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RESUMO
A criptococose do sistema nervoso central € uma doenga grave e fatal,
principalmente, em pacientes com comprometimento do sistema imune. A
resisténcia a antifungicos do agente etiol6gico, Cryptococcus spp. pode
contribuir para a falha terapéutica. Os objetivos deste estudo foram: avaliar a
suscetibilidade de isolados clinicos de C. neoformans, determinar a
frequéncia de amostras heterogéneas e heteroresistentes a fluconazol (FCZ)
e investigar a ocorréncia de resisténcia cruzada para voriconazol (VCZ).
Foram avaliados 400 isolados de C. neoformans, provenientes de liquor de
pacientes atendidos entre 1995 e 2007, em hospitais publicos da cidade de
Sao Paulo, Brasil. Os isolados estdo mantidos na colecdo de cultura da
Secdo de Micologia do Instituto Adolfo Lutz. Foram utilizadas duas
metodologias: i) técnica em agar contendo 8ug de fluconazol por mL, ii)
método de referéncia por microdiluicdo, AFST-EUCAST (Antifungal
Susceptibility Testing Subcommittee of the European Committee on
Antibiotic Susceptibility Testing) para confirmacdo de heteroresisténcia e
determinacdo da sensibilidade aos azolis. Observou-se 4% de isolados
resistentes a fluconazol (CIM>16ug/mL) e nenhum a voriconazol
(CIM>4pug/mL). Os resultados obtidos com a técnica de &gar contendo
fluconazol sugeriram a presenca de colénias com perfis distintos em relacao
a suscetibilidade a esta droga, em todos os isolados. Entretanto, este dado
ndo foi confirmado pelo método de referéncia AFST-EUCAST, no qual
isolados heterogéneos (26,5%) e heteroresistentes (6,25%) foram
encontrados em menores taxas. O meéetodo em &gar, portanto, nao
apresentou resultados satisfatorios para indicar heteroresisténcia e esforgos
devem ser direcionados para definir um método otimizado que indique e
quantifique heteroresisténcia em isolados de C. neoformans. Neste estudo
foi demonstrada, pela primeira vez a ocorréncia de heteroresisténcia em
isolados brasileiros de C. neoformans. Os fenétipos resistentes a FCZ néo
apresentaram resisténcia cruzada a VCZ, indicando a melhor eficacia, in
vitro, deste novo azol. Além disso, foi observado que a sensibilidade dos
isolados a fluconazol foi alta, em concordancia com dados da literatura

nacional.
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ABSTRACT
The central system nervous cryptococcosisis a serious lethal disease,
particularly, among immune compromised patients. The antifungal resistance
of the etiologic agent, Cryptococcus spp. could contribute to clinical failure.
The aim of this study was to: evaluate the susceptibility to fluconazole (FCZ)
of C. neoformans clinical isolates, determine the frequency of heterogeneous
and heteroresistant samples and investigate the occurrence of cross-
resistance between FCZ and voriconazole (VCZ). We have studied 400
isolates of Cryptococcus neoformans isolated from cerebrospinal fluid and
blood of patients hospitalized between 1995 and 2007, at public hospitals in
Séo Paulo city, Brazil. The isolates are maintained in the culture collection of
the Mycology Section of the Institute Adolfo Lutz. Two methodologies were
employed: i) an agar methodology containing 8ug of FCZ per mL, ii)
microdilution reference method AFST-EUCAST (Antifungal Susceptibility
Testing Subcommittee of the European Committee on Antibiotic
Susceptibility Testing) in order to confirm the heteroresistance occurrence,
and to determine the azole antifungal susceptibility profile. We observed 4%
of resistant isolates to fluconazole (CIM>16ug/mL), and any voriconazole-
resistant isolate (CIM>4ug/mL). The agar medium test suggested occurrence
of colonies with distinct susceptibility patterns in all isolates. Otherwise, these
findings were not confirmed through AFST-EUCAST reference methodology,
in with heterogeneous isolates (26.3%) and heteroresistant isolates (6.25%)
were found in lower rates. So, the agar medium test did not show a good
performance to assessed heteroresistance, and efforts should be addressed
to define a optimized method for detect and measure heteroresistance in C.
neorformans isolates. In this study we showed, by first time the occurrence of
heteroresistance in Brazilian C. neoformans isolates. The fluconazole-
resistant phenotypes did not show cross-resistance to voriconazole stressing
the higher efficacy of this new azole agent. Furthermore, we observed the
high fluconazole-susceptibility of C. neoformans isolates in agreement with

national data.
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1. Introducéo

1.1 Cryptococcus neoformans

Cryptococcus neoformans, levedura encapsulada, pertence ao grupo
dos basidiomicetos e tem essa denominacdo na sua fase anamorfa, ou
assexuada, e Filobasidiella neoformans na fase teleomorfa, ou sexuada (Lacaz
et al., 2002). As principais fontes do fungo sdo excrementos de pombos e solo
contendo acumulo de fezes de aves (Casadevall & Perfect, 1998).

C. neoformans apresenta cépsula formada por um polissacarideo
viscoso, do qual glicuronoxilomanose (GXM) é o principal componente, seguido
por galactoxilomanose (GalXM) e manoproteinas. GXM consiste de uma cadeia
principal linear de polimeros de manose, substituidos com monossacarideos de
acido glicurénico e xilose, com peso molecular aparente de 1000 kDa. GalXM é
menor, aproximadamente 100 kDa, e consiste em um polimero constituido,
principalmente, por galactose na cadeia principal, com cadeias laterais
contendo galactose, manose e xilose (Mitchell e Perfect, 1995; Casadevall e
Perfect, 1998; Buchanan e Murphy, 1998; Ma & Mody, 2002).

Até recentemente, consideravam-se duas variedades do agente
etiologico da criptococose: C. neoformans var. neoformans (sorotipos A e D) e
C. neoformans var. gattii (sorotipos B e C) (Kwon-Chung et al., 1982).
Atualmente, sdo aceitas duas espécies distintas, C. neoformans e C. gattii,
diferenciadas por técnicas de analise genotipica (Kwon-Chung et al., 2006). A
primeira espécie compreende 0s sorotipos A (var. grubii), D (var. neoformans) e
AD, e a segunda, os sorotipos B e C (Kwon-Chung et al., 1982). As infec¢cbes
causadas por C. neoformans ocorrem com maior frequéncia em individuos que
apresentam deficiéncia no sistema imunoldgico, enquanto, as produzidas por
C. gattii sdo observadas, principalmente, em individuos imunocompetentes
(Kwon-Chung et al., 1992; Mitchell & Perfect, 1995).

No estudo de patdégenos, é importante a descricdo de patogenicidade e
viruléncia que, em definicdo simples, podem ser entendidas como a habilidade
do microrganismo em superar as defesas naturais do hospedeiro e desenvolver

uma doenc¢a de maior ou menor gravidade (Casadevall & Perfect, 1998). Uma



caracteristica basica de patogenicidade para a sobrevivéncia dentro do
organismo humano é a capacidade de crescer a 37°C. Este fator esta
relacionado com a produc¢ao de calcineurina (fosfatase) que modula o estresse
causado pelo aumento da temperatura. Isolados de C. neoformans mutantes
de calcineurina, sado capazes de crescer a 24 °C, mas nao a 37 °C. A viruléncia,
por sua vez, é resultante de uma somatéria de fatores caracteristicos de
Cryptococcus spp que contribui para a gravidade da apresentacao clinica da
criptococose. Um dos fatores comprovados de viruléncia é a producdo de
capsula. Esta estrutura é formada por um polissacarideo, a glucuroxilomanana
(GXM), que define os distintos sorotipos da levedura. Esta substancia impede o
reconhecimento de antigenos de parede por células efetoras da resposta
imune, como mondcitos e macréfagos. Outros produtos formados por células
de C. neoformans sdo galactoxilomanana e manoproteinas que estéo
relacionadas a gravidade da doenca. A formagcdo de melanina, por acdo da
fenoloxidase sobre compostos fendlicos, € uma caracteristica comprovada em
culturas de C. neoformans e C. gattii. Esta habilidade é reconhecida como um
fator de viruléncia por sua acdo antioxidante. A melanina, ainda, tem a
propriedade de dificultar a fagocitose pelos macréfagos e aumentar a
resisténcia das células contra a a¢do do antifungico anfotericina B. O manitol,
substancia produzida por células de C. neoformans, tem também, poder
antioxidante e capacidade de induzir edema in vivo, 0 que implica em mais um
fator de viruléncia. Outra substancia produzida, com acao oxidante, é a enzima
superéxido dismutase, com potencial para um fator de viruléncia (Dias et al.,
2006). A producdo de enzimas capazes de lisar proteinas (proteinases),
fosfolipides (fosfolipases) e colageno (colagenases) sdo produzidas in vitro por
isolados de C. neoformans e podem ser importantes na fase de instalacao da
infeccdo (Buchanan e Murphy, 1998; Kurokawa et al., 1998; Ma & Mody, 2002).

1.2 Criptococose

Cryptococcus neoformans € o principal agente etiolégico da

criptococose, caracterizada por infecgdo sub-aguda ou cronica, acometendo



sobretudo pulmdes, tecido cutaneo e meninges. Dependendo das condi¢des do
sistema imune do hospedeiro, do tamanho do inéculo e da viruléncia do
isolado, a criptococose pode ser assintomatica, sendo contida logo no estagio
pulmonar, ou pode ocorrer disseminacao para outros 6rgdos e acometimento
do Sistema Nervoso Central (SNC) com risco de morte do hospedeiro (Bicanic
et al.,, 2006). O comprometimento do SNC, causando meningoencefalite, é
conhecido como a manifestagdo mais grave da doenca (Perfect e Casadevall,
2002). O diagnéstico da criptococose no SNC pode ser realizado atraves do
exame micoldgico direto com preparacado da tinta da china, através da cultura
para fungos e através do antigeno criptocdcico liquérico. O padrao ouro para o
diagnéstico é a cultura, sendo positiva em 89 % dos pacientes nao infectados
pelo HIV e em 95% a 100% dos pacientes com Aids (Consenso em
criptococose — 2008).

O neurotropismo pode ser explicado, parcialmente, pela presenca de
catecolaminas no SNC, como dopamina e norepinefrina. Tais substancias
atuariam como substrato para sintese de melanina pela levedura, importante
na protecao contra o sistema oxiadativo de defesa do hospedeiro (Buchanan &
Murphy, 1998). Recentemente, a assimilacdo de inositol foi citada como um
possivel fator adicional para o tropismo de células fungicas de C. neoformans
pelo SNC (Reynolds et al., 2009).

Os primeiros relatos do comportamento oportunista de C. neoformans
ocorreram na década de 50, notadamente em portadores de doengas como
leucemias, linfomas, mielomas, sarcomas, doencas do colageno e sarcoidose
(Mendes et al.,, 1989). A criptococose era considerada como micose de
ocorréncia esporadica, afetando tanto humanos quanto animais, em todo o
mundo. Porém, sua importancia médica aumentou drasticamente apos a
década de 80, em virtude do surgimento da Aids (Kwon-Chung & Benett, 1992).

Criptococose, assim como outras micoses, nao € doenca de notificacédo
compulséria em nosso pais; assim sendo, o célculo de frequéncia é impossivel
de ser realizado. No entanto, dados da doenca quando associada a Aids, estéao
disponibilizadas em Boletins Epidemiolégicos do Ministério da Saude que, até
2002, traziam distribuicdo de casos segundo doenga oportunista concomitante.
Assim, 0os novos casos de Aids quando notificados apresentavam criptococose
em cerca de 6%. Portanto, se de 1980 a 2002, 215.810 casos de Aids foram



registrados no Brasil, cerca de 13.000 deles tinham criptococose, sendo Sé&o
Paulo o Estado com maior incidéncia da doenca (Ministério da Saude do Brasil,
2002).

Embora a introducdo da terapia antiretroviral, para tratamento dos
casos de Aids, diminuiu a incidéncia da criptococose, a doenca ainda tem
grande impacto na mortalidade dessa populacdo, especialmente em paises em
desenvolvimento (Delgado et al., 2005; Branchini & Papaiordanou, 2000;
Pappalardo & Melhem, 2003; Pappalardo et al., 2007; Horta et al., 2002; Igreja
et al., 2004). Estudo realizado com 1.255 pacientes atendidos em clinicas
especializadas nos Estados Unidos demonstrou reducdo na taxa anual de
mortalidade, de aproximadamente 29,4% para 8,8%, no periodo de 1994 a
1997 (Palella et al., 1998). O restabelecimento imunologico dos pacientes foi
acompanhado pela diminuicdo da incidéncia da criptococose em muitos paises.
Houve também reducdo na prevaléncia de algumas doencas associadas a
Aids, tais como: citomegaloviroses, micobacterioses, criptosporodioses, além
da criptococose (Manfredi & Chiodo, 2000). No Brasil, a taxa de mortalidade
em pacientes com criptococose, com ou sem doenca de base, varia em torno
de 45 a 65 %, segundo revisao efetuada por Pappalardo & Melhem (2003).

A meningite criptocdccica, que constitui um desafio na pratica médica, é
de dificil controle em pacientes imunocomprometidos, mesmo com a aplicacéo
de terapia com antifungicos (Xu et al., 2001, Aller et al., 2000, Jessup et al.,
1998; Pappalardo et al., 2007).

1.3 Drogas antifungicas e tratamento da criptococos e

Nos ultimos anos, novos antifungicos da classe dos azoéis foram
sintetizados para tratamento das micoses sistémicas em geral, como:
voriconazol, posaconazol e ravuconazol, além dos que pertencem a classe das
equinocandinas, como caspofungina e micafungina (Perfect & Casadevall,
2002). Contudo, os antifungicos mais importantes sdo os polienos, azolicos e
analogos de pirimidinas, sendo seus representantes principais,
respectivamente, anfotericina B, fluconazol e 5-fluorocitosina (Powderly 1996;
Grayhbill, 1996; Sanglard, 2002).



