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RESUMO

A evolugéo da medicina tem sido um dos motivos que facilitaram as infec¢des
por microrganismos menos Vvirulentos. Como consequéncia disto, houve um
aumento da prevaléncia de infec¢cdes causadas por agentes oportunistas como, por
exemplo, candidiases causadas pelo género Candida. As principais espécies de
Candida spp. que levam a candidiase em humanos sdo Candida albicans, Candida
glabrata e Candida parapsilosis. Devido ao surgimento de cepas de Candida spp.
resistentes a determinadas drogas, faz-se necesséario a aplicacdo de testes de
sensibilidade a antifingicos para que médicos possam utilizar os medicamentos
corretos no tratamento de doencas fungicas. O objetivo do estudo foi avaliar os
perfis de sensibilidade, através da estimativa dos MICs, das cepas de Candida
albicans e Candida glabrata frente aos antifingicos fluconazol e micafungina pelas
técnicas de “drop-out” e disco-difusdo. Foram utilizados 60 isolados clinicos de
Candida spp., sendo 30 de Candida albicans e 30 de Candida glabrata. Os isolados
foram obtidos de amostras diversas de pacientes hospitalizados no Hospital das
Clincas de Ribeirdo Preto, no ano de 2017. Os resultados obtidos através dos testes
de disco-difusdo e “drop-out” mostraram que a micafungina tem alta atividade
antifangica contra Candida albicans e Candida glabrata. Ja frente ao fluconazol, os
isolados clinicos de Candida albicans apresentaram caracteristicas sensiveis em
ambas as técnicas utilizadas, uma vez que o crescimento ficou restrito entre as
concentragdes 0,25ug/mL e 8ug/mL na técnica de “drop-out”. Os isolados clinicos de
Candida glabrata, por outro lado, apresentaram 96,6% de sensibilidade frente ao
antifangico na técnica de disco-difusdo e 100% de sensibilidade na técnica de “drop-
out”, havendo crescimento apenas nas concentragdes entre 0,125ug/mL e 8ug/mL.
Foi possivel concluir que os isolados clinicos de Candida albicans apresentaram
caracteristicas sensiveis frente ao fluconazol e a micafungina, da mesma forma que
os isolados de Candida glabrata exibiram caracteristicas sensiveis a micafungina.
Esses dultimos, frente ao fluconazol, obtiveram caracteristicas menos sensiveis
guando comparados aos isolados de Candida albicans.

Palavras-chave: Candida; disco-difusdo; “drop-out”; micafungina; fluconazol.



ABSTRACT

The evolution of medicine has been one of the reasons that have allowed the
survival of microorganisms susceptible to certain drugs. Consequently, there has
been an increase of infections, such as candidiasis, caused by opportunists agents
like Candida spp. The main species of Candida spp. that lead to candidiasis in
humans are Candida albicans, Candida glabrata and Candida parapsilosis. Due to
the emergence of Candida spp. strains resistant to certain drugs, antifungal
susceptibility tests have been used so that doctors can apply the correct drugs on
treatment for fungal diseases. The aim of this study was to evaluate the susceptibility
profiles, based on the MICs values, of Candida albicans and Candida glabrata strains
against fluconazole and micafungin drugs, using drop-out and disk-diffusion assays.
Sixty isolates were tested in this study, in which 30 isolates were from Candida
albicans and 30 from Candida glabrata. The isolates were obtained from diverse
samples of patients admitted to the Hospital das Clinicas of Ribeirdo Preto during the
period of 2017. The results obtained from the drop-out and disk-diffusion assays
showed that micafungin has elevated antifungal activity against Candida albicans
and Candida glabrata, whereas against fluconazole, clinical isolates of Candida
albicans showed susceptible characteristics in both assays with a growth observed in
concentrations that vary from 0,25ug/mL and 8 pg/mL on the drop-out assay. The
clinical isolates of Candida glabrata, on the other hand, expressed 96,6% of
sensibility against fluconazole on disk-diffusion assay and 100% sensibility on drop-
out assay, with a growth restricted to the concentrations of 0,125 pg/mL - 8 pg/mL. It
was concluded that the clinical isolates of Candida albicans were susceptible against
fluconazole and micafungin. On the other hand, Candida glabrata expressed
susceptible characteristics to micafungin, but less susceptible ones against
fluconazole.

