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Resumo: Na gestdo sanitaria das doencas infecto-transmissiveis, como o caso da candidiase,
procedimentos sdo adotados sobre os agentes morbigenos tanto no corpo do paciente/animal, realizado
por terapia antimicrobiana ou por antissepsia, quanto no ambiente, quando eles estdo em vida livre, por
procedimentos de desinfeccdo, sendo a escolha dos compostos quimicos elemento decisivo para a
prevencao ou o controle da enfermidade. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade dos compostos
quimicos desinfetantes e antissépticos iodéforo e cloreto de cetil trimetil amonio (do grupo quaternario
de amdnio), comumente usados em ambiente de ordenha bovina, sobre o padrdo Candida albicans ATCC
14053 e 21 cepas de Candida krusei, nove de Candida rugosa e uma de Candida albicans isoladas em
leite de vacas com mastite. O método foi o de diluigdo, pelo teste europeu de suspensdo. A concentragdo
inicial do iodoforo foi 100 ppm e do quaternario de amdnio 1.000 ppm, tendo sido realizadas trés
diluicdes multiplicadas pelo fator 0,5 confrontando os in6culos na densidade populacional de 10°
UFC/mL, nos tempos de contato de 15, 30 e 60 minutos. Como resultado observou-se que mesmo as
menores concentracdes do iodoforo (25 ppm) e do quaternario de amonio (250 ppm), no menor tempo de
contato inativaram tanto a cepa padrdo quanto todos os isolados. Como conclusdo, a atividade observada
evidenciou ndo haver resisténcia ou tolerancia dos indculos e que os dois desinfetantes/antissépticos
podem ser usados para controlar essas leveduras em ambientes com situagdo-problema de mastite bovina.

Palavras-chave: Candida albicans, Candida krusei, Candida rugosa, candidiase

Abstract: In health management of infectious-transmissible diseases such as candiasis,
procedures are adopted against the pathogenic agents both in the body of the patient/animal, using
antimicrobial therapy or antisepsis, and in the environment, when they are in the wild, through
disinfection procedures, the decision made on the choice of the chemical compounds being a decisive
element for the disease’s prevention or control. This work aimed to evaluate the activity of the
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disinfectant and antiseptic chemical compounds iodophor and cetyltrimethylammonium chloride (from
the quaternary ammonium group), commonly used in environments where cows are milked, on the
standard Candida albicans ATCC 14053 and 21 strains of Candida krusei, nine of Candida rugosa and
one of Candida albicans isolated in milk from cows with mastitis. The method was of dilution, using the
European suspension test. The initial concentration of iodophor was 100 ppm and of the quaternary of
ammonium was 1000 ppm, with three dilutions undertaken multiplied by the factor 0.5, confronting the
inocula in a population density of 10° CFU/mL, at contact times of 15, 30 and 60 minutes. As a result, it
was observed that even the lower concentrations of iodophor (25 ppm) and of quaternary of ammonium
(250 ppm), at the shortest contact time, inactivated both the standard strain and all the isolates. In
conclusion, the activity observed evidenced that the inocula had no resistance or tolerance and that the
two disinfectants/antiseptics may be used to control these yeasts in environments with problem situations
of bovine mastitis.
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A mastite é considerada DWORECKA-KASZAK et al., 2012).

economicamente a doenca mais importante
do gado leiteiro (RANGEL & MARIN,
2009) tendo sido observado, a partir da
década de 1950/60, um aumento na
incidéncia  das  mastites  micaticas,
possivelmente devido ao advento da
antibioticoterapia antibacteriana
(CRAWSHAW et al., 2005; WUNDER JR,
2007). Apesar de os fungos filamentosos
estarem amplamente  distribuidos na
natureza eles sdo apenas esporadicamente
isolados de casos de mastite, enquanto que
as leveduras sdo os fungos de maior
ocorréncia (KELLER et al, 2000), e
Candida spp. entre 0s géneros mais
frequentes (SANTOS & MARIN, 2005;

COSTA et al.,, 2008; SPANABERG et al.,

Assim como para agentes causais
bacterianos, a sua gestdo sanitaria necessita
de procedimentos adotados no corpo do
animal, atravées das terapias com
antimicaticos, além da acédo sobre o0s agentes
morbigenos quando estdo em vida livre, no
ambiente.