A 5-fluorocitosina (5-FC) é indicada como terapia combinada a
anfotericina B (AMB), na fase inicial da criptococose de sistema nervoso central
(SNC). Porém ela ndo deve ser usada como terapia Unica, desde que, a
resisténcia a droga € alta em cepas Cryptococcus spp (Saag et al., 2000).
Apesar da 5-FC nao ser comercializada ha anos no Brasil, ela continua a ser
empregada nos continentes norte-americano e europeu, pois ha evidéncias
clinicas em numero suficiente, que mostram o grande beneficio da sua
associacdo com AMB, pelo menos nas duas primeiras semanas de tratamento.
As diretrizes norte-americanas para 0 manejo de criptococose, 0 consenso
brasileiro de criptococose (Kon et al., 2008) e outros autores também
endossam esse parecer, visando a rapida esterilizagdo do LCR (Saag et al,
2000; Bicanic et al., 2004; Dromer et al., 2007)

A anfotericina B é medicacdo de grande valor no tratamento da
criptococose (Lacaz et al., 2002; Barchiesi et al., 2001). O emprego da AMB é
recomendado na fase inicial do processo infeccioso, também conhecida como
fase de inducédo ou fase de ataque da criptococose. A fase de inducédo tem por
objetivo a negativacdo ou reducdo efetiva da carga fungica, tendo como
periodo minimo de tratamento de duas semanas. Apesar da alta capacidade
fungicida da AMB, sua toxicidade leva a insuficiéncia renal e, por isso, em
pacientes imunocomprometidos que necessitam longos periodos de
tratamento, segue-se a fase de consolidagdo e manutencdo com drogas menos
toxicas, como os azois (Saag et al., 1992; Sanguinetti et al., 2006). A fase de
consolidacdo compreende manutencdo de negatividade micolégica e
normalizacdo de parametros clinicos e laboratoriais, por pelo menos oito
semanas. Segue-se a fase de manutencdo também chamada de supressao,
por minimo de 1 ano com tempo adicional variando de acordo com a condig&o
do estado imune do hospedeiro (Consenso em criptococose — 2008).

Os azois sdo substéncias sintéticas descobertas no final da década de
60, podendo ser divididos em imidazéis (cetoconazol, miconazol, clotrimazol) e
triazois: fluconazol, itraconazol e voriconazol (Sanglard, 2002; Greer, 2003).
Az0Ois de nova geracdo, como voriconazol, posaconazol e ravuconazol,
apresentam excelente atividade in vitro contra C. neoformans (Perkins et al.,

2005; Ilinait-Zaragozi et al., 2008) e possuem o0 mesmo modo de acdo do FCZ.



O mecanismo de acdo dessas drogas consiste no blogueio da enzima
citocromo P450, denominada lanosterol 14a-demetilase e codificada pelo gene
ERG11, que esta envolvida na biossintese de ergosterol da membrana celular
fungica. Sem a formacdo e incorporacdo do ergosterol, a fluidez e a
estabilidade da membrana ficam comprometidas, assim como, o crescimento e
a divisdo celular (Andriole, 1998; Richardson et al., 1998). As drogas dessa
classe, como fluconazol e itraconazol, possuem efeito predominantemente,
fungistatico nas concentracdes terapéuticas (Joseph-Horne & Hollom, 1997,
Sanglard, 2002).

Voriconazol, o mais novo triazol disponivel no mercado nacional, é
derivado da estrutura do fluconazol, sendo obtido pela substituicdo de um
grupo triazélico por uma fluropirimidina e pela adicdo de um grupamento metil a
cadeia central de propanol. Estas mudancas estruturais promoveram tanto o
aumento da atividade no alvo celular (citocromo P450) bem como o aumento
do espectro de acgdo, atuando também contra fungos filamentosos (Greer,
2003). Alem de ter a vantagem sobre fluconazol pela sua formulacdo por via
parenteral, é eficiente contra diversas espécies de leveduras patogénicas,
como C. neoformans, e Aspergillus spp., para o qual é considerado fungicida
(Chiou et al., 2001; Greer, 2003). Alguns estudos demonstram a eficacia de
voriconazol quando comparado a outros azois. Em 1999, Pfaller et al
investigaram a atividade in vitro de voriconazol comparado a fluconazol e
itraconazol, em 566 isolados biolégicos de C. neoformans, e mostraram que o
voriconazol apresentou-se mais potente do que fluconazol e itraconazol
sugerindo ser eficaz no tratamento da criptococose, dentre outras infeccdes
fungicas invasivas. Em outro estudo, Johnson et al. 2008, avaliaram a
sensibilidade de 1763 espécies de leveduras, dentre elas C. neoformans, a
voriconazol, itraconazol, fluconazol e anfotericina B. O grupo concluiu que o
voriconazol apresentou atividade semelhante ao itraconazol, porém, mais ativo
do que fluconazol, em termos de poténcia e espectro de acao, para a maioria
dos isolados, incluindo C. neoformans.

O fluconazol € o agente mais empregado na prevencédo de recidivas e
tratamento de infeccdes por C. neoformans. A eficacia e a seguranca, aliadas a
sua excelente farmacocinética fazem deste antifingico importante opcéo

terapéutica para criptococose, na fase de consolidacdo e manutencdo (ou



profilatica), em pacientes imunodeprimidos (Saag et al., 1992; Sanguinetti et
al., 2006). A duracédo da terapia de manutencao é indefinida em pacientes com
Aids, podendo ser interrompida a critério clinico, quando houver recuperacao
da contagem de células CD4. Porém, as recidivas sao frequentes e, por isso,
justificam-se o0s longos periodos de terapia com azol (Dismukes, 1988,
Powderly, 1993; Sanati et al., 1996).

1.4 Resisténcia e heteroresisténcia de C.neoformans a drogas

antifingicas

O impacto da ocorréncia de resisténcia aos antifingicos, verificada in
vitro, nas frequentes recidivas observadas em pacientes com
neurocriptococose, € ainda indeterminado (Bicanic et al. 2006). Ghannoum et
al. (1992) foram os pioneiros em demonstrar a alta sensibilidade ao FCZ de
isolados de C.neoformans obtidos de LCR, relacionando esse achado ao
sucesso do tratamento dos pacientes com criptococose associada a Aids.
Porém, a ocorréncia de resisténcia ao FCZ, pode contribuir para o fracasso
terapéutico (Birley et al, 1995 e Sanati et al, 1996).

Alguns estudos descrevem taxas de resisténcia a fluconazol em
isolados iniciais de pacientes nédo-tratados, o0 que sugere a possibilidade de
resisténcia natural do agente etiolégico (Franzot & Hamdan, 1996; Orni-
Wasselauf et al., 1999). Por outro lado, a hipétese de falha terapéutica devido a
cepas com resisténcia adquirida, ap0s exposicdo a droga, € descrita na
literatura nacional e internacional (Dupouy-Camet et al.,, 1991; Alves et al.,
2001).

Pacientes com Aids e neurocriptococose, submetidos a terapéutica com
FCZ por longos periodos, sdo a populacdo-alvo para avaliacdo da ocorréncia
de resisténcia adquirida, sendo comprovada em alguns deles (Paugam et
al.,1994; Birley et al., 1995; Armengou et al., 1996; Berg et al., 1998). Outros
estudos nao evidenciaram o mesmo fato em isolados seriados, nao
comprovando o surgimento de resisténcia ao azol (Casadevall et al., 1993;
Brandt et al., 1996; Witt et al., 1996). No Brasil, Pappalardo et al. 2009,

demonstrou a presenga de isolados com perfis distintos de sensibilidade ao



fluconazol, confirmada em isolados seriados de quatro (19,05%) de 21
pacientes tratados, porém, a autora ndo confirmou a ocorréncia de resisténcia
adquirida, desde que, apenas um caso (25%) recebeu dose terapéutica de
fluconazol. O primeiro isolado obtido do paciente que recebeu fluconazol,
apresentou valor de CIM de 0,5 pg/mL e apds 30 dias de exposicao a droga, o0
segundo isolado apresentou CIM de 8 pg/mL. Nos outros trés casos com cepas
heteroresistentes, os pacientes fizeram uso de fluconazol durante a coleta dos
isolados. Um estudo molecular permitiria analisar a correlacdo genética entre
tais cepas, porém nao foi realizado.

Coutinho et al. em 2006, estudando isolados brasileiros de
C.neoformans, verificou que a exposicao in vitro a doses de 8 ug de FCZ, induz
o aparecimento de colonias com CIM superior ao da coldnia inicial. Essa
resisténcia, no entanto, foi transitoria, desde que, apdés remocao da droga, a
grande maioria dos isolados (89%) voltou a apresentar o perfil de sensibilidade
da amostra original. Isolados analisados por Mondon et al. (1999) e Yamazumi
et al. (2003) também reverteram ao fenétipo sensivel inicial, apés passagem
em meio de cultura sem fluconazol.

A deteccdo de valores de CIM quatro vezes maior nos isolados
subsequentes quando comparado ao inicial, sugere que a falha terapéutica
pode ter sido pelo componente de resisténcia ao antifungico, recomendando-se
a troca da terapéutica. Valores de CIM > 16 ug/mL de fluconazol, em isolados
de Cryptococcus, podem estar relacionados a falha terapéutica e a base da
resisténcia permanece em estudo (Consenso em criptococose — 2008).

Os isolados de C.neoformans, obtidos de LCR, constituem o alvo
principal das pesquisas com cepas resistentes aos antifungicos. Devido ao
tropismo de C. neoformans pelo SNC, o LCR é o material biologico mais
utilizado para o diagndstico laboratorial e acompanhamento da doenca, desde
que, varios isolados do agente etioldégico podem ser obtidos sequencialmente
desse material durante muitos meses. Existe a recomendacdo de que o
primeiro isolado de Cryptococcus seja armazenado até um ano apls o
diagnéstico para que, em casos de recaida, o valor da CIM possa ser
comparado (Consenso em criptococose — 2008). Dessa maneira, € possivel a
realizacdo de monitoramento do perfil de sensibilidade da cepa ao longo da

infeccdo (Mendes-Giannini & Melhem, 2001). O perfil do isolado inicial pode se



manter inalterado ou haver selecdo de cepas menos sensiveis a medicacao.
Em pacientes com criptococose recorrente, os valores de CIM dos isolados
iniciais sdo, em geral, idénticos aos valores de CIM dos isolados obtidos nos
episodios de recorréncia, sendo que, valores de CIM de >16 ug/mL sé&o
esporadicamente encontrados frente a tais isolados, tanto na literatura
nacional, quanto internacional (Pappalardo & Melhem, 2002; Strob et al., 2006;
Yamazumi et al., 2003).

Alguns estudos realizados com métodos moleculares de analise do DNA
do agente etiologico evidenciaram que as recidivas ocorrem pela cepa do
episodio inicial e ndo por novas cepas infectantes (Brandt et al., 2001;
Casadevall & Perfect, 1998).

A possibilidade de alteragcdo molecular por mutacao genética também foi
aventada, recentemente, em estudos com cepas brasileiras (Martins et al.,
2007). Com o propésito de identificar genes envolvidos na resisténcia a azois
de Cryptococcus neoformans, Posteraro et al. 2003 obtiveram a cepa mutante
BPY22-17 resistente a FCZ, a partir do isolado clinico sensivel BPY22, por
exposicdo in vitro a droga. Em seguida, um procedimento de hibridizagédo foi
utilizado para comparar a expressao génica entre as cepas obtidas.

Questiona-se, portanto, se a cepa inicial desenvolveu resisténcia apés a
exposicao prolongada a droga, ou seja, resisténcia adquirida ou, se houve
selecdo de células resistentes que estavam presentes na amostra inicial
isolada de liquido cefalorraquidiano, ou mesmo se houve mescla de cepas com
distintos perfis de sensibilidade.

A questao do perfil distinto de sensibilidade de C. neoformans a FCZ,
classificada como heteroresisténcia, foi investigada por diversos autores. Em
1999, Mondon et al., relataram que o fenbmeno de heteroresisténcia estava
associado a recorréncia da criptococose. Neste estudo, o grupo observou que
as 7 amostras de C. neoformans avaliadas, apresentaram composi¢cao
heterogénea, sendo que, a maioria das células era sensivel, porém, algumas
delas foram resistentes a FCZ (CIM>64 ug/mL). Em 2000, Xu et al., estudaram
coldénias mutantes obtidas de 21 amostras de C. neoformans, e verificaram que
estas colbnias apresentaram valores de CIM diferentes de suas amostras
iniciais. Em outro estudo, feito por Yamazumi et al. (2003), foi observado que
culturas de C. neoformans apresentaram células com distintos perfis de



sensibilidade ao FCZ, caracterizando a heteroresisténcia a essa droga. Nesse
estudo, o grupo utilizou o método de plagueamento em meio PDA (Potato
Dextrose Agar) contendo varias concentracdes de FCZ e classificaram como
heteroresistentes, as amostras que apresentaram crescimento em meio
contendo concentracdes de 4 a 8 vezes maior do que o valor de CIM da
amostra.

Recentemente, Sionov et al. (2009), consideraram heteroresisténcia
como sendo a ocorréncia simultanea de clones com sensibilidade distinta a
fluconazol em um Unico isolado de C. neoformans. A definicdo de
heteroresisténcia ndo contempla apenas clones resistentes (CIM > 16 pg/mL) e
nao-resistentes, mas inclui também, clones que apresentam sensibilidade
distinta frente a uma determinada concentracdo de antifungico. Para isso,
Sionov et al. (2009) utilizaram placas de Petri contendo agar adicionado de
diversas concentracdes de fluconazol nas quais foram semeados os 130
isolados de C. neoformans. Quando os autores observavam diminui¢do parcial
de crescimento, por técnica de unidades formadoras de colbnias, esta
concentracdo era a determinante de heteroresisténcia. Além disso,
classificaram os 130 isolados em duas categorias de heteroresisténcia: alta
(>32ug/mL) e baixa (<8ug/mL), englobando 4 sub-classes (4pg/mL, 8 pg/mL,
16 pg/mL e >32 pg/mL). Talvez, a ocorréncia de heteroresisténcia, contribua
para a falha clinica de casos tratados com fluconazol (Yamazumi et al., 2003).

