40 3,75 3,75 <125 2,5
Ca”didanif;‘enu'ata <42 <42 | 20-40 | 20-40 | 1,9-3,75 | 1,9-3,75 | <1,25 | 1,25-2,5
Candidagulliermondil | 4> 83| 4283 | 1040 | 2040 | 1,975 | 1975 | 1,255 | 1255
Ca”diﬂi ;amata 4,2-16,7 | 4,2-16,7 | 20-40 | 20-40 | 1,9-7,5 | 1,915 | <125 | <1,25
Ca“gigf Sp. <42 <42 40 40 3,75 375 |<125| <125
Cryptococc“::‘g“ig“tt“'a““s 4,2-16,7 | 4,2-16,7 | 10-20 | 10-40 | 3,75-15 | 3,75:15 | 2,55 | 2,55
Cryptococr:]iuls laurentii 8.3 8.3 40 40 15 15 2,5 2,5
Trichosp;]c;r;)n asabhii <42 <42 40 40 <19 <19 |<125]| <125
Trichospo;c;nlmucoides <42 <42 40 40 <19 <19 <125 | <1,25
RhOdgtzozflU'a Sp <42 <42 | 20-40 | 20-40 | 1,9-3,75 [ 1,9-3,75 | <1,25 | <1,25
Rh°d°t°U"’; anuc"aginosa <42 | <42 | 40 | 40 |1,9375|19-375|<125| <1,25

CIM: Concentracao inibitéria minima

CFM: Concentra¢éo fungicida minima
Cl: Concentragéo de uso indicada pelo fabricante do desinfetante

A clorexidina-cetrimida, cloreto de benzalconio e derivado de cloro-fenol

foram eficazes em todos os isolados leveduriformes, com concentracdo inibitéria

minima menor que a indicada pelo fabricante. No entanto, observou-se crescimento

fungico na concentracdo de uso do hipoclorito de sédio em 64% dos isolados

leveduriformes pertencentes as espécies C. famata (1), C. catenulata (1), C.

parapsilosis (1), C. glabrata (1), C. guilliermondii (5), Candida sp (1), Trichosporon

asahii (1), T. mucoides (1), Cryptococccus laurentii (1), Rhodotorula sp (1) e

Rhodotorula mucilaginosa (2) (Fig.15 e 16).
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Figura 15 - Antifungigrama através da técnica de microdiluicdo em caldo com
hipoclorito de sodio frente a Trichosporon asahii (A), Candida glabrata (B), C.
parapsilosis (C), C. famata (D), demonstrando po¢o com crescimento (seta
amarela) e sem crescimento (seta branca)

Figura 16 — Determinacdo da concentracdo fungicida
minima (CFM) do hipoclorito de sédio frente aos isolados
de Rhodotorula spp. (A) e Rhodotorula mucilaginosa (B)

As concentracdes inibitérias e fungicidas minimas dos
desinfetantes/antissépticos capazes de inibir 50 e 90% dos isolados leveduriformes
provenientes da superficie do ambiente veterinario observados neste estudo estédo
descritas na tab. 11, sendo que todos os desinfetantes/antissépticos testados foram

eficazes nas concentragcées de uso indicadas pelo fabricante. O crescimento das
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leveduras ocorreu no controle positivo e nas concentragdes inferiores a de uso da

clorexidina-cetrimida, cloreto de benzalcénio (Fig. 17) e derivado de cloro-fenol.

