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RESUMO

A aspergilose é causada por fungos ubiquos e oportunistas do género Aspergillus, que liberam
milhares de conidios no ar, contaminando o ambiente, sendo de extremaimportanciaa utilizagao
defiltros de ar e programas corretos de anti-sepsia e desinfec¢do para prevencéo daenfermidade.
Este estudo avaliou a eficcia “in vitro” dos agentes quimicos, iodéforo, amonia quaternaria e
clorexidina, frente a isolados de Aspergillus fumigatus (8), Aspergillus niger (8), Aspergillus flavus (6)
e Aspergillus terreus (1). Para o teste foram preparadas diluigbes sucessivas dos desinfetantes/anti-
sépticos (log,) em caldo RPMI, e os in6culos foram ajustados até uma concentragéo final de 5x 10
UFC/mL.Foirealizadaatécnicade microdilui¢cdo em caldo de acordocom NCCLS M-38, adaptada
para agentes quimicos, com incubac¢do das microplacas a 35° C em agitacdo constante. A leitura
visual dos resultados foi realizada apds 96 horas, e os isolados de Aspergillus spp. utilizados foram
resistentes ao iod6foro nas concentragées testadas. A amonia quaternaria e a clorexidina mostra-
ram-se eficazes contra os isolados de Aspergillus spp., com exce¢do de um A. fumigatus e um A.
terreus. Com estes resultados indica-se a utilizacdo da amonia quaterndria e da clorexidina na
prevencdo da aspergilose, questionando-se o uso de iod6foros para este fim.
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ABSTRACT

IN-VITRO ACTIVITY OF THREE CHEMICAL AGENTS AGAINST DIFFERENT SPECIES OF
ASPERGILLUS. Aspergillosis is caused by ubiquitous and opportunist moulds of the genus
Aspergillus, which contaminate the atmosphere by liberating thousands of conidia in the air,
making it extremely important to use air filters and to implement proper programs of antisepsis
and disinfection for the prevention of this disease. This study evaluated the in-vitro effectiveness
of the chemical agents iodophor, quaternary ammonia and chlorexidine against A. fumigatus (8),
A. niger (8), A. flavus (6) and A. terreus (1). Successive dilutions of disinfectants/antiseptics (log,)
were prepared in RPMI for the test, and the suspension was adjusted until a final concentration
of 5x 10*UFC/mL. The microdilution test was done in agreement with NCCLS M-38 adapted for
chemical agents, with microplates incubation at 35° C in constantagitation. The visual results were
evaluated after 96 hours, and all Aspergillus spp. isolates used were resistant to iodophor at all
concentrations tested. Quaternary ammonia and chlorexidine showed effectiveness against
Aspergillus spp. isolates, except for one A. fumigatus and one A. terreus. According to these results
the use of quaternary ammonia and chlorexidine is indicated for the prevention of aspergillosis,
while the use of iodophor is questionable.

KEY WORDS: Aspergillosis, Aspergillus spp., disinfectants and antiseptics.

As micoses oportunistas, como a aspergilose, oncoldgicos, e 0savangos nas técnicas cirurgicas de
adquiriram uma grande importancia em satde pu- transplantes de érgaos, que culminaram com o au-
blica nas ultimas décadas, devido a incidéncia da mento do numero de pacientesimunocomprometidos
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), o (BreTagNEet al., 1997; LATGE, 1999; StevENS etal.,1999;
desenvolvimento de novas terapias para pacientes MarTiNs-Diniz et al., 2005). Em medicina veterinaria,
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esta micose se destaca por causar sérios prejuizos a
producédo avicola, acometendo principalmente aves
jovens e ovos embrionados, e por determinar altas
taxas de mortalidade em pinglins e outras aves
silvestres mantidas em cativeiro, em zoolégicos e/
ou centros de reabilitacdo (FLacH et al., 1990;
ANDREATTI, 2000; ABUNDIS-SANTAMARIA, 2003; LAIR-
FULLERINGER, 2003).