Os altos valores de CIM para fluconazol sédo acompanhados de altos
valores de CIM para outros azois, incluindo voriconazol, em estudos com
Candida albicans. Este fato é descrito entre azdis, por apresentarem o mesmo
mecanismo e sitio de acdo. Em um dos primeiros trabalhos que descreveram
essa ocorréncia, os autores observaram falha clinica em caso submetido a
terapia com cetoconazol, droga imidazdlica usada para micoses cutaneas,
sendo que o isolado mostrou-se pouco sensivel in vitro, ndo somente ao
cetoconazol, mas também ao FCZ (Birley et al.,, 1995). Outros estudos
descreveram cepas de C. neoformans com resisténcia cruzada para azois.
Cepas resistentes a fluconazol, itraconazol e/ou voriconazol foram encontradas
em isolados clinicos de casos tratados (Sanati et al., 1996; Perkins et al.,
2005). Para C. neoformans sdo poucos os estudos sobre essa ocorréncia, mas

pode haver desenvolvimento de resisténcia a uma droga, ap0s exposicdo a
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outra de mesma categoria, 0 que se denomina resisténcia cruzada, que pode
acarretar sérias implicacbes no tratamento da criptococose. Yildiran et al.
(2002) alertaram para a tendéncia de resisténcia cruzada entre azéis, frente a
cepas de C. neoformans.

1.5 Mecanismos de resisténcia a antifingicos

Os mecanismos de resisténcia descritos em isolados de C.neoformans
tém como base, trés enfoques. O primeiro consiste na alteracdo na composi¢ao
de esterdis da membrana celular fungica, sendo que a resisténcia adquirida a
anfotericina B esta associada a esse mecanismo. A reducdo no conteudo de
ergosterol na membrana e, consequentemente, o aumento de seus precursores
(ergostadienol e ergostenol) faz com que a levedura perca o sitio de agédo da
anfotericina, tornando-se resistente a droga (Sanglard, 2002). Um segundo
mecanismo de resisténcia consiste no aumento de expressdo génica e
producdo de bombas de expulsdo de drogas. Em 1997, Thornewell et al.
identificaram, clonaram e caracterizaram o gene MDR1 do isolado M1-106 de
C. neoformans. Este gene codifica a proteina transportadora-ABC, relacionada
a multiresisténcia a antifangicos, que promove a retirada de drogas do interior
da célula fungica. Outro mecanismo envolve a alteracdo da enzima 14-a-
demetilase do citocromo P450, por mutacdo do gene ERG11 (Sanguinetti et.,
2006; Almeida et al., 2007). Rodero et al. (2003) verificaram que a substituicéo
de um aminodacido alterou a configuracdo dessa enzima, em um isolado de
Cryptococcus neoformans var. grubii , sendo responsavel pelo

desenvolvimento de resisténcia secundaria ao fluconazol.

1.6 Determinacdo de resisténcia a antifingicos em i solados de C.

neoformans

Os relatos de cepas de C.neoformans resistentes as drogas
antifingicas, intensificaram a necessidade de avaliacdo in vitro do seu perfil de

sensibilidade, com uso de testes de sensibilidade (Kobayashi et al., 2005).
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7

A sensibilidade aos antifingicos é mensurada in Vvitro pela
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) da droga frente ao
agente etiologico. O método de referéncia para determinacdo de CIM
fundamenta-se na diluicdo da droga em meio liquido, que pode ser na forma de
macrodiluicdo, realizada em tubos de ensaio, ou de microdiluicdo, executada
em placas de microtitulagdo. O método foi desenvolvido, apds muitos estudos
pelo Comité Norte-Americano National Committee for Clinical Standards
Laboratory-NCCLS, hoje CLSI (Clinical Laboratory Standars Institute) que
culminaram na publicacdo de documentos denominados M27, inicialmente,
desenvolvidos somente para o género Candida. Em 2002 o documento M27-A2
(NCCLS, 2002) abrangeu também o género Cryptococcus em sua metodologia
e foi atualizado no final de 2008 nas publicacdes M27-A3 e S3 (CLSI, 2008)
gue incluem proposta de breakpoint para voriconazol e equinocandinas e
procedimentos para novos azdis (posaconazol e ravuconazol).

No continente europeu, o comité respectivo ao CLSI e que determina
parametros em microbiologia clinica (European Society Committee on Microbial
Diseases-ESCMID) designou uma subcomissdo técnica para avaliar
metodologias para testes com antifungicos (European Committee for Antifungal
Susceptibility Testing, EUCAST). Em 2002, esse grupo publicou o documento
Dis. E. 7.1 que recomenda algumas modificacées no protocolo de referéncia
M27-A, nos testes realizados com leveduras do género Candida. Dentre os
itens propostos destacam-se: aumento do indculo e da concentracdo de glicose
no meio de cultura, no intuito de melhorar o crescimento microbiano e antecipar
a leitura; e a leitura espectrofotométrica que proporciona aumento da
objetividade e rastreabilidade dos resultados. Em anos seguintes, essas
modificagcdes foram avaliadas em trabalhos multicéntricos, para verificar a
correlagéo de resultados, com os obtidos no método CLSI, além de atestar sua
alta reprodutibilidade e os resultados indicaram que o método europeu, permite
resultados mais rapidos e leitura mais objetiva do que o norte-americano
(Cuenca-Estrella et al, 2002; Espinel-Ingroff et al., 1998).

O consenso brasileiro em criptococose indica que C.neoformans com
CIM>16ug/mL para FCZ pode estar associado com falha terapéutica
(Consenso de Criptococose — 2008). Este valor € considerado, por alguns

autores, como significativo para distinguir cepas associadas a falha clinica e foi
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adotado para determinar o ponto de corte (breakpoint) para classificar cepas
resistentes (Aller et al., 2000).

Desde que, ndo ha consenso no valor de breakpoint de fluconazol para
isolados de C. neoformans e que a grande maioria dos estudos mostra que
cepas clinicas sao inibidas frente a baixas concentracdes (4 ug/mL) da droga,
foi proposto o valor de CIM de 16 pug/mL para classificar isolados resistentes
(Aller et al., 2000). Raros sao os estudos que demonstram elevadas taxas de
CIM acima de 16 pug/mL, destacando-se os trabalhos de Bicanic et al. (2006),
Sar et al. (2004) e Perkins et al. (2005). No Brasil, estudos com cepas expostas
ao FCZ, como o realizado por Coutinho et al. (2006) e Pappalardo (2009)
indicam indices de até 16 % de cepas para os quais o CIM de FCZ foi 16
pg/mL.

O monitoramento da resisténcia do agente da criptococose, aos
antifingicos utilizados na pratica médica, enfocando diversos aspectos, tais
como a heteroresisténcia e a resisténcia cruzada pode fornecer bases para
avaliacdo da ocorréncia de falha terapéutica e quadros recidivantes dessa

micose.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

» Analisar o perfil de sensibilidade de Cryptococcus neoformans a

fluconazol e voriconazol.

2.2. Objetivos Especificos

> Determinar a sensibilidade de 400 isolados de C. neoformans aos

antifangicos fluconazol e voriconazol;

» Investigar a ocorréncia dos fendmenos de heteroresisténcia e

heterogeneidade de C. neoformans a fluconazol;

> Avaliar a ocorréncia de resisténcia cruzada de C. neoformans frente a

fluconazol e voriconazol.
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3. Material e Métodos

3.1 Isolados de C. neoformans

Quatrocentos isolados de C. neoformans foram selecionados,
aleatoriamente, da micoteca da Sec¢éo de Micologia do Instituto Adolfo Lutz de
Sédo Paulo. As amostras foram obtidas de liquido cefalorraquidiano (LCR) de
400 pacientes com criptococose, atendidos em unidades hospitalares do
estado de Sdo Paulo, no periodo de 12 anos (1995 a 2007).

A identificacdo da espécie, realizada anteriormente a este estudo, foi
feita por analise das caracteristicas bioquimicas, em provas de assimilagdo de
fontes de carbono e nitrogénio. Os caracteres morfologicos foram estudados
segundo a metodologia descrita por Fell & Statzell-Tallman, 1998. Cepas
caracterizadas como Cryptococcus spp foram submetidas ao cultivo em meio
CGB (canavanina, glicina e bromotimol), assim como a prova de assimilagéo
de D-prolina (Kwon-Chung & Benett, 1992), para a diferenciacdo das duas
espécies.

Os isolados, conservados a temperatura de -20°C em meio infuséo-
cérebro-coracao (Difco Laboratories, Detroit, Mi, USA) com glicerol 30%, foram
descongelados e repicados em agar Sabouraud (Difco Laboratories, Detroit, Mi,

USA) com cloranfenicol, para verificar sua viabilidade e pureza.

3.2 Crescimento em meio contendo fluconazol

As 400 amostras de C. neoformans foram submetidas ao teste de
triagem, ou seja, ao plagueamento em agar batata dextrose (Difco
Laboratories, Detroit, Mi, USA) acrescido de 8 ug/mL de FCZ (Xu et al., 1998;
Xu et al., 2000; Yamazumi et al., 2003), com a finalidade de se obter colénias
de tamanhos distintos.

De cada um dos 400 isolados, foi obtida uma suspensédo em salina
estéril 0,145 mol/L (8,5 g/L NaCl; salina a 0,85%), e a turbidez ajustada de

acordo com a escala 0,5 de McFarland. Em seguida, foi realizado o
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plagueamento em agar batata dextrose (Difco Laboratories, Detroit, Mi, USA)
acrescido de 8 pg/mL de FCZ. Apos 72 h a 35T, os isolados foram avaliados
guanto ao crescimento de colbnias de distintos tamanhos. As colonias que
apresentaram diametro menor do que 4 mm foram classificadas como
pequenas (P) e aquelas cujo diametro foi maior ou igual a 4 mm, foram
classificadas como grandes (G). Apés o crescimento de colénias P e G, estas
foram semeadas separadamente em agar Sabouraud (Difco Laboratories,
Detroit, Mi, USA) sem cloranfenicol e incubadas a 35°C por 72h, para
realizacdo dos testes de sensibilidade a antifiungicos, segundo o recomendado
por AFST-EUCAST (Antifungal Susceptibility Testing Subcommittee of the
European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing, 2002).

A classificacédo das colénias em P e G e seus respectivos diametros, ou
seja, < 4 mm e > 4 mm, foi sugerida de acordo com experiéncia prévia na
Secao de Micologia do Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo. Observou-se que em
agar contendo 8 pg/mL de fluconazol, isolados de Cryptococcus neoformans
apresentavam colbnias com distintos diametros e que, por isso, poderiam ser
separadas em dois grupos: grandes e pequenas. Analise preliminar mostrou
que as colénias com 4 mm ou mais, apresentaram-se menos sensiveis,
segundo os testes de sensibilidade por microdiluicio EUCAST (Strob,

comunicacao pessoal)

3.3 Teste de sensibilidade a antifungicos

Os 400 isolados originais e suas respectivas colénias derivadas P e G
(800), totalizaram 1200 isolados, os quais foram submetidos ao teste de
sensibilidade por método de microdiluigcdo, segundo o descrito no documento
E. Dis. 2.1 do grupo europeu EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing). Os testes foram realizados com FCZ (Janssen-Cilag) e
VCZ (Pfizer) de modo simultaneo.
Os valores de CIM de FCZ para cada amostra original foram
comparados aos obtidos em suas col6nias P e G. Além disso, valores de CIM

obtidos para as colonias P foram comparados aos das colénias G. As CIMs
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foram analisadas segundo moda, média, intervalo, CIMsy, e CIMgg, 0S quais
representam, respectivamente, o valor de CIM que inibiu 50% e 90% dos
isolados.

3.3.1 Pesagem das substancias antifungicas e prepar o das solu¢bes-mae

Os antifungicos, fluconazol e voriconazol, foram doados em forma pura
p.a. pelas empresas Laboratérios Pfizer (EEUU) e Janssen-Cilag (EEUU),
respectivamente. Os antifungicos foram pesados em balanca analitica
calibrada para preparacdo de solu¢cdes-mée. A quantidade de pd, ou diluente,
necessaria para o preparo da solucao-mae foi determinada de acordo com a

seguinte equacéao:

Peso (mg) = Volume (mL) x Concentracdo (ug/mL)

Poténcia da substancia (ug/mg)

O volume escolhido para o preparo da solucdo-mae de cada
antifingico foi de 30 mL. A poténcia, de acordo com o fabricante, € de 100% e
a concentracdo é de 5120 pg/mL para FCZ e 1600ug/mL para VCZ. Apoés a
pesagem, FCZ e VCZ foram diluidos em 30 mL de agua destilada e
dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri,USA),
respectivamente. Foram dispensados aproximadamente 2mL da solugcdo em
frascos de polietleno ou polipropileno previamente esterilizados e

posteriormente estocados a -70°C até o momento do uso.