Tabela 11 - Concentracéo Inibitéria Minima e Concentracdo Fungicida
Minima de cada desinfetante testado frente as leveduras isoladas de

ambiente veterinario

CIM (uL/mL) CFM (pL/mL)
DESINFETANTE
50% 90% 50% 90%
Cloreto de benzalcbnio 1,2 28 1.3 29
(Cl- 20 pL/mL)
Derivado de cloro-fenol 2.7 58 28 59
(Cl- 30 pL/mL)
Hipoclorito de sodio 238 36.1 231 358
(Cl- 40 pL/mL)
Clorexidina-cetrimida
(Cl- 66,7 uL/mL) ! 3.7 ! 3.7

Cl: Concentrag&o de uso indicada pelo fabricante do desinfetante

CIM: Concentragao inibitéria minima
CFM: Concentragao fungicida minima

Figura 17 — Determinagéo da concentracdo fungicida minima (CFM) da clorexidina-
cetrimida frente aos isolados de Candida famata (A) e Candida guilliermondii (B) e
cloreto de benzalcénio frente aos isolados de Candida guilliermondii (C) e
Trichosporon mucoides (D)



6 Discusséao

Nos ultimos anos, os estudos sobre a presenca de fungos nos mais variados
tipos de ambientes aumentaram, principalmente em hospitais, pois 0s pacientes
internados nestes locais estdo vulneraveis a diversas infec¢cdes oportunisticas por
microrganismos com potenciais patogénicos (MARTINS-DINIZ et al.,, 2005;
COUTINHO et al., 2007; MENDONZA et al., 2007). Assim, um estudo realizado
sobre a desinfeccao de leitos de um hospital, utilizando a mesma técnica de placas
de contato empregada no presente estudo, constatou a presenca de fungos em 219
amostras antes e 180 amostras apos a desinfeccao destes (ANDRADE; ANGERAMI;
PADOVANI, 2000). Nameros muito semelhantes foram obtidos no presente estudo,
com reducéao de 20,5% da contaminacéo fungica apds a desinfeccdo, no entanto,
sem ocorrer significancia estatistica.

Em outro estudo sobre a presenca de Staphylococcus aureus em 52
enfermarias utilizando fitas adesivas estéreis em superficies observou-se presenca
desta bactéria em 50% das amostras (CARVALHO, 2005). Em nosso estudo, esta
técnica foi empregada para coletar a torneira das salas do hospital veterinario e
comparada esta com outras superficies amostradas tendo demonstrado eficacia
para isolamento fungico, demonstrada na tab. 4.

Os géneros Aspergillus, Candida, Rhodotorula, Malassezia e Cryptococcus
foram isolados tanto antes quanto apdés a desinfeccdo das salas do hospital
veterinario. Entretanto, Trichosporon spp e Sporothrix schenckii foram isolados
apenas depois da desinfeccdo, podendo ter ocorrido a contaminacdo através das

secrecgOes das lesdes de um felino com esporotricose internado no hospital. Martins-
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Diniz et al. (2005) realizaram um estudo sobre o monitoramento de fungos em
hospital humano, no qual foi isolado do ambiente o género Aspergillus, enquanto
gue, nas maos de profissionais de saude e mobiliario foram isolados Candida spp e
Trichosporon spp, destacando a importancia destes fungos em ambientes criticos,
bem como o controle da desinfeccdo destes locais e dos profissionais de saude.