As espécies comumente envolvidas com quadros
clinicos tanto em humanos quanto em animais sao
principalmente o Aspergillus fumigatus, seguido do
Aspergillusflavus, Aspergillus niger e Aspergillusterreus
(LATGE, 1999; ABUNDIS-SANTAMARIA, 2003). Como 0
Aspergillus spp. € um fungo ubiquo, milhares de
conidios sé@o desprendidos das fialides diariamente
e dispersos no ar, contaminando o ambiente (LATGE,
1999). Neste contexto, é deextremaimportancia, além
da utilizacédo de filtros de ar, 0 emprego correto de
programasde anti-sepsiae desinfec¢do,amedidaque
auxilia na prevencao da enfermidade através da re-
ducdodonivel decontaminacgao por microrganismos
fangicos emtecidos vivos, superficies e objetos inani-
mados (LATcE, 1999; M cDoNNEL;RussEL, 1999; ABUNDIs-
SANTAMARIA, 2003; TessARI et al., 2004).

A escolha de um agente quimico desinfetante ndo
é umatarefafacil frenteagrande variedade de produ-
tos existentes no mercado, devendo ser levado em
consideracao fatores como espectro de atividade de-
sejada, toxicidade, poder residual, custo, estabilida-
de, e naturezado material aser tratado. Os principais
desinfetantes utilizados séo alcoois, formaldeido,
glutaraldeido, compostos liberadores de cloro ativo
(como hipoclorito de s6dio), compostos quaternario
deamdnio (como cloreto de benzalc6nio), iod6foros e
biguaninas (como clorexidina). Dentre esta gama de
opgdes, ndo existe um produto que apresente todasas
caracteristicas desejadas, cada um possui vantagens
e desvantagens que devem seravaliadas no momento
dasele¢do para o uso (BrasiL, 1994; McDoNNEL;RUSSEL,
1999).

A acdo de desinfetantes e anti-sépticos tem sido
testadacontrabactériase leveduras, noentanto pou-
cos estudos foram encontrados na literatura consul-
tada (PubMed; Portal CAPES) confrontando estes
agentes com fungos filamentosos. Visto que os fun-
gos filamentosos em geral sédo mais resistentes que
leveduras e bactérias ndo esporuladas, testes reali-
zados com estes microrganismos unicelulares ndo
servem de pardmetro ou indicio parasua utilizagdo
contra fungos chamados “bolores” de importancia
médicae veterinaria,comoAspergillus spp.( TeERLECKYS;
AXLER, 1987; BrasiL, 1994; M cDoNNEL; RusseL, 1999).
Assim, este estudo objetivou testar a eficacia “in
vitro” de trés agentes quimicos de baixa toxicidade
contra diferentes espécies de fungos do género
Aspergillus.

A atividade dos desinfetantes e anti-sépticos,
iodéforo, cloreto de benzalcdnio (amdniaquaternaria)
e digluconato de clorexidina, foi testada frente a 23
amostras de Aspergillus spp. isoladas do ambiente e
de casos clinicos, sendo 8 A. fumigatus, 8 A. niger, 6 A.
flavus, e 1 A. terreus.

A técnica de microdiluicdo em caldo utilizada
paratestes “in vitro” de antifiingicos foi realizada de
acordocom NCCLS M-38, porém com adaptacao para
agentes quimicos. Foram utilizadas 12 placas de
microdiluicéo (96 orificios) estéreis, as quais foram
preenchidas com o inéculo fingico e com os desinfe-
tantes/anti-sépticos previamente diluidos e ajusta-
dos em meio RPMI liquido. Todas as amostras de
Aspergillus spp. foram testadas em duplicata frente
aos trés desinfetantes/anti-sépticos.