3.3.2 Preparo das placas de microdiluicao

Para o preparo das placas de microdiluicdo (96 orificios, poliestireno,
fundo chato, modelo 92096, Techno Plastic Products AG, Switzerland) (Figura
1), foram feitas 10 diluicdes diferentes a partir da solugdo-mée de cada

antifingico. Foram enumerados 10 tubos de ensaio contendo volumes
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diferentes de meio RPMI (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri,USA) para
diluicdo do FCZ e DMSO para diluicdo do VCZ. A concentragéo final de cada
tubo variou de 64 a 0,125 pug/mL para FCZ e de 8 a 0,015 pg/mL para VCZ
(Tabela 1). Cada placa correspondeu a um antifingico e as diluicdes das
drogas foram distribuidas em aliquotas de 100uL da coluna 2 a 11 das placas
de microdiluicdo, de modo que cada coluna corresponde a uma concentracao
do antifingico. A maior concentracdo encontra-se na coluna 2 e a menor na
coluna 11. A coluna 1 foi destinada ao controle de esterilidade, contendo
apenas 200 pL de meio RPMI e a coluna 12 destinada ao controle de
crescimento, contendo 100uL de RPMI e 100 pL de inéculo de cada amostra.
As colunas 1 e 12 séo preenchidas apenas no momento da realizagao do teste.
As placas foram vedadas e conservadas a temperatura de —70C, até o
momento do uso, por periodo maximo de seis meses (Rodriguez-Tudela et al.,
2002).

Tabela 1. Concentracdes de fluconazol (FCZ) e voriconazol (VCZ) para testes de

sensibilidade in vitro por método de microdiluicdo, segundo EUCAST

FCZ 0,125

VCZ 8 4 2 1 0,5 |025) 0,125 | 0,06 | 0,03 | 0,015

Coluna 2, maior concentragdo; coluna 11, menor concentragdo; colunas 3 a 10,

concentrag¢des intermediarias de cada antifingico
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Figura 1. Placa de microtitulacdo para teste de sensibilidade a antifingicos contendo
FCZ ou VCZ; coluna 1, controle de esterilidade; colunas 2 a 11, FCZ ou VCZ em
concentracdes conforme abaixo; coluna 12, controle de crescimento; fileiras A-F:
in6culos de 6 leveduras; fileira G, inéculo de cepa-padrdo C. krusei (ATCC 6258);

fileira H, in6culo de cepa-padrdo C. parapsilosis (ATCC 22019). A seta indica a
concentracao inibitéria minima.

3.3.3 Preparo do inéculo

O indculo de cada amostra de C. neoformans foi preparado retirando-
se colbnias isoladas, com auxilio de al¢a descartavel, do agar Sabouraud sem
cloranfenicol, apds 48 h de incubacgéo a 35T e susp ensas em 5 mL de solucao
salina estéril 0,145 mol/L (8,5 g/L NaCl; salina a 0,85%). A turbidez da
suspensdo foi ajustada de acordo com a escala 0,5 de McFarland (1-5x10°
ufc/mL), preparada pelo setor de Meio de Cultura do Instituto Adolfo Lutz.
Dessa suspensédo realizou-se uma diluicao 1:10 em RPMI 1640 sem
bicarbonato e com L-glutamina (Cultilab, Campinas, Sao Paulo, Brasil), tampao
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MOPS  (morpholinepropanesulfonic)  (Sigma-Aldrich  Co., St.  Louis,
Missouri,USA) e 2% de glicose para obtencdo do indculo a ser usado na placa.
Em seguida, foram dispensados 100 pL de cada indculo nos orificios das
colunas de 2 a 12. A coluna 12, usada como controle de crescimento, é isenta
de droga, sendo acrescido, além do inoculo, 100 ul de meio RPMI. A coluna 1,
usada como controle de esterilidade, isenta de antifingico e inéculo, foi
acrescida com 200 pl de meio RPMI 1640. As fileiras de A a H correspondem a
uma levedura cada, sendo as fileiras G e H representadas pelas cepas padrdes
Candida krusei (ATCC 6258) e Candida parapsilosis (ATCC 22019),

respectivamente.

3.3.4 Incubagéao

As placas foram incubadas a temperatura de 35+ 2°C. A primeira
leitura sob espectrofotdmetro (Titertek Multiskan, Flow, Suécia) foi realizada
apos 48 horas de incubacgédo e, se a densidade 6tica da suspensao do controle-
positivo ficou abaixo de 0,3 a placa foi re-incubada por mais 24 h, totalizando

72 horas de incubacédo. Nesse periodo foi efetuada leitura final da reacéo.

3.3.5 Controle de Qualidade

Utilizou-se em todos os testes e em todas as placas, as cepas-padrao
Candida parapsilosis, ATCC 22019 e Candida krusei, ATCC 6258, cujo perfil de
sensibilidade é conhecido, com valores de CIM menores que 8 ug/mL e acima
de 16 ug/mL para fluconazol, respectivamente.

3.3.6 Leitura dos resultados

A turbidez de cada orificio foi avaliada em espectrofotdmetro (Titertek
Multiskan, Flow, Suécia) sob filtro de 492 nm.
A CIM (concentracgdo inibitoria minima) é a concentragdo mais baixa do

antifngico que inibe o crescimento do microrganismo. Compara-se 0
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crescimento em cada concentracdo de antifingico com o orificio controle de
crescimento (Rodriguez-Tudela et al., 1997). Para os azois, como FCZ e VCZ,
drogas de efeito fungistético, a inibicdo em 50% (ICsp) no crescimento, em

relacdo ao controle positivo indica a CIM.

3.4 Interpretacdo dos resultados

Para FCZ, o valor de breakpoint foi de 16 pg/mL, foi adotado com base
em Aller et al., 2000. Portanto, um resultado de CIM > 16ug/mL classificou o
isolado como resistente.

Para voriconazol as categorias consideradas foram: resistente (CIM > 4
png/mL) e sensivel (CIM < 4 pg/mL), de acordo com breakpoint definido para
Candida spp (CLSI, 2006).

3.5 Analise dos resultados

Foi realizada comparacdo dos valores de CIM, obtidos por AFST-
EUCAST (Cuenca-Estrella et al., 2002) para as colonias P e G derivadas de um
mesmo isolado. Quando esses valores diferiram em duas, ou mais, diluicdes o
isolado foi considerado como heterogéneo.

Heteroresisténcia foi definida para aqueles isolados que apresentaram
colonias P e G com resultados distintos (resistente e sensivel) de CIM.

Os maiores valores de CIM para fluconazol, encontrados nas colonias
dos isolados heteroresistentes, foram compilados para analise da taxa de

resisténcia.

3.6 Anélise estatistica

Foram avaliados os valores de CIMs obtidos para os isolados originais e

suas colbnias derivadas, pequenas e grandes.
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A andlise de regresséo linear (r) através do coeficiente de Pearson (IC

95%) foi utilizada para avaliar a correlacao entre os resultados obtidos entre:
» valores de CIM para fluconazol das colbnias pequenas e grandes
» valores de CIM para fluconazol das colbnias pequenas e originais
» valores de CIM para fluconazol das coldnias grandes e originais

A concordancia essencial foi definida como:

Concordancia essencial (CE) foi considerada quando o resultado da CIM
para a colbnia pequena (P) e a CIM para a col6nia grande (G) de um mesmo
isolado foi idéntico. A concordancia essencial foi também definida para os
valores da CIM do isolado original, em relacdo aos obtidos para colonias
derivadas P ou G.
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4. Resultados

4.1 Crescimento dos isolados originais em meio cont endo fluconazol

Todos os isolados de C. neoformans, cultivados em meio agar batata
contendo 8ug/mL de FCZ, apresentaram crescimento de colonias com
diferentes diametros e foram classificadas, segundo este critério, como P (<4
mm) e G (>4 mm) (Figura 2). Desse modo, de cada isolado original, foram
obtidas duas colonias derivadas (P e G), totalizando 800 col6nias para
avaliacdo da concentracao inibitéria minima (CIM).

Inicialmente, dez isolados de C. neoformans forma submetidos ao
plagueamento em agar YMA (Yeast morphology agar), incubados a 35°C por
72h, contendo concentragcfes de 8 e 16 pg/mL de FCZ (Xu et al., 2001). No
entanto, os isolados nédo apresentaram crescimento e foram, entdo, submetidos
ao plaqueamento em agar batata dextrose e incubadas a 35°C por 72h
(Yamazumi et al., 2003).

Nesse meio de cultura, verificou-se crescimento de colbnias apenas nas
placas contendo 8 pg/mL de FCZ. Nessa concentracdo foi possivel observar
colonias de diametros distintos. Nas placas contendo 16 pg/mL de FCZ néao foi

verificado crescimento.

4.2 Testes de sensibilidade a antifingicos por micr  odiluicdo para isolados

originais

O teste de sensibilidade por AFST-EUCAST (Cuenca-Estrella et al.,
2002), para os 400 isolados originais indicou 16 (4%) fenotipos resistentes
(Figura 3) para fluconazol. Para nove (9) isolados o resultado de CIM foi de
16pg/mL, para quatro (4) o CIM foi de 32 pg/mL e para trés (3) foi 64 pug/mL
(Anexo ). As concentracdes de fluconazol necessarias para inibir 50% (MICs) e
90% (MICgp) dos isolados foram 2 pg/mL e 8 pg/mL, respectivamente. O
intervalo de CIM foi de 0,12 pg/mL a 64 pg/mL, média de 1,4 pg/mL e moda de
0,25 pg/mL (Tabela 2).
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Para voriconazol, todas as amostras foram sensiveis (CIM<4), com
intervalo entre 0,015 pg/mL a 2 pg/mL, CIM 50 e CIM 90, respectivamente,
média de 0,06 pg/mL e moda de 0,25 pg/mL. O valor mais alto de CIM para
voriconazol (2ug/mL) foi encontrado frente a um isolado cujo CIM de fluconazol
foi de 64pg/mL. (Tabela 3).

Coldnia grande

Colbnia pequena

Figura 2. Colbnias de diametros distintos obtidas em agar batata dextrose acrescido
de 8 pg/mL de FCZ

4.3 Testes de sensibilidade a antifungicos por micr  odiluicdo para colénias
derivadas (P e G)

Foram realizados 800 testes de microdiluicdo, para determinagéo dos
valores de CIM dos isolados de C. neoformans, para colonias P e G (Anexo ).
As placas foram incubadas a 35T, e apés 48 h, foram submetidas a leitura
espectrofotométrica.

A leitura, realizada nesse momento, indicou que a turbidez dos pocgos
da coluna 12, contendo controle de crescimento ndo atingiu densidade otica >

0,3. O crescimento, portanto, ndo foi suficiente para leitura da reacdo e as
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placas foram re-incubadas, por mais 24 h, totalizando periodo de 72 h de
reacdo. ApOs esse periodo, as placas foram submetidas & nova leitura em
espectrofotometro e a turbidez, denotando crescimento, foi adequada para
todos, com excecdo de 30 (7,5%) isolados. Estes isolados foram submetidos
novamente aos testes de microdiluicdo, porém, as placas foram incubadas a
30C e a leitura foi realizada com 72 h de incubagdo. A alteracdo da
temperatura de 35° para 30° C permitiu o crescimento adequado das 60
amostras.

A distribuicdo do numero de colénias P e G por CIM de FCZ e VCZ
estd ilustrada nas Figuras 4,5,6 e 7.

Os resultados de CIM para as colbnias derivadas foram comparados
com aqueles dos isolados originais. A comparacdo dos resultados obtidos nos
testes com fluconazol com isolados originais e com as colénias derivadas (P e
G) demonstrou: i) forte correlacéo essencial (r = 0,82) entre valores de CIM de
isolados originais e colbnias P; ii) media correlacdo essencial (r = 0,74) entre
isolados originais e colonias G; iii) media correlacdo (r = 0,57) entre colbnias P
e G derivadas de mesmo isolado

A melhor correlagéo entre os resultados de CIM foi entre os isolados
originais e colonias P. A pior correlagéo foi entre as colonias P e G.

As Figuras 8, 9 e 10, mostram, respectivamente, os graficos de
regressao linear destas analises.

Os valores de CIM para as colonias P foram distintos de modo
significativo (diferenca de + 2 diluicbes) daqueles das colonias G em 26,3%
(105/400) isolados. Esse grupo de isolados foi considerado como o de perfil
heterogéneo. Os resultados de CIM deste grupo mostraram que para 12,25%
(49/400) das colonias P, o valor de CIM foi inferior ao observado para a coldnia
G. De modo inverso, para 14% (56/400) das colbnias P o valor de CIM foi
superior ao valor de CIM encontrado para as colonias G.

A classificacdo (sensivel e resistente) dos valores de CIM obtidos para
as colénias P e G, permitiu observar que 6,25% (25/400) isolados
apresentaram o fenbmeno de heteroresisténcia; ou seja, apenas uma de suas
coldénias derivadas (P ou G) foi resistente, sendo a outra sensivel. Nesta
analise, dos 25 isolados verificou-se que 14 (3,25%) tiveram coldnia P sensivel

e G resistente e que 11 (2,75%) isolados tiveram col6nia P resistente e G
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sensivel. Dentre estas 25 amostras heteroresistentes, 17 foram consideradas
heterogéneas também, pois além de apresentarem perfis de sensibilidade
diferentes, os valores de CIM de FCZ entre elas, diferiu em 4 vezes.

A capacidade do teste em &agar em indicar colbnias resistentes
(CIM>16ug/mL) de acordo com seu tamanho (G) foi de apenas 3,25%, em que

as coldnias G foram resistentes e P sensiveis.

Tabela 2. Concentragédo Inibitéria Minima (CIM) de fluconazol frente aos 400 isolados
originais de C. neoformans e respectivas colbnias pequenas e grandes, segundo

intervalo, CIMso, CIMgo, média e moda dos valores.

Classificacdo

Parametro
Coldnias Colbnias Coldnias
grandes Pequenas originais
Intervalo 0,12 - 64pg/mL 0,12 - 64 pg/mL 0,12 - 64 pg/mL
CIMgo 8 pg/mL 8 pg/mL 8 pg/mL
Moda 0,25 pg/mL 0,25 pg/mL 0,25 pg/mL

CIMsg e CIMgg: respectivamente, valor de CIM de Fcz que inibe 50% e 90% dos isolados

Tabela 3. Resultados de concentracgdo inibitéria minima (CIM) de voriconazol frente
aos 400 isolados originais de C. neoformans e respectivas colénias pequenas e
grandes, segundo intervalo, CIM50, CIM90, média e moda dos valores.