No presente estudo foram isoladas as espécies Candida glabrata, C.
catenulata, C. guilliermondii, C. famata, C. parapsilosis e C. lipolytica, as quais ainda
ndo haviam sido isoladas de ambiente hospitalar veterinario, sendo este o primeiro
relato. Embora estas espécies ndo estejam relacionadas a doencas em animais, sao
consideradas potencialmente patogénicas ou oportunistas e com crescentes casos
descritos na literatura médica (SHIN et al., 2000; MEDRANO et al., 2006;
PASQUALOTTO; ANTUNES; SEVERO, 2006). Assim, as espécies C. parapsilosis e
C. glabrata e C. guilliermondii ja foram descritas tanto como agentes causadores de
candidemias, quanto de candidose vaginal (GALLE; GIANINNI, 2004; BOFF et al.,
2008). Alem disso, a C. glabrata possui resisténcia natural ao fluconazol (SIDRIM;
ROCHA, 2004). Ja C. lipolytica € raramente associada a infeccbes em humanos,
porém no ano de 2000 foram descritos cinco casos de candidemia causada por essa
espécie em uma unidade pediatrica (SHIN et al., 2000). Em veterinaria, as espécies
C. glabrata, C. catenulata, C. guilliermondii, C. famata, Cryptococcus laurentii e
Rhodotorula mucilaginosa foram isoladas de vacas com mastite no Brasil, Japao,
Polonia e Italia (KRZYZANOWSKI, SIELICKA, 1996; MORETTI, PASQUALI,
MENCARONI, 1998; KRUKOWSKI, TIETZE, MAJESW SKI, 2000; SPANAMBERG et
al., 2008). Em cées higidos ja foi isolada a espécie C. parapsilosis em amostras de
mucosas vaginal, oral, perianal e prepucial (CLEFF et al., 2005; BRITO et al., 2009).
A candidose em animais esta relacionada a espécie C. albicans, havendo relatos em
caes, gatos e macaco-prego (FERREIRO et al., 2002; CLEFF et al., 2007; CLEFF et
al., 2008). No entanto, no presente estudo esta espécie ndo foi encontrada, sendo
gue a espécie C. guilliermondii que foi a mais isolada, ja foi descrita como agente
etiolégico de candidose cutanea em cdo (MUELLER; BETTENAY; SHIPSTONE,
2002).

A frequéncia de infeccbes hospitalares em humanos causadas por espécies
nao-albicans tem aumentado, desse modo a identificacdo correta da espécie
envolvida torna-se crucial no tratamento da micose. Neste contexto, infeccOes

fungicas sistémicas causadas por Trichosporon asahii e T. mucoides sao raras,
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porém varios casos tém sido descritos em pacientes imunodeprimidos (KENDIRLI et.
al, 2005; LACASSE; CLEVELAND, 2008).

No ambiente hospitalar estudado, a espécie mais isolada na superficie deste
local foi A. fumigatus, com alta frequéncia na sala cirdrgica tanto antes quanto apos
a desinfeccdo. Tendo em vista que estes animais sdo submetidos a procedimentos
invasivos, estes serviiam de porta de entrada para instalacdo de micoses
oportunistas, especialmente a aspergilose. Em pacientes humanos HIV positivos a
probabilidade de desenvolverem uma ou mais infec¢des fungicas durante o curso da
doenca é de 60 a 80%, sendo que a candidose orofaringea € a mais frequente
(WINGETER et al., 2007). Além disso, em pacientes neutropénicos a aspergilose é
considerada uma micose de grande importancia, sendo que o Aspergillus fumigatus
€ a espécie mais frequentemente isolada de materiais clinicos. Esta infec¢éo fungica
causa mortalidade de 30 a 80% dos pacientes mesmo em tratamento (PERKHOFER
et al., 2007). Em céaes, a aspergilose ocorre mais comumente na regido nasal, porém
os estudos sobre a ocorréncia desta micose no Brasil sdo escassos (FERREIRA,
2008). Apenas um relato foi descrito em dois cdes no estado de S&o Paulo
diagnosticados através da rinoscopia com presenca de colbnias fungicas na
cavidade nasal (YOSHITOSHI, 2003).

Na bibliografia consultada ndo foram encontrados relatos de isolamento em
ambiente hospitalar no Brasil, sendo este o primeiro relato de isolamento deste
fungo em superficie hospitalar veterinaria. Assim, o fungo Sporothrix schenckii € o
agente causador da esporotricose em animais e humanos, tendo assumido grande
importancia em saude publica devido ao crescente registro de casos em humanos,
felinos e caninos assim como casos zoonadticos (BARROS et al., 2001; SCHUBACH
et al., 2001; XAVIER et al., 2004; MADRID et al., 2008). Dessa forma, o isolamento
do fungo em superficies de ambientes veterinarios destaca o risco de contaminagao
de pessoas e animais nestes locais. O S. schenckii ja foi isolado em telefones
publicos do estado de Pernambuco (Brasil), solo da Venezuela, México e Brasil, em
caules de milho cultivados préximo ao ambiente domiciliar de pessoas que
desenvolveram a micose na india (COUTINHO; CAVALCANTI; NETO, 2007;
MEHTA et al., 2007; MENDONZA et al., 2007; PEREZ et al., 2007).