Para preparacéo dos in6culos fangicos as amos-
tras foram previamente semeadas em placa de Petri
contendo &gar batata dextrose (Potato Dextrose Agar
— PDA) e incubadas a 35° C por 7 dias, obtendo-se
culturas jovens e puras. Apés o crescimento fungico
foi adicionado as culturas, 1 mL de salina estéril com
1% de Tween 20, e em seguida os conidios e hifas
foram coletados da superficie da coléniacom auxilio
depipetaestéril etransferidos paraumtubo de ensaio
estéril. Decorrido o tempo de sedimentacédo de 5min,
o sobrenadante foi transferido para outro tubo de
ensaio estéril, eentdo homogeneizado em agitador de
tubos vortex por 15 segundos, e sua concentragéo
final foi ajustada a 5 x 10* UFC/mL. Esta suspensao
foi diluida a 1:50 em caldo RPMI, alcancando duas
vezesaconcentragdo necessaria, paraseradicionada
a cada orificio da microplaca em volume igual ao do
agente quimico, conforme o protocolo padréo. Para
confirmacdo da concentragdo do in6culo foi realiza-
daatécnicadePour-plateemagar Sabouraud dextrose,
e contagem das Unidades Formadoras de Colbnia
(UFC).

Foram preparadas seis dilui¢Bes sucessivas dos 3
agentes quimicos em log, utilizando-se caldo RPMI
como diluente, os quais foram identificados como: IF
(iodo6foro), CB (cloreto de benzalcénio) e DC
(digluconato declorexidina). Asconcentragdes finais
dos desinfetantes IF e CB referiram-sea8,4,2,1,0,5e
0,25 vezes a concentragdo de uso recomendada pelo
fabricante do produto, e do desinfetante DC variaram
de 2 a 0,05 vezes a concentracéo de uso indicada.

A primeiracolunadas microplacas (coluna A) foi
utilizada como controle de crescimento sendo preen-
chida com 200 pL do inéculo, e a ultima coluna
(coluna H) correspondeu ao controle de esterilidade
onde os orificios foram preenchidos com 200 uL da
maior diluicdo do desinfetante. As demais colunas
(colunas de B a G) foram preenchidas com 100 pL do
inoculo e 100 pL da diluicdo do agente quimico em
seqliéncia, damaior paramenor diluicdo do produto.
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As microplacas foram incubadas em uma estufa
“shaker” regulada a uma temperatura de 35° C e
constante agitacdo (40 ciclos/min), e a leitura visual
dos resultados foi realizada ap6s 96h, sendo a Con-
centracgdo Inibitéria Minima (CIM) determinada pela
maior diluicdo do agente quimico capaz de inibir o
crescimento fungico.

Das 23 amostras de Aspergillus spp., os 8 isolados
de A. niger e 0s 6 de A. flavus foram sensiveisao DC e
CB, e resistentes ao IF. O A. terreus foi sensivel ao CB
e resistente ao IF e DC, e os 8 isolados de A. fumigatus
foram sensiveis ao DC e resistentes ao IF, sendo que
destes, 7 foram sensiveis ao CB. Os resultados estao
descritos na Tabela 1.

Todos os isolados de Aspergillus spp. foram resis-
tentes ao iodéforo nas diluigdes testadas (Fig. 1). O
cloreto de benzalc6nio mostrou atividade “in vitro”
no controle das quatro espécies de Aspergillus, com
excecdo de umaamostradeA.fumigatus, que apresen-
tou resisténcia a este agente quimico mesmo em uma
concentracdoduasvezesarecomendada.Odigluconato

de clorexidina apresentou eficicia frente a todos os
isolados de A.fumigatus, A. niger e A.flavus, noentanto,
a amostra de A. terreus foi considerada resistente a
todas as diluic@es testadas.

Naéo foram detectadas diferencas na sensibili-
dadeemrelacdoaorigemdosisolados, caso clini-
€0 ou ambiente, porém, o nimero de isolados de
casos clinicos correspondeu a apenas 17% das
amostras.

A toxicidade é um dos principais fatores a ser
levado em consideracdo no momento da escolha de
umagente quimico parauso napresencade humanos
e/ouanimais. Istose deve aofato de que o processo de
desinfeccdo podeacarretar desdeirritagdo de mucosas
e pele, até intoxicagdes, e com isso embora diminua a
concentragdo de microrganismos, aumenta a predis-
posicédo do individuo a enfermidades (BrasiL, 1994;
McDonNNEL; RusseL, 1999). Contudo, foram seleciona-
dosparaoteste “invitro” digluconato de clorexidina,
cloreto de benzalcénio e iodéforo, que apresentam
baixa toxicidade.