Classificacdo

Parametro
Coldnias Colbnias Colbnias
grandes Pequenas originais
Intervalo 0,015 - 2 pg/mL 0,015 - 1 pg/mL 0,015-2
CliMgo 0,12 pg/mL 0,12 pg/mL 0,25 pg/mL
Moda 0,015 pg/mL 0,015 pg/mL 0,06 pg/mL

CIMsg e ClMgq: respectivamente, valor de CIM de Vcz que inibe 50% e 90% dos
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Figura 3. Sensibilidade a fluconazol e voriconazol de 400 isolados originais de C.
neoformans, utilizando teste de microdiluicao. Sensivel: CIM < 16 pg/mL de fluconazol
ou CIM < 4 ug/mL de voriconazol. Resistente: CIM > 16 ug/mL de fluconazol ou CIM >

4 nug/mL de voriconazol
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Figura 4. Distribuicdo do numero de colénias P por CIM de
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Figura 5. Distribuicho do numero de colénias G por CIM de
fluconazol

Os testes com voriconazol foram realizados com todas as colbnias P e
G e os valores constam das Tabelas 1 e 2 e estao representados nas Figuras

7 e 8. Nao foi encontrada resisténcia cruzada entre fluconazol e voriconazol..
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Figura 6. Distribuicho do numero de colénias G por CIM de
voriconazol
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Figura 8. Correlacdo entre os CIMs de fluconazol para col6nia pequena e colbnia original.
Equacéo: log, (CIM colbnia pequena) = -0,49 + 0,88 log, (CIM colbdnia original) r = 0,82.
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Figura 9. Correlacdo entre os CIMs de fluconazol para coldénia grande e coldnia original.

Equacéo: log, (CIM colbnia grande) = -0,52 + 0,78 log, (CIM colénia original) r = 0,74.
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Figura 30. Correlagédo entre os CIMs de fluconazol para coldénia pequena e coldnia grande.

Equacéo: log, (CIM colbnia grande) = 0,12 + 0,56 log, (CIM col6nia pequena) r = 0,57.
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5. Discussao

Esta dissertacdo € o primeiro estudo brasileiro, segundo literatura
consultada, a avaliar o fendbmeno de heteroresisténcia em Cryptococcus
neoformans. Neste trabalho, foi possivel a avaliacdo da frequéncia desse
fendbmeno, por determinacdo de CIM e teste de triagem em &agar, que pode
contribuir para deteccdo de cepas com diferentes perfis de sensibilidade a
fluconazol. Ha que se considerar, ainda, que a taxa de ocorréncia aplica-se tao
somente a populacéo de isolados analisados, dentro da metodologia escolhida
para esta dissertacdo, Isto significa que, fatores como: periodo do estudo
localizacdo geografica, manutencdo dos isolados, critérios empregados para
deteccado da heteroresisténcia, podem interferir nos resultados.

Os antifingicos da classe dos azbéis, em particular os triazdis,
representam o maior arsenal terapéutico de uso clinico para infeccdes
fangicas. O amplo uso de fluconazol e o tratamento profilatico da
neurocriptococose associada a Aids podem levar ao aparecimento de cepas
resistentes a esta medicacdo (Posteraro et al., 2003). No entanto, durante a
terapia de longa-duragdo com fluconazol, o isolamento de cepas de
Cryptococcus spp. resistentes in vitro foi, raramente, descrito na literatura se
comparado aos dados existentes para leveduras do género Candida (Powderly
et al., 1992; Paugan et al.,, 1994; Birley et al., 1995; Currie et al., 1996;
Armendou et al., 1996; Brandt et al., 1996; Davey et al., 1998; Brandt et al.,
2001). Desse modo, a ocorréncia e 0s possiveis mecanismos de resisténcia a
azoéis, no género Cryptococcus, ainda sdo pouco estudados e ha muitos
aspectos a serem elucidados.

A problematica da avaliacdo de resisténcia em isolados de
Cryptococcus spp., inclui a adequacdo dos métodos de referéncia para estudos
de sensibilidade deste género de levedura (Rex et al., 2001). Avaliando-se as
condi¢cbes experimentais deste estudo, notou-se crescimento insuficiente (d.o.
controle-crescimento < 0,3) de 60 isolados submetidos aos testes de
sensibilidade, sob temperatura padréo de 35<C. Este s isolados, de outro modo,
quando incubados a 30C desenvolveram-se adequadame nte (d.o. controle-

crescimento > 0,3).
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Outro aspecto interessante a ser discutido nesta dissertacdo € o tempo
de incubacao das culturas de C. neoformans apés a realizacdo dos testes de
sensibilidade por microdiluicdo. Pfaller et al. (1999) analisaram o tempo de
incubacédo e concluiram que nédo ha diferenca significativa entre 48h e 72h nos
valores de CIM de fluconazol em testes com C. neoformans. Porém, neste
estudo, verificou-se que o tempo de incubacao € um fator de forte influéncia no
crescimento fangico que pode resultar em alteragdo no valor de CIM.
Observou-se que quando incubadas por 48 h, as culturas apresentaram baixo
crescimento, revelado por densidade otica abaixo de 0,3, mesmo com inéculo
ASFT-EUCAST, que € 100 vezes maior do que usado por Pfaller et al. (1999)
no método CLSI.

Desse modo, todas as leituras foram feitas apds 72h de incubacéo,
periodo que permitiu valores de d.o. > 0,3. Uma das possiveis explicacdes para
0 baixo desenvolvimento das culturas de C. neoformans seria 0 meio de cultura
utilizado no teste. Um dos principais estudos e o pioneiro sobre a influéncia do
meio de cultura para C. neoformans, foi realizado por Ghannoum et al. (1992)
que avaliaram o crescimento de 21 isolados humanos e concluiram que o0 meio
yeast nitrogen base (YNB) era o mais adequado. Espinel-Ingroff et al. (1998)
afirmaram que, mesmo apos 72h de incubagéo, o meio de RPMI ndo oferecia
boas condigcbes de crescimento para C. neoformans. Em 1995, o grupo
europeu EUCAST ja havia publicado estudo demonstrando que glicose a 2%
favorecia o desenvolvimento de C. neoformans. O sucesso desse experimento
europeu motivou a inclusdo no doc. norte-americano M27-A2 (NCCLS, 2002),
de RPMI contendo essa concentracdo do acucar para melhoria do crescimento
das cepas.

Quanto a analise da taxa de resisténcia dos 400 isolados de C.
neoformans foi verificada baixa porcentagem de isolados resistentes a
fluconazol (4%). Esta € condizente com as relatadas na literatura nacional.
Coutinho et al. (2006) estudaram 133 isolados de C. neoformans e
demonstraram que 7,5% dos isolados de episddios iniciais de criptococose
eram resistentes ao FCZ. Os autores verificaram que os isolados né&o-iniciais
apresentaram maior taxa de resisténcia (16,7%) ao FCZ. Strob (2005) avaliou
242 isolados de C. neoformans e encontrou valor médio de 3,3% de isolados

resistentes ao fluconazol, no periodo de 1996 a 1999. Recentemente,
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Pappalardo (2008) avaliando isolados 41 isolados de C. neoformans de casos
de criptococose associada a Aids, verificou 12,2% de resisténcia para
fluconazol.

Hsueh et al. (2005) descreveram 3 (4%) de isolados de C.neoformans
com CIMs de FCZ > 16 pg/mL. Nos Estados Unidos, Brandt et al. (2001)
verificaram frequéncia mais elevada de resisténcia (19,5%) em 522 isolados de
C. neoformans. Pfaller et al., (1999) analisaram 566 isolados norte-
americanos e africanos de C. neoformans, encontrando 16% de resistencia
(MIC > 16pug/mL).Yildiran et al. (2002) nao verificaram alta taxa de resisténcia a
fluconazol em 213 amostras de C.neoformans isolados no periodo de dez anos
(1990 a 1999).

Contrastando com os dados publicados na Europa e América, um
estudo realizado na Espanha foi descrita a mais alta taxa de resisténcia ao
fluconazol (CIM > 16ug/mL). O grupo avaliou 317 amostras de C. neoformans,
isoladas durante o periodo de 10 anos, e encontraram 46,6% (148) de
resisténcia a fluconazol. As amostras resistentes apresentaram valores de CIM
de 16 pg/mL ou 32 pg/mL, sendo que nenhuma apresentou valor de CIM igual
ou maior a 64 pg/mL (Perkins et al. 2005).

No continente africano, Bii et al. (2006) detectaram 11,2% de
resisténcia a FCZ em cepas de paciente do Kenia. Em 2004, Sar et al.
Estudaram 402 isolados de C. neoformans de pacientes do Cambodia. Do total
de amostras, 134 foram isolados no periodo de 2001 a 2002. A taxa de
resisténcia encontrada neste estudo foi de 24,2% sendo que houve um
aumento nos valores de CIM neste periodo de 2 anos.

A analise comparativa com outros trabalhos da literatura fica
prejudicada, na medida em que outros critérios distintos dos usados nesta
dissertacdo foram escolhidos para definir resisténcia a fluconazol; alguns
autores usaram CIM > 64 upg/mL para definir um isolado de resisténcia a
fluconazol. Nesses casos, pode-se utilizar outros parametros, como MICsy e
MICq , freqientemente, empregados para comparar o perfil de sensibilidade a
antifingicos. Nesta dissertacdo foi verificado MICgy de 8ug/mL, semelhante ao

encontrado por Pfaller et al. (1999), descrito em 16 mg/mL. Yildiran et al. (2002)
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encontraram os mesmos valores, sendo CIMsp e ClIMgy de 2 pg/mL a 8 pg/mL
para fluconazol.

Assim como 0s mecanismos de resisténcia, o fenomeno da
heteroresisténcia ainda € pouco explorado para leveduras do género
Cryptococcus, sendo muito comum o0 seu estudo em bactérias (Appelbaum,
2007; Leonard et al., 2009; Tenover et al., 2009). Postula-se que o fenémeno
de heteroresisténcia possa estar associado a ocorréncia de recidivas da
criptococose, por isso a importancia de se estudar tal fenbmeno (Xu et al.,
2001; Yamazumi et al., 2003; Sionov et al., 2009).

Em 1999, Mondon et al. descreveram pela primeira vez, a ocorréncia de
heteroresisténcia em C. neoformans e relataram que o fendmeno estava
associado a recorréncia da criptococose. O grupo estudou sete isolados de C.
neoformans, sendo um isolado de Israel e seis isolados seriados de um unico
paciente da Italia, contendo sub-populagbes heteroresistentes a FCZ. Os
autores verificaram que as colonias derivadas de cada um dos sete isolados
originais heteroresistentes continham populagbes celulares mistas, com
diferentes perfis de sensibilidade ao FCZ, sendo a maioria delas sensiveis,
porém, algumas se mostraram altamente resistentes ao FCZ (CIM > 64 pg/mL).

Em 2000, Xu et al., avaliaram colonias mutantes obtidas de 21 amostras
de C. neoformans. Estas coldnias foram plaqueadas em agar YMA (Yeast
morphology agar) contendo 8 pg/mL de FCZ e, posteriormente, submetidas ao
teste de microdiluicdo (NCCLS-CLSI, 2002), verificando que estas colonias
apresentaram valores de CIM distintos daqueles de suas amostras originais,
provando a ocorréncia de heteroresisténcia em todas as 21 amostras
avaliadas. No estudo feito por Yamazumi et al. (2003), foi observado que 5 de
107 (4,7%) culturas de C. neoformans apresentaram células com distintos
perfis de sensibilidade ao FCZ, caracterizando a heteroresisténcia a essa
droga. Nesse estudo, o grupo utilizou o método de plaqueamento em meio de
agar batata, contendo varias concentracdes de FCZ e classificaram como
heteroresistentes, o0s isolados que apresentaram crescimento em meio
contendo concentragbes de quatro a oito vezes superiores do que o valor de
CIM da amostra.

Fenotipos heteroresistentes também foram observados em Candida
albicans. No estudo conduzido por Marr et al. (2001) foram identificados, em
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isolados de dois pacientes transplantados de medula 6ssea, isolados seriados
com sensibilidade ao FCZ distinta dos respectivos isolados sequenciais.

No mais novo estudo sobre o tema, Sionov et al. (2009) descreveram o
fendmeno de heteroresisténcia em 130 amostras de C. neoformans, por
exposicdes sucessivas a concentracdes crescentes de fluconazol. O estudo
teve como objetivo verificar a taxa de ocorréncia de heteroresisténcia e,
também, determinar mecanismos moleculares e estabilidade do fenbmeno. Das
130 amostras, 114 eram clinicas, ou ambientais, isolados ha pelo menos uma
década antes da disponibilidade das drogas azolicas; portanto, as cepas nunca
haviam sido expostas a antifungicos. Os outros 16 isolados foram provenientes
de pacientes com Aids submetidos a terapia antifungica com fluconazol em
periodos distintos. Todas as amostras, incluindo as nao-expostas a droga,
foram heteroresistentes frente a todas as concentracdes avaliadas (4pg/mL a
32 pug/mL), denotando heteroresisténcia intrinseca ao fluconazol. Por sua vez,
todas as cepas clinicas de pacientes sob tratamento, foram heteroresistentes a
concentracfes maiores, todas acima ou igual a 16 pg/mL. Esses dados indicam
que o aparecimento do fenbmeno ndo esta, necessariamente, relacionado a
exposicdo prévia a droga, mas que € estimulado pela presenca da droga. Além
disso, os autores verificaram, de modo inédito, que o fendmeno é reversivel,
ap0s um numero variado de passagens em meio de cultura sem fluconazol.
Isso foi observado mesmo em cepas com altissimos valores de
heteroresisténcia (256-400 pg/mL), mas vale ressaltar que uma cepa clinica,
mesmo apds quarenta e cinco repiques sem a droga, manteve alto nivel de
heteroresisténcia (128 pg/mL). Esses achados sugerem como concluiram os
autores, que a heteroresisténcia € um fenébmeno adaptativo de sobrevivéncia
celular ao estresse causado por exposi¢ao ao azol.