A presenca do S. schenckii em superficie de madeira (armario), encontrado
neste estudo ja tem sido descrito na literatura (LACAZ et al., 2002), pois o habitat do

fungo é o solo, casca de arvores, madeira, plantas, vegetais e materiais em
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decomposicdo. Por se tratar de um ambiente veterinario, a contaminagdo pode ter
ocorrido pela presenca de felinos acometidos pela micose, os quais possuem grande
guantidade de células leveduriformes em suas lesdes e nas unhas; além da
superficie em questao ser um ambiente propicio para sua permanéncia. Schubach e
colaboradores (2001) isolaram o fungo em amostras de swabs orais de felinos
saudaveis que conviviam com felinos com esporotricose, enquanto que Souza e
colaboradores (2006) isolaram das unhas de felinos saudaveis.

O isolamento do Sporothrix schenckii em ambiente hospitalar ap6s a
desinfeccdo destaca a importancia desta ser correta e eficiente, pois pode ter
ocorrido a eliminagcéo de fungos contaminantes presentes no local, permitindo a sua
permanéncia no ambiente. Assim, deve-se ter conhecimento dos produtos utilizados
e suas concentracdes de uso indicadas para cada tipo de agente infeccioso, com
intuito de elimina-lo definitivamente do ambiente.

Na literatura consultada ndo foram encontrados estudos sobre a presenca
de leveduras e dermatdfitos em instrumentos de tosa em ambientes veterinarios,
sendo o presente estudo, o pioneiro. Entretanto, nenhum dermatofito foi isolado
nestes locais nas condi¢cOes estudadas, o que demonstra a auséncia destes fungos
em instrumentos de tosa e conseqguentemente, contagio minimo entre os animais
(ATES et al., 2008). Poréem, o isolamento de leveduras nestes instrumentos alerta
para uma correta desinfeccao, pois estes poderiam ser uma fonte de infeccdo para
animais e pessoas.

Através do meio CHROMagar® Candida foi identificado um isolado de
Candida albicans e a maioria C. krusei, no entanto quando comparado com o
método automatizado, ndo haviam as espécies C.albicans, C.krusei e C. tropicalis,
portanto discordante do estudo realizado por Ghelardi et al. (2008), no qual
utilizando o método cromogénico na identificacdo de C. krusei, C. tropicalis e C.
guilliermondii obteve especificidade de 99,8% para C.guilliermondii e 100% para C.
krusei e C. topicalis. Além disso, em outro estudo colénias de Trichosporon
mucoides apresentaram coloracdo semelhante as observadas no presente estudo,
decorrente da baixa producdo de uma enzima presente nesta espécie (GHELARDI
et. al, 2008). Assim, o0 método cromogénico possui baixa especificidade, podendo
ser utilizado para identificar infeccdes mistas por diferentes espécies de Candida
spp. em uma amostra. Porém para a correta identificacdo das espécies de

leveduras, o método automatizado é o mais recomendado.



68

Pedrini e Margatho (2003) ao testar diferentes concentracdes de hipoclorito
de sdodio frente a cepas padrbes de bactérias causadoras de mastite clinica,
constataram que a diluicdo 0,5% n&o foi efetiva frente a estes isolados. O cloreto de
benzalcbnio a 1% foi ativo apenas contra gram positivos, e a clorexidina a 0,5% foi a
gue obteve melhor atividade sobre as cepas testadas. A eficdcia da clorexidina
frente a microrganismos patogénicos, como Staphyloccocus spp. e Aspergillus spp.
ja foi descrita por outros autores (XAVIER et al., 2007; XAVIER et al., 2008;
MEDEIROS et al., 2009). No presente estudo observamos resultados semelhantes,
no qual o hipoclorito de sédio ndo teve acdo satisfatoria frente aos isolados
filamentosos testados, enquanto que a clorexidina-cetrimida mostrou-se eficaz frente
a esses mesmos isolados de Aspergillus spp.