Para TYLER & CULLOR (2002) existe
relacio  direta entre 0 nimero de
microrganismos presentes na superficie dos
tetos, das teteiras e médos do ordenhador e as
taxas de infec¢des intramamarias, sendo a
adequada higiene (limpeza e
desinfeccdo/antissepsia) do Ubere e do
ambiente de producdo uma importante
medida na prevencdo e no controle de

enfermidades da glandula mamaria.
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Desinfeccdo é definida como o
procedimento que visa eliminar
microrganismos, com excec¢ao de esporos,
que estdo em superficies inanimadas,
enquanto antissepsia tem 0 mesmo objetivo,
mas € procedimento adotado sobre tecidos
vivos. Fatores que afetam a eficacia da
desinfeccdo incluem limpeza prévia da
superficie, carga organica presente, tipo e
nivel de contaminacdo microbiana, as
caracteisticas dos microrganismos, a
concentracdo e o tempo de exposicéo,
presenca de biofilmes, temperatura e pH
(RUTALA & WEBER, 2008) e, assim como
acontece o fendmeno de resisténcia dos
microrganismos aos antibidticos, ndo existe
microrganismo que eventualmente ndo possa
apresentar resisténcia aos desinfetantes
(CHAPMANN, 1998; McDONNELL &
RUSSEL, 1999; MAILLARD &
McDONNEL, 2012). Neste
CABRERA et al. (2007) e EUROPEAN
COMMISION (2009) alertam que 0 uso

indiscriminado dos antibidticos e a pressao

sentido,

seletiva ~ ambiental, produzida  por
antissepticos, desinfetantes, conservantes e
esterilizantes tém gerado uma resposta de
sobrevivéncia nos microrganismos.

A resisténcia pode ocorrer devido a
fatores intrinsecos do organismo ou pelo

aumento de tolerancia/adaptacdo ou mesmo

resisténcia adquirida por alteracdo genética
com mecanismos moleculares de resisténcia
aos compostos quimicos antimicrobianos.
Alguns organismos podem desenvolver a
tolerancia/adaptacdo =~ (DAVIDSON &
HARRISON, 2002; RIAZI & MATTHEWS,
2011; SPAMPINATO & LEONARDI,
2013), que é a competéncia genético-
bioquimica de apenas diminuir o efeito
bactericida do antimicrobiano, sem alterar
seu efeito bacteriostatico. Esse fendmeno
ocorre devido a prolongado tempo de
exposicao a determinado composto quimico,
como ja demonstrado frente a desinfetantes.
Também existem evidéncias de ocorrer
resisténcia  cruzada  (cross-resisténcia)
(SANGUINETTI et al., 2005), quando
diferentes agentes antimicrobianos atacam o
mesmo alvo, iniciando uma via comum de
morte celular, ou compartilham uma rota
comum de acesso a suas respectivas metas.
Se, por um lado, ja existe significativa
quantidade de estudos monitorando a agdo
dos antibidticos/antifungicos sobre 0s
microrganismos, por outro a investigacdo da
atividade dos desinfetantes sobre esses
organismos, ou a suscetibilidade destes
organismos frente a esses compostos, nao
tem acompanhado 0 mesmo  ritmo,
principalmente no contexto da salde e

producdo animal em nosso pais. Neste
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sentido, buscando instrumentalizar/auxiliar a
escolha de desinfetantes e antissépticos
COMO recurso sanitario na prevencdo ou
controle  nas  situacOGes-problema  de
candidiase em mastite bovina, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a atividade dos
compostos quimicos iodoforo e cloreto de
cetil trimetil amonio (composto do grupo
quaternario de aménio), comumente usados
em ambientes de ordenha bovina.
Material e Métodos

O experimento foi realizado com cepa
de Candida albicans ATCC 14053 e com
Candida spp. isoladas em amostras de leite
de vacas com mastite, recebidas no
Laboratorio de Medicina Veterinaria
Preventiva, da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul. Apés o isolamento e
imediato congelamento, a identificacdo foi
feita no Laboratorio de Micologia do
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude e no
Laboratorio de Micologia Veterinaria da
Faculdade de Veterinaria, ambos da UFRGS
Tomando-se o cuidado de selecionar
isolados de propriedades diferentes, a
colecdo foi composta por uma Candida
albicans, 21 Candida krusei e nove Candida
rugosa. Os isolados ficaram congelados (-
20°C) em meio de cultura e glicerol. Para os
testes, foram reativados transferindo-se 0,2

mL para 3 mL de caldo Sabouraud Dextrose

(Himedia®) e incubado a 34°C, por 24h.
Apos, retiraram-se aliquotas com alca de
platina para esgotamento em  Agar
Sabouraud Dextrose, e incubacdo a 34°C,
por 24h. A densidade populacional de
confronto foi de 10® UFC/mL, obtida com
escala McFarland.
Os  dois
desinfetantes foram obtidos na forma pura

compostos  quimicos
(Delaware®), com laudo técnico. As
concentragdes testadas foram escolhidas por
referéncia de uso indicadas em produtos
comerciais que utilizam esse principio ativo
na formulacdo, bem como por indicacdes
(RUTALA & WEBER,

2008). Para obtencdo de trés diluicdes, a

bibliogréaficas

inicial foi multiplicada pelo fator 0,5:
idéforo (I - composto quimico do grupo dos
halogénios) 100 ppm (= 0,01%), 50 ppm e
25 ppm e cloreto de cetil trimetil aménio
(QAC - composto quimico do grupo
quaternario de aménio) 1000 ppm (= 0,1%) ,
500 ppm e 250 ppm.