Tabela 1 - Resultados do teste de suscetibilidade “in vitro” de diferentes espécies de Aspergillus a trés desinfetantes/

anti-sépticos comerciais.

Espécie Isolado Origem Produto IF Acdo Produto CB Acdo Produto DC Acdo
(CI: 0,05 ug/mL) dolIF (CI:0,6 mg/mL) doCB (Cl:0,67 mg/mL) doDC
A. fumigatus 1 A CIM:>0,4 pg/mL | CIM: < 0,15 mg/mL E CIM:<0,04mg/mL E
A. fumigatus 2 CcC CIM:>0,4 pg/mL | CIM: < 0,15 mg/mL E CIM:<0,04mg/mL E
A. fumigatus 3 CcC CIM:>0,4 pg/mL | CIM: < 0,15 mg/mL E CIM:<0,04mg/mL E
A. fumigatus 4 CcC CIM:>0,4 pg/mL | CIM: < 0,15 mg/mL E CIM:<0,04mg/mL E
A. fumigatus 5 A CIM:>0,4 pg/mL | CIM: < 0,15 mg/mL E CIM:<0,04mg/mL E
A. fumigatus 6 A CIM:>0,4 pg/mL | CIM: < 0,15 mg/mL E CIM:<0,04mg/mL E
A. fumigatus 7 A CIM:>0,4 pg/mL | CIM: < 0,15 mg/mL E CIM:<0,04mg/mL E
A. fumigatus 8 A CIM:>0,4 pg/mL | CIM: < 0,15 mg/mL E CIM:<0,04mg/mL E
A. niger 9 A CIM:>0,4 pg/mL | CIM: < 0,15 mg/mL E CIM:<0,04mg/mL E
A. niger 10 A CIM:>0,4 pg/mL | CIM: < 0,15 mg/mL E CIM:<0,04mg/mL E
A. niger 11 A CIM:>0,4 pg/mL | CIM: < 0,15 mg/mL E CIM:<0,04mg/mL E
A. niger 12 A CIM:>0,4 pg/mL | CIM: < 0,15 mg/mL E CIM:<0,04mg/mL E
A. niger 13 A CIM:>0,4 pg/mL | CIM: < 0,15 mg/mL E CIM:<0,04mg/mL E
A. niger 14 A CIM:>0,4 pg/mL | CIM: < 0,15 mg/mL E CIM:<0,04mg/mL E
A. niger 15 A CIM:>0,4 pg/mL | CIM: < 0,15 mg/mL E CIM:<0,04mg/mL E
A. niger 16 A CIM:>0,4 pg/mL | CIM: < 0,15 mg/mL E CIM:<0,04mg/mL E
A. flavus 17 A CIM:>0,4 pg/mL | CIM: < 0,15 mg/mL E CIM:<0,04mg/mL E
A. flavus 18 A CIM:>0,4 pg/mL | CIM: < 0,15 mg/mL E CIM:<0,04mg/mL E
A. flavus 19 A CIM:>0,4 pg/mL | CIM: < 0,15 mg/mL E CIM:<0,04mg/mL E
A. flavus 20 A CIM:>0,4 pg/mL | CIM: < 0,15 mg/mL E CIM:<0,04mg/mL E
A. flavus 21 CcC CIM:>0,4 pg/mL | CIM: < 0,15 mg/mL E CIM:<0,04mg/mL E
A. flavus 22 A CIM:>0,4 pg/mL | CIM: < 0,15 mg/mL E CIM:<0,04mg/mL E
A. terreus 23 A CIM:>0,4 pg/mL | CIM: < 0,15 mg/mL E CIM:<0,04mg/mL E
Eficéacia (%) 0 96 96
IF: iodoforo; CB: cloreto de benzalconio; DC: digluconato de clorexidina
A: ambiente CC: caso clinico Cl: concentragéo de uso do produto

indicada pelo fabricante; E: eficaz;

I: ineficaz;
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Fig. 1 — Resultado do teste de microdiluicdo em caldo
demonstrando isolados de A. niger resistentes a todas as
concentragdes do ioddforo (linhas 3, 4, 9 e 10), e sensiveis
atodas as concentragdes de amodnia quaternaria (linhas 1,

2,7 e 8) edigluconato de clorexidina (linhas 5, 6, 11 e 12).