A correlacdo entre heteroresisténcia e viruléncia nunca havia sido
estudada, até que Sionov et al (2009), observaram que o fenbmeno esta
relacionado com a viruléncia das cepas. Assim, as amostras mais virulentas
apresentaram maiores niveis de heteroresisténcia (>32 pg/mL).

O Unico estudo que se destinou a desvendar a origem do fendmeno, foi
o de Sionov et al (2009). Os autores realizaram estudos moleculares e
concluiram que 0s mecanismos de resisténcia que controlam o nivel de

heteroresisténcia a fluconazol parecem ndo ser especificos. Esses
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mecanismos também contribuem para que as células de C. neoformans
heteroresistentes resistam a determinadas toxinas produzidas por
microrganismos de solo. Em seu habitat o agente da criptococose, portanto,
poderia estar sujeito a essas substancias que atuariam como possivel fator de
estresse ambiental e responderiam com ativacdo de determinados mecanismos
de resisténcia. Os autores associaram o nivel de heteroresisténcia a fluconazol
com a habilidade de sobreviver em meios contendo toxinas e antibioticos
produzidos por esses microrganismos.

A metodologia utilizada pelos autores foi diferente da adotada nesta
dissertacdo. A maioria dos estudos de resisténcia trata o agente etiol6gico
como Unico, ndo empregando técnicas que permitiriam detectar possivel
complexidade do isolado. Neste estudo, a realizacdo do teste de triagem
permitiu observar dois padrbes distintos de crescimento para as 40 amostras
de C. neoformans avaliadas. Col6nias pequenas, com diametro inferior a 4 mm
e grandes, com diametro superior ou igual a 4 mm. O propésito de avaliar o
comportamento dos isolados em agar batata contendo fluconazol foi de
relacionar colénias pequenas com maior sensibilidade a droga e da mesma
forma, correlacionar colénias grandes com resisténcia ao antifungico. No
entanto, os resultados de CIM, obtidos com as col6nias P e G, indicaram baixa
relacdo do tamanho com o perfil de sensibilidade ao fluconazol (15,75%). De
modo mais grave, o valor de CIM em 16,75% das colonias P foi superior (> 2
diluicdes) ao encontrado para a correspondente colbnia G. Quando analisados
os isolados heterogéneos, observou-se que em 14% (n=56) o CIM das colbnias
P foi maior do que os das coldnias G, o que reforca o baixo desempenho do
teste em agar batata.

As hipbteses para explicar esse achado sdo muitas, mas pode-se
inferir que as outras condigbes para o teste em &gar poderiam melhorar a
acuracia do método. Entre elas, a que parece mais plausivel, é o fator
temperatura, desde que é importante para C. neoformans, conforme estudos
anteriores. Nesses estudos, sobre heteroresisténcia, foram realizados ensaios
sob temperatura de 35C e 30T para verificar a exp ressao da resisténcia.
Yamazumi et al. (2003) verificaram a ocorréncia de heteroresisténcia apenas
qguando as culturas de C. neoformans foram incubadas em &agar contendo 64
Mg/mL de FCZ a 30°C e nédo a 35°C.
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O fenbmeno de heteroresisténcia, observado pelo método de
microdiluicdo, segundo recomendagbes do grupo EUCAST (2002), foi
detectado em 6,25% dos 400 isolados originais. Ou seja, nesse grupo foi
verificado col6nias P sensiveis e G resistentes (3,5%) ou P resistentes e G
sensiveis (2,75%). Isso mostra que, o método em agar apresentou boa
correlacdo com o método de referéncia em apenas 3,25%.

Para explicar a natureza da heteroresisténcia, pode-se inferir de outros
estudos que confirmaram a presenca concomitante de cepas distintas, com
caracteristicas proprias, incluindo aspectos relacionados a sensibilidade a
antifingicos, além de outros, tais como viruléncia, toxicidade, morfologia e perfil
bioquimico. Um dos estudos nacionais que demonstrou a complexidade do
agente da criptococose e comprovou a ocorréncia simultanea de duas espécies
de Cryptococcus em amostra clinica foi o de Igreja et al. (2004).

Uma explicacdo possivel para o achado de perfis multiplos do agente
em um unico isolado, seria a ativacdo de mecanismos de resisténcia apoés
exposicao a determinado antifingico, caracterizando resisténcia secundaria, e
consequente aparecimento de células menos sensiveis junto a outras que néo
desenvolveram esse processo. Coutinho et al. (2006), avaliando isolados
humanos e ambientais de C. neoformans, verificou apos crescimento em meio
contendo fluconazol, que ambos apresentaram sub-populacbes com
sensibilidade antifungica diferente do isolado original. Os autores verificaram
também, gque uma Unica passagem no meio adicionado de FCZ, foi suficiente
para que o valor de CIM do antifungico frente aos isolados humanos
alcancasse 64 pg/mL. Este dado sugere que a exposicao prévia a droga é um
fator importante na selecéo de sub-populacdes resistentes.

A ocorréncia de resisténcia cruzada entre os azois, fluconazol e
voriconazol, foi avaliada neste estudo. Todos os isolados apresentaram valores
de CIM < 4 pg/mL para voriconazol, ou seja, sensiveis. Mesmo as amostras
que apresentaram resisténcia (CIM > 16 pg/mL) a FCZ, ndo foram resistentes a
VCZ. Este fato nos mostra que néo houve, portanto, resisténcia cruzada e VCZ
apresentou melhor atividade do que FCZ. Este achado confirma dados
encontrados por outros autores, que também verificaram maior atividade deste
triazol, quando comparado ao fluconazol (Pfaller et al., 2004; Greer, 2003,
Chryssanthou & Cuenca-Estrella, 2002). Em 2005, Perkins et al avaliaram a
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resisténcia cruzada entre azois e verificaram que 33,8% das amostras de C.
neoformans resistentes a FCZ foram também resistentes a outra droga azolica
(itraconazol), entretanto a maioria destas amostras foi sensivel a voriconazol.
Apesar de nao ter sido verificado resisténcia cruzada na grande maioria das
amostras, chama a atencdo o achado de um isolado menos sensivel a
voriconazol (CIM 2ug/mL) e resistente a fluconazol (CIM 64ug/mL). Pfaller et
al. (1999) também encontrou 0 mesmo dado, o que alerta para possivel
tendéncia de futura resisténcia cruzada. Vale a pena ressaltar que para
voriconazol o ponto de corte de 4ug/mL (CLSI, 2008) é o valor indicado para
classificar cepas de Candida, mas, a falta de melhor alternativa para
Cryptococcus permite essa extrapolacao para investigacdes cientificas.

Comparando-se o parametro de MICgyy de voriconazol, verifica-se que,
neste estudo, foi encontrado valor idéntico (0,25ug/mL) ao de Pfaller et al.
(1999). Yildiran et al. (2002) , de outro modo, observaram CIMsy menor (<
0,125ug/mL), mostrando a diferenca do perfil de sensibilidade a este novo azol,
em cepas de regides geograficas distintas.

O fato de, neste estudo, ter sido, de modo inédito descrita a presenca
de heteroresisténcia para fluconazol em isolados clinicos de C. neoformans
demonstra a necessidade de mais estudos sobre a ocorréncia desse
fendmeno. Nota-se que poucos trabalhos foram realizados com objetivo de
avaliar a frequéncia desse fendbmeno, apesar da importancia deste tema,
comprovada recentemente, com uma publicacdo de um dos grupos mais
reconhecidos dentro da micologia médica. Esse trabalho reafirmou a relevancia
e atualidade do estudo de heteroresisténcia em Cryptococcus neoformans
(Sionov et al., 2009). Estudos futuros poderiam estabelecer correlacéo entre a
presenca do fendbmeno e a evolucédo clinica, tendo em vista a melhor terapia

para os pacientes com criptococose.
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6. Conclusoes

* Valores de CIM > 16 ug/mL, indicando isolados resistentes ao
fluconazol, foram obtidos frente a minoria (4%) dos isolados,

indicando elevada sensibilidade in vitro do agente da criptococose.

e O fenbmeno de heteroresisténcia a fluconazol foi descrito, pela
primeira vez, em isolados de Cryptococcus neoformans no Brasil,
em frequéncia baixa (6,25%) se comparada a outros dados de

literatura.

* |[solados heterogéneos foram encontrados em 26,25% das amostras

analisadas.

* A capacidade do método em agar batata para distinguir colonias
grandes menos sensiveis e colonias pequenas sensiveis foi baixa
(3,25%), nao sendo considerado um método com bom
desempenho.

e Nao foi observada resisténcia cruzada entre fluconazol e

voriconazol, confirmando dados de literatura.
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ANEXO

Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) -

Classificacao

(ug/mL) (Heterogénea,
Amostras Original P G Heteroresistente ou
Heterogénea e
FCz VCzZz |FCz VCZ |FCz VCzZ Heteroresistente
L312/95 8 0,03 8 0,03 | 0,5 | 0,015
L318/95 0,12 | 0,03 | 0,12 | 0,03 | 0,12 | 0,03
L.329/95 1 0,015 1 0,015 | 0,25 | 0,015 HETEROGENEA
L.330/95 1 0,015 1 0,015 | 0,12 | 0,015 HETEROGENEA
1.199/95 4 0,015 | 0,5 | 0,015 4 0,015 HETEROGENEA
L404/95 0,25 | 0,06 | 0,25 | 0,015 | 0,12 | 0,06
L407/95 0,25| 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,12 | 0,03
.188/95 2 0,06 2 | 0,015 |0,12 | 0,06 HETEROGENEA
1.192/95 4 0,12 4 0,015 | 0,25 | 0,12 HETEROGENEA
L196/95 4 0,06 4 0,06 2 0,03
L412/95 1 0,06 | 0,5 | 0,015 1 0,06
L424/95 0,25 | 0,12 | 0,25 | 0,06 | 0,25 | 0,12
L434/95 1 0,12 1 0,015 | 0,25 | 0,12 HETEROGENEA
L439/95 1 0,06 | 0,5 | 0,015 1 0,06
L441/95 05 | 006 | 05 | 0,06 |0,25| 0,06
L449/95 1 0,015 1 0,015 | 0,5 | 0,015
L459/95 0,25 | 0,03 |0,25| 0,03 | 0,25 | 0,03
L478/95 0,25 | 0,03 |0,25| 0,03 | 0,25 | 0,03
L486/95 8 0,015 8 0,015 | 0,25 | 0,015 HETEROGENEA
L513/95 2 0,015 2 0,015 1 0,015
L520/95 025 05 |025| 05 |[0,25| 0,25
HETEROGENEA E
L417/95 16 0,12 16 0,06 | 0,25 | 0,12 HETERORESISTENTE
L557/95 0,25 | 0,06 | 0,25 | 0,015 | 0,25 | 0,06
L588/95 0,25| 0,25 | 0,25 | 0,12 | 0,25 | 0,25
L592/95 2 0,06 2 0,06 | 0,25 | 0,12 HETEROGENEA
L581/95 0,25 | 0,06 | 0,25 | 0,03 | 0,25 | 0,06
L542/95 025| 05 |025| 05 |025]| 0,12
L521/95 4 0,5 4 05 |0,25| 0,25 HETEROGENEA
L415/95 1 0,5 0,25 0,5 1 0,12 HETEROGENEA
L13/96 4 0,03 4 0,03 4 0,015
L21/96 0,12 | 0,015 | 0,12 | 0,015 | 0,12 | 0,015
L22/96 2 0,12 | 05 | 0,12 2 0,12 HETEROGENEA
L31/96 05 | 003 [025]| 0,03 | 0,5 | 0,015
L37/96 64 | 0,06 | 64 | 0,03 | 16 | 0,06 HETEROGENEA
L44/96 8 |0015| 1 0,12 [ 0,25 | 0,12 HETEROGENEA
L46/96 4 0,06 4 0,06 4 0,03
L47/96 4 0,12 4 0,12 2 0,03
HETEROGENEA E
L48/96 4 0,03 16 | 0,015 2 0,03 HETERORESISTENTE
L49/96 4 0,015 8 0,12 16 0,06 HETERORESISTENTE
L52/96 2 0,06 8 0,06 16 0,06 HETERORESISTENTE
L53/96 4 0,015 8 0,06 8 0,06
L54/96 1 0,06 | 0,5 | 0,03 1 0,06
L60/96 1 0,12 1 0,015 1 0,12
L66/96 2 0,03 2 0,015 1 0,03
L67/96 8 0,03 2 0,015 8 0,03 HETEROGENEA
L76/96 4 0,25 4 0,25 2 0,06
L85/96 0,25 | 0,06 | 0,25 | 0,06 | 0,25 | 0,015
L87/96 4 0,12 4 0,03 2 0,12
L12/97 05| 025 | 05| 0,25 | 0,25 | 0,03
L13/97 0,25| 0,12 | 0,25 | 0,12 | 0,25 | 0,06