Na avaliacdo da eficiéncia desinfetante
foi usado o método de diluicdo, com o teste
europeu de suspensdao quantitativa da
atividade fungicida e leveduricida de
desinfetantes e antissépticos, conforme o
protocolo do Comité Europeu de
Padronizagdo EN 1657:2005 (BRITISH

STANDARD, 2007).
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Tanto a cepa padrdo quanto os isolados
foram submetidos aos desinfetantes nas trés
diluicdes preconizadas nos tempos de
contato 15, 30 e 60 minutos. Adicionou-se 1
mL da suspensao a tubos contendo 9 mL da
solucdo dos desinfetantes. Ap6s o tempo de
contato, uma aliquota de 1 mL foi retirada e
adicionada a 9 mL de caldo Sabouraud
Dextrose com agentes neutralizadores [pool
3% de polissorbato 80 (Synth®), 0,3% de
lecitina de soja (Delaware®) e 0,1% de
histidina (Synth®)], permanecendo por cinco
minutos, apdés o que foram retiradas
aliquotas de 0,1 mL, em duplicata, e
inoculadas por espalhamento de superficie
em placa de Petri com Sabouraud Dextrose
Agar, incubando-se a 34°C por 24/48 horas.
Apo6s o tempo de incubacdo procedeu-se a
leitura das placas visando quantificar o
crescimento de colonias.

Resultados e Discusséo

A Candida albicans padrdo foi
inativada na menor concentracdo de cada um
dos desinfetantes jA& aos 15 minutos de
contato, o mesmo tendo ocorrido (Tabela 1)
com todos os isolados de campo. Em funcéo
da inexisténcia de variabilidade matematica
entre 0s resultados, seguiu-se apenas a
apresentacao descritiva dos dados.

A escolha do método e da técnica

para avaliagédo da atividade dos desinfetantes

deu-se em fungdo da legislacdo brasileira
para o tema (BRASIL, 2007), onde é
determinado que o0s produtos com agéo
antimicrobiana deverdo comprovar sua
eficacia mediante dois protocolos, entre eles
0 usado, do Comité Europeu de
Padronizacdo (CEN, sigla em inglés). O
protocolo do teste determina a utilizagdo de
neutralizadores. Os neutralizantes tém a
fungdo de inativar residuos da substancia
antimicrobiana, apés a exposi¢édo do inoculo
(REYBROUCK, 1998).

Percebeu-se como vantagem 0 uso
de neutralizadores posto que evitam
resultados falsos-negativos, expressos pela
auséncia de crescimento microbiano devido
somente a acdo de inibicdo. Portanto, pode-
se, com esse recurso, afirmar que 0s
compostos desinfetantes/antissepticos
promoveram acdo fungicida e nao
fungistatica.

Para interpretagdo dos resultados, o
protocolo que descreve o teste determina que
para ser demonstrada a eficacia do produto com
acdo antimicrobiana desinfetante/antisséptica é
necesséria a reducdo da densidade populacional
do inéculo em, no minimo, cinco unidades
logaritmicas apds determinado tempo de contato.

Diante da constatacdo de que os dois
compostos quimicos cumpriram esse requisito,
tendo inativado todos os indculos nas menores

concentragdes e tempo de contato confrontados
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pode-se, entdo, considera-los como desinfetantes
adequados para controle de Candida spp.

Posto que os desinfetantes avaliados
tiveram a mesma eficcia sobre os isolados de
campo (situacdo-problema mastite) que sobre a
cepa controle Candida albicans ATCC 14053,

pareceu ser esse um bom indicador bioldgico
para ser usado como referéncia na avaliacdo da
eficicia para desinfetantes e antissepticos
indicados na prevencéo e controle de candidiase
em ambientes de saude e de producdo animal.

Tabela 1. Numero de isolados (n=31) de Candida spp, com densidade
populacional 10° UFC/mL, inativados frente a trés concentragdes dos
desinfetantes id6foro () e cloreto de cetil trimetil am6nio (QAC- composto do

grupo quaternario de aménio).