Estudos de sensibilidade in vitro de patdgenos fungicos a desinfetantes sao
escassos na literatura. Xavier et al. (2007) descreveram a eficacia da clorexidina e
do cloreto de benzalconio frente a isolados de Aspergillus spp obtidos de centros de
reabilitacdo de animais marinhos e de casos clinicos de aspergilose em pinguins.
Além disso, observaram a resisténcia de todos os isolados ao iodéforo nas diluicbes
testadas. Similarmente, no presente estudo, os isolados de ambiente de Aspergillus
spp foram sensiveis frente aos desinfetantes/antissépticos escolhidos, porém seis
espécies foram resistentes ao hipoclorito e quatro sensiveis na concentracédo de uso
deste, demonstrando que este produto ndo seria indicado para a desinfec¢cdo do
local de pesquisa.

De acordo com literatura consultada, o A. niger € sensivel a concentracao de
200ug/mL de clorexidina e 100-200ug/mL de cloreto de benzalconio (MCDONNELL,;
RUSSELL, 1999), porém, Xavier (2003) e Xavier et al. (2007) demonstraram que
concentragdes de 40 ug/mL de clorexidina-cetrimida e de 2,5 yL/mL de um derivado
de amobnia quaternaria foram suficientes para inibir o crescimento desta espécie.
Assim, nossos resultados concordam com a literatura em relacdo a estes dois
desinfetantes, porém foi demonstrado que concentracbes menores a estas como,
4,2 uL/mL tanto de clorexidina-cetrimida quanto de cloreto de benzalcénio podem
inibir o crescimento deste microrganismo.

A CIM da clorexidina-cetrimida capaz de inibir 90% dos isolados foi menor
em comparacdo aos outros desinfetantes, enquanto que a CIM do hipoclorito de
sédio foi maior. Entretanto a menor CFM obtida foi referente ao cloreto de

benzalcdnio. Desse modo, a clorexidina-cetrimida possui agéo frente a isolados de
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ambiente e o cloreto de benzalcénio poderia ser uma alternativa no rodizio de
desinfetantes, diminuindo custos e evitando o aparecimento de cepas resistentes.

Os resultados das concentracdes fungicidas minimas foram diferentes em
alguns isolados da concentracéo inibitéria minima frente aos desinfetantes testados
in vitro, demonstrando a importancia da utilizacdo desta técnica para a correta
diluicdo dos desinfetantes, pois se houve resisténcia destes isolados sem interagbes
do ambiente, certamente in vivo ndo serao eliminados dos ambientes hospitalares.

Estudos anteriores tém avaliado a acdo de desinfetantes e antissépticos,
como clorexidina, alcool 70°, hipoclorito de sodio, peroxido de hidrogénio, radiacdo
ultravioleta entre outros, frente a isolados clinicos e de ambiente de espécies
fungicas pertencentes aos géneros Candida, Cryptococcus e Rhodotorula. Apenas a
clorexidina numa concentracédo de 0,5% obteve resultado satisfatorio frente a esses
isolados (THERAUD et al., 2004). Enquanto que, no presente estudo as
concentracbes de clorexidina-cetrimida que inibiram os isolados de Cryptococcus
spp. variaram de 1,6 a 0,8%, para isolados de Rhodotorula spp. foram de 0,4% e
para Candida spp. variaram de 1,6 a 0,4%.