L15/97 8 0,03 8 0,03 | 0,5 | 0,03 HETEROGENEA

L16/97 0,25 | 0,06 | 0,25 | 0,015 | 0,25 | 0,06

L17/97 4 0,03 4 |0015| 4 0,03

L26/97 4 0,25 2 0,25 4 | 0,015

L34/97 2 0,06 2 0,06 1 | 0,015

L36/97 05| 006 | 05 | 0,06 | 0,5 | 0,06

L60/97 1 0,12 | 0,5 | 0,12 1 0,06

L19/98 4 0,25 1 0,25 4 | 0,015 HETEROGENEA

L.39/98 8 0,03 8 |0015| 8 0,03

L11/98 16 1 16 1 16 | 0,06

L40/98 8 0,03 8 0,03 4 | 0,015

L42/98 4 0,12 4 0,12 4 0,06

L16/98 4 0,03 4 0,03 1 0,03 HETEROGENEA

L22/98 16 | 0,06 | 16 | 0,06 8 | 0,015| HETERORESISTENTE

L15/98 8 0,12 8 0,03 | 16 | 0,12 HETERORESISTENTE

L26/98 4 10015 4 |0015| 2 | 0,015

L04/98 2 0,03 2 |10015| 05 | 0,03 HETEROGENEA

L08/98 0,5 | 0,03 | 0,12 | 0,015 | 0,25 | 0,03

L09/98 8 0,03 | 0,25 | 0,03 8 | 0,015 HETEROGENEA
HETEROGENEA E

L31/00 2 0,06 2 0,03 | 16 | 0,06 HETERORESISTENTE

L23/00 2 0,03 2 0,03 2 0,03

L33/00 0,25 | 0,03 | 0,25 | 0,03 | 0,25 | 0,015

L106/96 8 0,06 1 0,03 8 0,06 HETEROGENEA

L03/01 4 0,06 1 0,06 1 | 0,015

L114/97 8 0,06 8 0,06 2 0,03 HETEROGENEA

L27/00 4 0,06 4 10015| 4 0,06

L21/02 4 0,06 4 0,03 2 0,06

L109/96 4 10015 4 |0015| 2 | 0,015

L26/00 8 0,06 8 0,06 8 0,06

L50/01 8 0,12 8 0,12 | 16 | 0,12 HETERORESISTENTE

LO7/01 4 10015 4 |0015| 2 | 0,015

L08/01 1 0,06 1 |0015| 05 | 0,06

L05/00 05| 0,25 [0,25| 0,25 | 0,5 | 0,015

L18/01 2 0,03 | 0,5 | 0,03 | 0,25 | 0,03

L24/01 0,5 | 0,015 | 0,12 | 0,015 | 0,5 | 0,015 HETEROGENEA

L29/01 0,25 | 0,06 | 0,25 | 0,06 | 0,25 | 0,015

L96/96 0,5 | 0,015 | 0,5 | 0,015 | 0,12 | 0,015 HETEROGENEA

L32/00 05| 003 | 05| 0,03 | 0,5 | 0,03

L22/01 0,12 | 0,015 | 0,12 | 0,015 | 0,12 | 0,015

L25/01 1 0,03 1 0,03 1 | 0,015

L42/01 1 0,5 1 05 | 05 | 0,03

L01/01 0,12 | 0,03 | 0,12 | 0,03 | 0,12 | 0,03

L57/98 0,25 | 0,015 | 0,12 | 0,015 | 0,25 | 0,015

L32/02 05 | 003 [025| 0,03 | 0,5 | 0,03

L48/98 1 0,03 1 |0015| 1 0,03

L43/98 0,25 | 0,015 | 0,25 | 0,015 | 0,5 | 0,015

L23/98 05| 003 | 05| 0,03 | 0,5 | 0,03

L58/98 0,5 | 0,015 | 0,25 | 0,015 | 0,5 | 0,015

L73/97 0,25 | 0,06 | 0,12 | 0,03 | 0,25 | 0,06

L37/98 0,25 | 0,015 | 0,12 | 0,015 | 0,25 | 0,015

L20/98 8 0,03 | 0,25 | 0,015 | 0,25 | 0,015

L125/97 1 0,03 | 0,25 | 0.03 1 0,03 HETEROGENEA
HETEROGENEA E

L130/97 2 0,25 | 16 | 0,25 2 0,12 HETERORESISTENTE

L50/98 0,12 | 0,03 | 0,12 | 0,015 | 0,12 | 0,03

L18/98 8 0,03 8 0,03 2 | 0,015 HETEROGENEA

L56/98 4 0,12 1 0,03 4 0,12 HETEROGENEA
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L123/97 4 0,25 4 0,25 4 0,12
L14/98 05 | 0,12 | 0,5 | 0,22 [ 0,25 | 0,03
L132/99 1 0,03 1 |0015| 1 0,03
L158/99 0,12 | 0,06 | 0,12 | 0,06 | 0,12 | 0,03
L17/02 4 0,03 4 0,03 4 | 0,015
L51/05 0,25 | 0,015 | 0,12 | 0,015 | 0,25 | 0,015
L55/05 4 0,06 2 0,03 4 0,06
L72/06 4 0,03 4 0,03 | 0,5 | 0,03 HETEROGENEA
L81/06 2 0,5 2 |0015| 2 0,5
L82/06 0,25 | 0,015 | 0,25 | 0,015 | 0,12 | 0,015

HETEROGENEA E
L83/06 8 0,25 | 16 | 0,25 4 0,12 HETERORESISTENTE
L84/06 16 | 025 | 16 | 0,25 | 16 | 0,25
L144/99 8 0,03 | 0,5 | 0,12 4 0,06 HETEROGENEA
L141/99 4 0,03 2 0,03 4 0,03
L146/99 0,25 | 0,06 | 0,25 | 0,06 | 0,12 | 0,015

HETEROGENEA E
L175/99 4 0,5 16 0,5 |0,25| 0,03 HETERORESISTENTE
L140/99 05 | 0,06 | 05 | 0,03 | 0,12 | 0,06 HETEROGENEA
L139/99 2 0,12 2 0,06 | 0,5 | 0,12 HETEROGENEA
L149/99 8 0,12 8 0,12 | 0,25 | 0,03 HETEROGENEA
L125/99 | 1 0,12 1 0,03 | 05 | 0,12
L160/99 0,12 | 0,03 | 0,12 | 0,015 | 0,12 | 0,03

HETEROGENEA E
L241/99 8 0,12 | 16 | 0,12 4 0,12 HETERORESISTENTE
L177/99 1 0,03 | 05 | 0,015 | 1 0,03
L178/99 1 0,06 1 0,06 | 0,5 | 0,06
L145/99 2 0,03 | 0,12 | 0,03 2 0,03 HETEROGENEA
L174/99 2 0,03 2 0,03 | 0,5 | 0,03 HETEROGENEA
L143/99 05 | 003 | 0,5 | 0015 | 0,5 | 0,03
L240/99 2 |0015| 2 |0,015|0,12 | 0,015 HETEROGENEA
L224/99 0,12 | 0,03 | 0,12 | 0,03 | 0,12 | 0,015
L.239/99 0,5 | 0,015 | 0,5 | 0,015 | 0,25 | 0,015
L156/96 32 1 16 0,5 32 1
L1190/97 4 0,03 | 0,25 | 0,03 4 0,03 HETEROGENEA
L1441/97 2 0,06 2 0,06 1 0,06
L1197/97 | 0,12 | 0,12 | 0,12 | 0,12 | 0,12 | 0,03
L154/99 0,5 | 0,03 [0,25| 0,015 | 0,5 | 0,03
L1707/97 16 | 0,12 | 0,12 | 0,25 | 0,12 | 0,12

HETEROGENEA E
L46/98 16 | 0,12 8 012 | 32 | 0,015 | |\ crr RESISTENTE
L147/99 64 | 0,015| 64 | 0,015| 64 | 0,015
L138/99 32 | 0,03 | 32 | 0,015| 16 | 0,03
L59/98 0,25| 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25
L45/98 8 0,25 8 0,12 8 0,25
L125/9911 | 0,5 | 0,12 (0,25 | 0,12 | 0,5 | 0,12
L124/97 2 0,06 2 0,03 2 0,06
L129/97 1 |[0015| 05 |[0,015| 1 | 0,015
L115/97 0,25 | 0,12 | 0,25 | 0,12 | 0,25 | 0,015
L112/96 0,25 | 0,03 | 0,12 | 0,03 | 0,25 | 0,015
L98/96 0,25 | 0,015 | 0,25 | 0,015 | 0,25 | 0,015
L195/96 0,5 | 0,03 [0,25| 0,03 [0,25| 0,12
L47/98 4 0,03 2 0,03 4 | 0,015
L55/98 4 0,03 4 0,03 4 0,03
L194/96 4 |0015| 4 |0015| 4 | 0,015
L15/02 4 0,06 4 0,06 | 0,12 | 0,03 HETEROGENEA
L31/02 2 0,06 | 0,5 | 0,06 2 0,03 HETEROGENEA
L43/05 2 0,12 2 0,12 1 0,03 HETEROGENEA
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L40/05 8 0,12 8 0,06 2 0,12
L44/05 4 0,06 4 0,06 | 0,25 | 0,03
L45/05 8 0,12 8 0,03 4 0,12
L08/02 05| 003 | 05 | 0015| 2 0,03
L26/03 Il 8 0,12 8 0,12 4 0,06
L62/03 1 0,03 1 0,03 | 0,25 | 0,015 HETEROGENEA
L90/03 0,25 | 0,015 | 0,25 | 0,015 | 0,25 | 0,015
L72/03 1 0,06 1 0,06 1 | 0,015

L172/99 1 0,06 | 0,5 | 0,06 1 0,03

L35/00 0,12 | 0,25 | 0,12 | 0,25 | 0,12 | 0,015

L30/00 012 0,12 | 0,12 | 0,03 | 0,22 | 0,12

L35/01 64 2 64 1 64 2

L46/01 05 | 0,06 |0,25|0,015]0,25| 0,06

L47/01 0,5 05 |025| 05 0,5 0,5

L44/01 8 1 0,25 | 0,25 8 1 HETEROGENEA

L01/00 05| 05 [ 05| 05 | 05 | 0,03
L52/01 2 0,03 1 0,12 | 05 | 0,12
L37/00 2 0,03 | 05 |0,015| 2 0,03 HETEROGENEA
L36/00 2 0,25 | 0,25 | 0,03 2 0,25 HETEROGENEA
L21/00 4 0,03 8 0,25 | 0,25 | 0,12 HETEROGENEA
L.28/00 1 0,06 | 0,5 | 0,06 1 0,03
L07/00 0,25| 0,25 | 0,25 | 0,12 | 0,12 | 0,25
L22/00 1 0,5 [025| 0,12 1 0,5 HETEROGENEA
L32/01 2 0,03 2 0,03 1 0,03
L100/03 2 |0015| 05 |0,015| 2 | 0,015 HETEROGENEA
L90/05 4 0,12 4 0,12 4 0,03

L110/06 05 0015 0,5 | 0,015] 0,5 | 0,015

L20/06 0,25| 0,06 |0,12 | 0,03 | 0,25 | 0,06

L1206/97 | 025 | 0,12 | 0,12 | 0,12 | 0,25 | 0,12

L1180/97 025 0,12 | 0,25 | 0,12 | 0,25 | 0,12

L87/05 0,12 | 0,015 | 0,12 | 0,015 | 0,12 | 0,015

L109/05 05| 003 |025| 0,03 | 0,5 | 0,03

L1161/97 | 0,12 | 0,12 | 0,12 | 0,03 | 0,12 | 0,12

L152/96 2 0,12 2 0,015 2 0,12

L19/06 4 0,06 1 0,06 4 0,03 HETEROGENEA

L03/06 05| 0,03 | 05 | 0,015| 05 | 0,03

L107/06 2 0,03 2 0,03 1 | 0,015

L105/06 2 0,12 | 0,5 | 0,06 2 0,12 HETEROGENEA
L104/06 4 0,5 16 0,5 8 0,06 HETERORESISTENTE
1ss/o5 | 32 | 1 | 16 | 003 | 1 | 003 HETEROGENEA E