NEeLLY; OrLorr (2001) realizaram um estudo sobre
a sobrevivéncia de microrganismos em materiais
hospitalares e encontraram uma maior sobrevida de
cepas de Aspergillus spp. isoladas de casos clinicos
que isoladas de ambientes, o que néo foi observado
neste trabalho em relagdo a resisténcia dos isolados
aos diferentes agentes quimicos.

AresisténciadeA. fumigatuse A. niger encontrada
frente ao ioddforo j& foi descrita previamente por
TerLECKYJ; AXLER (1987), no experimento sobre a ativi-
dade de diferentes agentes quimicos contra diversos
géneros e espécies fungicas. Os autores obtiveram
resultadosdiferentes dos descritos nestetrabalho,em
relagdoaacdodaamoniaquaternariaque seapresen-
tou ineficaz na inibi¢éo do crescimento de ambas as
espécies.

A atividade da amdnia quaternéaria e do
digluconato de clorexidina “in vitro” em dilui¢des 4
vezes e 16 vezes maiores que a recomendada, respec-
tivamente, sugere a ac¢do efetiva destes produtos no
ambiente, os quais devem ser utilizados em concen-

tracdes maiores que a CIM “in vitro” por sofrerem
influéncia dos fatores externos, como temperatura,
pH e presenca de matéria organica BrasiL, 1994;
McDoNNEL; RusseL, 1999).

Segundo McDonNNELL; RusseLL (1999), 0 A. niger é
sensivelaconcentracdode 200pug/mldeclorexidina
€100-200 ug/mL decloretode benzalcénio. Osresul-
tados do presente estudo estdo de acordo com os
autores em relacdo a aménia quaternaria, porém
demonstram que 40 pg/mL de digluconato de
clorexidina podem inibir o crescimento deste mi-
crorganismo.

A resisténcia do A. terreus a clorexidina, deve ser
considerada com cautela, visto que somente foi utili-
zadoumisolado destaespécie, podendoaresisténcia
serum fator intrinseco e individual doisoladotestado
(McDonNNEL; RusseL, 1999; NeLLy; OrLorr, 2001). No
entanto, é sabido que a maioria dos isolados de A.
terreus sdo resistentes a Anfotericina B (SteineacHetal.,
2004), o que geralmente ndo ocorre com as outras
espécies deAspergillusassociadasaquadrosclinicos.
Este dado é importante a medida que a sensibilidade
fangica a Anfotericina B esta relacionada com as
glucanas da parede celular, as quais também desem-
penham um papel importante na suscetibilidade do
microrganismo a clorexidina (McDoNNEL; RusseL,
1999).

Na&o foram encontrados na literatura consultada
estudos “in vitro” de agentes quimicos desinfetantes
e anti-sépticos frente aisolados de A. flavus, no entan-
to estaespécie ndo apresentou caracteristica peculiar
em relagdo as outras trés espécies testadas em nosso
estudo.

Comoaatividade antimicrobiana dos desinfetan-
tes depende de varios fatores, como temperatura, pH,
diluicdo, presenca de matéria-organica, entre outros,
os testes “in vitro” ndo determinam necessariamente
a real capacidade de desinfecgdo de um ambiente,
porém resultados favoraveis e desfavoraveis nestes
testes devem ser levados em consideragdo, sendo um
indicio da atividade destes produtos contra micror-
ganismos especificos (TIMENETsKY, 1990).

Os resultados obtidos ap6s a conducao deste ex-
perimento permitem concluir que a aménia
guaternéaria e o digluconato de clorexidina foram
eficazes contra as diferentes espécies de Aspergillus.
Em contrapartida, a ineficacia “in vitro” do iod6foro
neste estudo torna questionavel seu uso em superfici-
es e tecidos vivos para controle de fungos do género
Aspergillus.
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