O teste de suscetibilidade do hipoclorito de soédio frente a leveduras
demonstrou que 64% dos isolados apresentaram crescimento na concentracao de
40ul/mL, sendo esta, recomendada pelo fabricante. Enquanto que, na CFM 19
isolados leveduriformes foram inibidos nesta concentracdo. Os outros desinfetantes
(derivado de cloro-fenol, clorexidina-cetrimida e cloreto de benzalcénio) foram
eficazes frente aos isolados leveduriformes testados no presente estudo,
concordando com os resultados obtidos por Santos; Borsatto; Delgobo (2007) os
guais demonstraram atividade fungicida de derivado de cloro-fenol, amodnia
guaternaria, hipoclorito de sédio e formaldeido frente a isolados de C. albicans nas
concentragfes de 0,1% a 10%. Embora, no presente estudo ndo tenha sido testado
nenhum isolado de C. albicans, podemos constatar que o hipoclorito de sédio tanto
nos isolados filamentosos quanto nos leveduriformes teve o pior desempenho,
sendo que este é o mais utilizado em limpezas em geral, além do baixo custo. O
derivado de cloro-fenol, clorexidina-cetrimida e cloreto de benzalconio foram
eficazes tanto frente aos isolados leveduriformes quanto aos filamentosos.

Embora ndo existam relatos da ocorréncia em pequenos animais de micoses
causadas por Candida catenulata, C. famata, C. glabrata, C. parapsilosis, C.

lipolytica, Trichosporon spp, Rhodotorula spp. e Criptococcus nao-neoformans
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7

encontradas no presente estudo, o isolamento de leveduras é importante e alerta
para a presenca destas em ambiente veterinario, pois sdo microrganismos com
potencial patogénico tanto para animais quanto para humanos. Além disso, estes
fungos estdo cada vez mais relacionados a doencas graves em humanos,
principalmente em imunodeprimidos e pacientes internados em hospitais.

Em animais tem se aprofundado os estudos da ocorréncia de micoses,
principalmente como diagndstico diferencial de outras enfermidades. Assim,
Medeiros et al. (2009) relata que a desinfec¢cdo do ambiente hospitalar € um dos
mais importantes aspectos na prevencdo de enfermidades nosocomiais, de forma
gue a escolha do produto mais adequado para este fim é crucial para a eliminacéo
de patégenos oportunistas.

Através dos resultados obtidos, espera-se que a pesquisa destes fungos em
ambientes veterinarios continue sendo realizada, para que exista o conhecimento
das espécies envolvidas que possa predispor infeccdes, além de implantar um
programa de desinfeccdo eficiente para remocdo destes microrganismos que

possam ser uma fonte de infeccéo para animais imunodeprimidos.



7 Conclusodes

Nos ambientes veterinarios estdo presentes fungos filamentosos e
leveduriformes.

A sala de internacdo do hospital veterinario foi o0 ambiente que apresentou
maior contaminagao fungica e a sala cirurgica foi a menos contaminada, antes da
desinfeccdo. Enquanto que, na andlise das superficies demonstrou que as baias
eram as mais contaminadas antes da desinfeccdo e a calha apresentava menor
contaminacdo. Houve reducdo da contaminacdo fungica de 20,5% por local de
estudo hospitalar.

Os géneros Aspergillus, Candida, Malassezia, Rhodotorula e Cryptococcus
foram isolados antes da desinfeccdo. ApoOs a desinfeccdo estes géneros também
foram isolados acrescidos do género Trichosporon e do fungo dimorfico Sporothrix
schenckii. As espécies de leveduras mais frequentemente isoladas foram Candida
guilliermondii, C. parapsilosis, C. catenulata e C. famata, sendo o primeiro
isolamento destas em ambiente veterinario.

A lamina da maquina de tosa foi a mais contaminada, com predominancia de
Malassezia pachydermatis, além do isolamento das espécies Candida parapsilosis,
C. lipolytica, C. catenulata, C. guilliermondii, C. famata, Rhodotorula mucilaginosa e
Trichosporon asahii, porém nenhum dermatéfito foi isolado nestes instrumentos.

A clorexidina-cetrimida, cloreto de benzalcénio e derivado de cloro-fenol
foram eficazes na concentracdo de uso indicada pelo fabricante frente aos isolados
filamentosos e leveduriformes provenientes da superficie hospitalar, enquanto que o
hipoclorito de sédio na concentracdo de uso ndo apresentou resultado satisfatorio

frente a estes isolados.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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