HETERORESISTENTE

L153/96 05 ]0015| 0,5 | 0,02 | 0,5 | 0,015

L19/02 1 055 | 0,5 | 0,03 1 0,5

L07/02 1 0,12 1 0,12 | 0,5 | 0,03

L100/05 05| 006 | 05 | 003 | 0,5 | 0,06

L04/05 8 0,06 8 0,06 2 0,06 HETEROGENEA
L53/04 0,25 | 0,015 | 0,25 | 0,015 | 0,12 | 0,015

L78/04 4 0,12 | 0,5 | 0,06 4 0,12 HETEROGENEA
L75/04 2 0,25 1 0,06 2 0,25

L81/04 2 0,03 1 0,03 2 0,06

L54/04 8 0,25 8 0,06 2 0,25 HETEROGENEA
L82/04 8 0,25 1 0,12 8 0,25 HETEROGENEA
L102/06 2 0,06 2 0,06 2 0,06

L26/05 1 0,03 1 |0015| 1 0,03

L72/06 2 0,06 2 0,06 2 0,06

L56/04 1 0,06 1 0,06 | 0,25 | 0,06 HETEROGENEA
L35/05 1 0,06 1 0,03 1 0,06

L71/02 4 0,12 2 0,12 4 0,06




L69/04 4 0,06 2 0,06 4 | 0,015
L181/01 05 | 006 | 0,5 | 0,06 |0,25 | 0,015
L69/03 4 0,06 2 0,03 4 0,06
L70/02 1 0,03 1 0,03 1 | 0,015
L33/05 16 0,5 16 0,5 16 | 0,015
L101/97 8 0,06 8 0,06 8 0,03
L72/04 2 0,12 | 0,5 | 0,03 2 0,12 HETEROGENEA
L51/04 4 0,12 4 0,12 | 0,25 | 0,06 HETEROGENEA
L08/03 1 0,03 2 |0015| 1 0,03
587SP3/07 1 0,03 | 0,5 | 0,03 1 0,03
L66/03 1 0,06 1 0,03 | 0,5 | 0,06
04SP3/07 2 0,06 1 0,06 2 0,06
L68/02 8 0,06 8 0,06 1 | 0,015 HETEROGENEA
L60/03 1 0,06 1 0,06 1 0,03
L89/03 1 0,06 1 |0015| 1 0,06
276SP3/07 2 0,06 | 0,25 | 0,06 2 0,06 HETEROGENEA
481SP3/07 1 0,06 | 05 |0015| 1 | 0,015
L38/03 2 |0015| 2 |0,015] 0,12 | 0,015 HETEROGENEA
L67/03 2 |0015| 2 |0015| 2 | 0,015
L107/96 2 0,12 2 0,06 2 0,12
L 52/04 8 0,5 8 0,5 0,5 | 0,03 HETEROGENEA
HETEROGENEA E
L50/04 8 0,12 8 0,12 | 32 | 0,06 HETERORESISTENTE
L58/05 2 0,12 | 0,25 | 0,06 2 0,12 HETEROGENEA
L33/01 0,12 | 0,12 | 0,12 | 0,06 | 0,12 | 0,12
L68/06 8 025 | 0,5 | 0,12 8 0,25 HETEROGENEA
L.89/05 0,25 | 0,03 | 0,25 | 0,03 | 0,25 | 0,03
L57/05 2 0,12 | 0,25 | 0,06 2 0,12 HETEROGENEA
L83/04 2 0,06 2 0,06 2 0,03
L1208/97 8 0,06 2 0,03 8 0,06 HETEROGENEA
L117/97 4 0,06 4 0,06 4 0,06
L27/02 4 0,12 4 0,12 4 0,12
L59/05 0,25| 0,12 | 0,25 | 0,12 | 0,25 | 0,12
L108/96 1 0,06 1 0,06 | 0,12 | 0,06 HETEROGENEA
L03/00 0,25| 0,12 | 0,12 | 0,12 | 0,25 | 0,06
L111/02 8 0,03 8 0,03 4 0,03
L67/02 0,25 | 0,03 |0,25| 0,03 | 0,12 | 0,03
L78/02 0,25 | 0,25 | 0,12 | 0,015 | 0,25 | 0,25
L215/01 05| 025 | 05 | 0,25 [ 0,25 | 0,06
L100/99 8 0,03 8 | 0,015|0,25| 0,03 HETEROGENEA
L105/96 05| 012 | 05 | 0,12 | 0,5 | 0,12
L64/03 4 0,12 4 0,12 | 0,25 | 0,06 HETEROGENEA
L61/03 0,12 | 0,06 | 0,12 | 0,03 | 0,12 | 0,06
L86/03 0,25 | 0,06 | 0,25 | 0,06 | 0,12 | 0,015 A
HETEROGENEA E
L45/01 16 | 0,06 | 0,25 | 0,015 | 16 | 0,12 HETERORESISTENTE
L48/01 1 0,03 | 025 0,12 | 0,5 | 0,06
L14/02 1 0,12 | 0,5 | 0,12 1 0,03
L15/01 0,12 | 0,12 | 0,12 | 0,12 | 0,12 | 0,03
L29/02 0,25 | 0,015 | 0,25 | 0,015 | 0,25 | 0,015
L23/02 4 0,12 1 0,03 4 0,12 HETEROGENEA
L20/03 05| 003 | 0,5 | 0,03 |0,12 | 0,015 HETEROGENEA
L25/03 05 | 0,03 [0,25| 0,03 | 0,5 | 0,015
L09/01 0,5 | 0,015 | 0,5 | 0,015 | 0,5 | 0,015
L06/02 2 0,06 2 |0015| 2 0,06
L80/04 2 0,06 2 10,025 |0,25| 0,06 HETEROGENEA
L22/02 0,25 | 0,03 | 0,12 | 0,015 | 0,25 | 0,03
L23/03 0,25 | 0,03 | 0,25 | 0,03 | 0,25 | 0,03
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L24/03 1 0,06 1 |0015| 1 0,06
L10/02 8 0,06 8 0,06 2 | 0,015 HETEROGENEA
L11/03 2 |0015| 2 |0015| 2 | 0,015
L21/03 4 0,03 | 0,25 | 0,03 4 0,03 HETEROGENEA
L209/01 1 0,03 1 0,03 | 0,25 | 0,015 HETEROGENEA
L14/03 1 0,03 1 | 0,015 | 0,12 | 0,03 HETEROGENEA
L101/02 0,5 | 0,015 | 0,12 | 0,015 | 0,5 | 0,015 HETEROGENEA
L23/01 2 0,03 | 05 | 0015 | 1 0,03
L67/04 1 0,03 1 0,03 | 0,25 | 0,015 HETEROGENEA
L51/01 0,25 | 0,015 | 0,12 | 0,015 | 0,25 | 0,015
L09/03 0,25 | 0,015 | 0,25 | 0,015 | 0,12 | 0,015
L36/05 4 0,25 4 0,12 | 0,25 | 0,25 HETEROGENEA
L88/03 0,12 | 0,03 | 0,12 | 0,03 | 0,12 | 0,015
L1619/97 | 0,25 | 0,03 | 0,25 | 0,03 | 0,25 | 0,015
L58/03 8 0,06 8 0,06 8 0,06
L25/00 2 0,12 2 0,03 | 0,25 | 0,12 HETEROGENEA
L74/04 0,25 | 0,06 |0,25| 0,06 | 0,12 | 0,03
L63/03 0,25 | 0,06 | 0,12 | 0,06 | 0,25 | 0,015
L119/02 2 0,06 | 0,5 | 0,015 | 2 0,06 HETEROGENEA
L77/00 8 0,12 8 0,12 | 0,25 | 0,12 HETEROGENEA
L07/05 0,12 | 0,06 | 0,12 | 0,06 | 0,12 | 0,03
L106/06 0,25 | 0,015 | 0,25 | 0,015 | 0,12 | 0,015
L.34/00 1 [0015| 1 [0015| 1 | 0,015
L09/05 05| 025 | 0,5 | 0,06 |[0,25]| 0,25
L68/03 1 0,06 | 0,5 | 0,03 1 0,06

HETEROGENEA E
L19/96 05 | 012 | 05 | 0,12 | 0,5 | 0,015| HETERORESISTENTE
L38/02 2 0,03 1 0,03 | 16 | 0,015
L13/02 8 0,06 8 0,06 | 0,5 | 0,015 HETEROGENEA
L04/02 0,25 | 0,015 | 0,12 | 0,015 | 0,25 | 0,015
L03/05 0,12 | 0,015 | 0,12 | 0,015 | 0,12 | 0,015

HETEROGENEA E
L57/04 0,12 | 0,06 1 0,06 | 16 | 0,06 HETERORESISTENTE
L248/99 2 0,12 2 0,12 | 0,25 | 0,015 HETEROGENEA
L136/06 0,12 | 0,015 | 0,12 | 0,015 | 0,12 | 0,015
L.89/04 0,12 | 0,015 | 0,12 | 0,015 | 0,12 | 0,015
L122/06 4 0,12 1 |0015| 4 0,12 HETEROGENEA
L126/06 2 0,12 8 0,12 | 16 | 0,015 HETERORESITENTE
L121/06 1 |0,015|0,12 (0,015 1 | 0,015 HETEROGENEA
L90/04 0,25 | 0,015 | 0,12 | 0,015 | 0,25 | 0,015
L246/99 4 0,25 4 |0015| 4 0,25
L114/03 2 0,12 2 0,12 | 0,25 | 0,015 HETEROGENEA
L70/98 1 | 0,015 |012|0015| 1 | 0,015 HETEROGENEA
L247/99 05 | 0,03 | 0,5 | 0,015 | 0,25 | 0,015

HETEROGENEA E
L116/06 16 | 0,25 | 32 | 0,03 |0,25| 0,25 HETERORESISTENTE
L115/06 1 0,25 | 0,5 | 0,25 1 | 0,015
L93/04 0,12 | 0,015 | 0,12 | 0,015 | 0,12 | 0,015
L91/04 0,12 | 0,06 | 0,12 | 0,06 | 0,12 | 0,03

HETEROGENEA E
L137/06 8 0,12 | 16 | 0,03 | 0,25 | 0,12 HETERORESISTENTE
L129/06 4 0,12 | 0,25 | 0,12 4 0,12 HETEROGENEA
L159/06 0,12 | 0,015 | 0,12 | 0,015 | 0,12 | 0,015
L30/05 8 0,5 | 0,22 |0,015| 8 0,5 HETEROGENEA
L92/04 2 0,03 | 0,12 | 0,015 | 0,12 | 0,015
L38/00 0,25 | 0,03 | 0,25 | 0,015 | 0,25 | 0,03
L37/02 0,12 | 0,015 | 0,12 | 0,015 | 0,12 | 0,015
L10/04 0,12 | 0,015 | 0,12 | 0,015 | 0,12 | 0,015
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L09/04 1 0,06 | 0,5 | 0,06 1 0,03
L1608/97 05| 006 | 05 | 0,03 | 0,5 | 0,06
L202/04 0,5 | 0,03 | 0,25 | 0,06 8 | 0,015 HETEROGENEA
L212/04 4 10015 4 |0015| 2 | 0,015
L487/04 2 0,12 1 |0015| 2 0,12
L440/04 4 0,12 1 |0015| 4 0,12 HETEROGENEA
L512/04 8 0,06 8 0,06 4 0,03
L314/04 4 10015 4 |0015| 2 | 0,015
L117/03 4 0,03 | 0,5 | 0,06 4 | 0,015 HETEROGENEA
HETEROGENEA E
L118/03 4 |0015]| 2 003 | 16 | 0,015 | |\ coro o cTENTE
L120/03 1 0,06 2 0,03 | 0,5 | 0,06 HETEROGENEA
L124/03 1 0,03 1 |0015| 2 0,03
L488/04 32 0,5 32 0,5 16 0,5
L128/03 1 0,03 | 0,25 | 0,03 2 | 0,015 HETEROGENEA
L517/04 4 0,06 4 0,03 2 0,06
HETEROGENEA E
L138/03 8 0,06 2 0,12 | 16 | 0,03 HETERORESISTENTE
167SP3/06 4 0,03 4 0,03 2 | 0,015
L137/03 2 0,06 4 0,06 1 | 0,015 HETEROGENEA
L119/03 2 0,06 4 0,06 2 0,03
L495/04 8 0,06 4 |0015| 8 0,06
L129/03 2 |o0015| 2 |0,015| 0,5 | 0,015 HETEROGENEA
L134/03 8 0,06 | 0,12 | 0,015 | 8 0,06 HETEROGENEA
L116/03 2 0,03 2 |0015| 2 0,03
L125/03 2 |0015| 2 |0,015|0,12 | 0,015 HETEROGENEA
L300/04 2 |o0015| 2 |0,015]| 0,5 | 0,015 HETEROGENEA
L127/03 2 0,03 | 0,12 | 0,015 | 2 0,03 HETEROGENEA
L115/03 0,5 | 0,03 1 |0015| 0,5 | 0,015
L133/03 4 0,06 2 0,03 4 0,06
L216/04 4 0,06 8 0,06 | 0,5 | 0,015 HETEROGENEA
L298/04 4 10015| 4 | 0,015 | 0,25 | 0,015 HETEROGENEA
L494/04 05 | 0,06 | 0,5 | 0,015 | 0,25 | 0,06
L199/04 4 |10015| 4 |0015| 4 | 0,015
L363/04 2 |0015| 2 |0015| 2 | 0,015
L515/04 8 0,5 8 0,12 | 16 0,5 HETERORESITENTE
L358/03 4 0,12 4 0,03 4 0,12
L211/04 4 0,12 4 0,03 4 0,12
L354/04 05| 003 | 05| 0,03 | 0,5 | 0,03
274SP3/07 4 0,12 | 0,12 | 0,12 8 0,12 HETEROGENEA
L121/03 1 [0015| 1 [0015| 1 | 0,015
L531/04 2 0,06 2 0,06 1 0,03
L25/02 8 0,03 8 0,03 8 0,03
L143/03 8 0,12 8 0,12 8 0,12
L489/04 8 0,06 4 0,03 8 0,12
L136/03 16 | 0,12 | 16 | 0,12 | 16 | 0,12
L268/04 8 0,25 8 0,25 8 0,25
L403/04 4 0,12 4 0,12 4 0,12
L297/04 4 0,06 2 0,06 8 0,06 HETEROGENEA
L313/04 4 0,06 4 0,06 4 0,06
L132/03 0,25| 0,12 | 0,12 | 0,25 | 0,25 | 0,06
L198/04 0,12 | 0,015 | 0,12 | 0,015 | 0,12 | 0,015
L143/03 0,12 | 0,06 | 0,12 | 0,015 | 0,25 | 0,06
L289/04 0,25 | 0,03 | 0,12 | 0,015 | 0,5 | 0,03 HETEROGENEA
L215/04 0,25 | 0,03 | 0,25 | 0,03 | 0,25 | 0,03
L296/04 1 |0,015|025(0,015| 1 | 0,015 HETEROGENEA
L197/04 0,25 | 0,03 | 0,25 | 0,015 | 0,25 | 0,03
L122/03 4 0,06 1 |0015| 4 0,06 HETEROGENEA
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L518/04 0,25 | 0,015 | 0,25 | 0,015 | 0,25 | 0,015
L114/04 2 0,03 2 0,03 1 | 0,015
L109/03 0,5 | 0,015 | 0,5 | 0,015 | 0,12 | 0,015 HETEROGENEA
L510/04 0,5 | 0,015 | 0,25 | 0,015 | 1 | 0,015 HETEROGENEA
L511/04 0,5 | 0,015 | 0,5 | 0,015 | 0,25 | 0,015
L112/04 0,25 | 0,015 | 0,25 | 0,015 | 0,12 | 0,015
L214/04 0,5 | 0,015 | 0,25 | 0,015 | 0,5 | 0,015
L113/04 2 0,03 1 |0015| 2 0,06
L200/04 2 0,03 4 0,06 | 0,5 | 0,015 HETEROGENEA
L110/04 0,25 | 0,015 | 0,25 | 0,015 | 0,12 | 0,015
L127/04 0,25 | 0,015 | 0,25 | 0,015 | 0,25 | 0,015
L128/04 0,25 | 0,015 | 0,12 | 0,015 | 0,5 | 0,015 HETEROGENEA
L70/04 0,5 | 0,015 | 0,5 | 0,015 | 0,5 | 0,015
L148/03 0,5 | 0,03 [025| 0,03 | 0,5 | 0,03
L150/03 0,12 | 0,015 | 0,12 | 0,015 | 0,12 | 0,03
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