Tempo de contato em

. . | QAC
Concentracao minutos ¢i 100 ppm ¢i 1000 ppm
15 31 31
100% 30 31 31
60 31 31
15 31 31
50% 30 31 31
60 31 31
15 31 31
25% 30 31 31
60 31 31
ci = concentracéo inicial
Comparando com resultados proveniente de vacas com mastite,

relatados por outros  pesquisadores,
confrontando os desinfetantes testados com
leveduras do género Candida padrbes ou
isoladas de origem animal, temos
COUTINHO et al. (2012) que estudaram a
sensibilidade de 12 fungos (11 do género
Candida - C. tropicalis, C. krusei, C.
guilliermondii, C. parapsilosis e um

Trichosporum sp) isolados do leite

confrontados com antissépticos comerciais
usados em pré e pds-dipping. O iodo, na
concentra¢do na concentracdo de 0,57% (=
5.700 ppm), inativou todos os isolados até 1
min de contado. O aménia quaternaria (ndo
informa qual o composto quimico do grupo),
na concentracdo inicial de 2% (= 20.000
ppm - diluido conforme fabricante, mas nao

informa o guanto) inativou 8 isolados em 30
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segundos e 11 em um minuto, néo
descrevendo qual género ou espécie que
resistiu até os 10 min (tempo de contato
maximo). Percebe-se que obtiveram igual
resultado de sensibilidade tanto ao iodéforo
quanto ao quaternario de amdnio, com
também observou-se neste experimento, se
bem que usaram concentracbes muito mais
elevadas.

REDU  (2014)

fungistatica e fungicida do grupo quaternario de

encontrou  acdo

amonio sobre leveduras isoladas de animais
silvestres, entre elas 8 espécies de Candida (
Candida famata, C. albicans, C. catenulata, C.
sphaerica, C. guilliermondii, C. ciferri, C.
intermedia, C. globosa). A concentra¢do minima
de inibicdo foi de 0,0244 mg/mL, o0 que
corresponde a uma concentracdo bem menor que
relatamos neste trabalho. Mas no teste para
verificar a acdo de inativacdo a concentracdo
minima usada foi bem mais elevada, de 9,8
mg/ml, o que corresponde a quase dez vezes a
concentragdo de 1.000 ppm.. E STOPIGLIA et
al. (2012) relataram o uso de cloreto de cetil
trimetil aménio frente trinta e uma Candida (C.
albicans, C. glabratas, C. krusei, C.
parapsilosis, C. tropicalis) padrdes ATCC,
observando atividade fungicida entre 25 e 100
mg/mL, o que também sdo concentracbes de
confronto bem mais elevadas das testadas neste
experimento.

DUARTE & HAMDAN (2006)

confrontaram 12 Candida spp.( cinco C.

albicans , uma C. castelli, uma C.
guilliermondii, uma C. krusei, uma C.
lusitaniae, uma C. parapsilosis, uma C.
pararugosa e uma C. tropicalis) isoladas
de vacas com otite, com iodo povidina
(composto do mesmo grupo quimico que o
iodéforo) 1 % e 0,5%. Usando o mesmo
teste adotado neste trabalho, observaram
efeito microbicida (reducdo da densidade
microbiana) de 5 ou mais unidades
logaritmicas dos isolados com o
antisseptico, comprado com cultura controle,
0 que também verificou-se com os isolados
em leite de vacas com mastite que
confrontamos com o iodoforo.

Também AVANCINI &
GONZALEZ (2014), com cepa de Candida
guilliermondii isolada em mesas de exames
e procedimentos em areas do setor de
pequenos animais de hospital veterinario de
ensino, confrontado o iodoforo a 0,0025%
(=25 ppm) e cloreto de cetil trimetil aménio
em 0,025% (=250 ppm) observaram
inativacdo, oque, para o0 género, é igual ao
resultado agora apresentado.

O que verificou-se, confrontando os
resultados desta pesquisa com o0s de outras
investigacOes sobre a atividade fungicida
dos compostos quimicos avaliados, ou de
outros compostos do mesmo grupo quimico,

é uma convergéncia sobre a eficacia que eles
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possuem sobre as cepas, padrdes ou isolados
clinicos, testadas, o que reforca a confianca
nos resultados obtidos neste experimento.

Conclusoes

Os desinfetantes e antissépticos iodéforo
e 0 quaternario de amonio - cloreto de cetil
trimetil amoénio - demonstraram atividade
fungicida sobre a cepa padrdo e os isolados
clinicos de Candida spp., tendo os resultados
evidenciado serem compostos quimicos, nas
concentracdes testadas e observados fatores que
podem limitar a acdo, indicados para uso nas
superficies inanimadas ou animadas do ambiente
visando o controle de mastites quando agente
causal deste género estiver implicado.
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