Keywords: Candida, disk-diffusion, drop-out, micafungin, fluconazole.
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1. INTRODUCAO

1.1. Agentes infecciosos

A evolugéo da medicina tem sido um dos motivos que facilitaram as infec¢des
por microrganismos menos virulentos. Como consequéncia disto, houve um
aumento da prevaléncia de infec¢cdes causadas por agentes oportunistas como, por
exemplo, candidiases causadas pelo género Candida (CARRETE et al., 2017,
BROWN et al.,, 2012). As principais espécies de Candida spp. que levam a
candidiase em humanos sdo Candida albicans (C. albicans), Candida glabrata (C.
glabrata) e Candida parapsilosis (C. parapsilosis) e a prevaléncia da infeccéo,
geralmente, é nessa ordem (CARRETE et al., 2017, DIEKEMA et al., 2012).

Candidiase invasiva e candidemia (presenca de Candida spp. na corrente
sanguinea) sdo complicacGes frequentes em pacientes internados em Centros de
Terapia Intensiva (CTI), principalmente aqueles que apresentam quadro de sepse.
Os principais fatores que levam a um cenario de infeccdo fungica sdo hospitalizacao
(sobretudo pacientes que estdo no CTI por periodos maiores do que 21 dias), a
condicdo do paciente (especialmente a neutropenia), terapias (hormonais ou com
antibioticos) e fatores que sejam prejudiciais a integridade do tecido, facilitando,
assim, a entrada do microrganismo no individuo hospedeiro (MODRZEWSKA et al.,
2017, BADIEE & HASHEMIZADE, 2014).

Segundo estudos analiticos realizados por Schmidt et al. (2017) em uma
populacdo francesa durante os anos de 2001 e 2010, foi possivel observar que a
ocorréncia de infec¢des fungicas invasivas causadas por Candida spp. obteve um
aumento de 7,8% ao ano, o qual foi relativamente alto. Em pacientes hospitalizados
e imunossuprimidos, as infec¢des invasivas ocasionadas por Candida spp. séo
causas de grande relevancia de morbidade e mortalidade (SUTCU et al., 2017,
TRAGIANNIDIS et al., 2013).

Espécies de Candida spp. ocupam o0 4° lugar entre as principais causas de
infeccbes da corrente sanguinea (SUTCU et al., 2017, EDMOND et al., 1999,
COELLO et al., 2003). Em recém-nascidos e lactentes, as taxas de mortalidade

devido a infeccdo pelo fungo podem atingir niveis de 40-50%, independentemente



da administracdo de antifingicos de maneira profilatica ou como forma de
tratamento empirico (SUTCU et al., 2017, SAIMAN et al., 2000).

Atualmente, o microrganismo mais comumente isolado em candidiases
invasivas € a Candida albicans. Porém, a doenca causada por outras espécies de
Candida spp. tem aumentado significativamente, com taxas de até 73% segundo
estudos realizados na Turquia (SUTCU et al., 2017, GULTEKIN et al., 2011).

No Brasil, as trés espécies de Candida spp. que se destacam entre as demais
devido a predominancia entre os casos de candidemias sdo Candida albicans,
Candida tropicalis e Candida parapsilosis (HINRICHSEN et al., 2008, COLOMBO,
2000, COLOMBO et al., 2006).

Devido ao uso de drogas antifungicas de maneira profilatica (ex: fluconazol)
em pacientes de grupo de risco, foi possivel observar um aumento de espécies de
Candida spp. resistentes ao medicamento, principalmente Candida glabrata e
Candida krusei (SUTCU et al., 2017).

1.2. Antifungicos e Testes de Sensibilidade

Nos Estados Unidos da América (EUA), o uso do antifingico fluconazol age
como seletor sobre as espécies nao-albicans, fazendo com que essas se
sobressaiam em relagdo a Candida albicans. Ja no cenario brasileiro, as espécies
de Candida nao-albicans mais predominantes ainda apresentam sensibilidade a
droga (HINRICHSEN et al., 2008, REX & SOBEL, 2001).

Vérias drogas antifingicas tém sido desenvolvidas e comercializadas, e tais
sdo pertencentes a 4 classes: o0s poliénicos, os azodlicos, alilaminas e as
equinocandinas. Cada classe de antifungico é responsavel por ter um mecanismo de
acao sobre as estruturas fungicas. Os poliénicos tém atividade sobre a membrana,
mais especificamente o ergosterol, causando extravasamento do material
intracelular do microrganismo, levando-o a morte. Os azélicos e as alilaminas tém a
capacidade de interferir na sintese de ergosterol em diferentes etapas e as
equinocandinas interferem na sintese da parede celular fangica, através da inibicéo
da enzima 3-1,3-glucana sintase (CHEN et al., 2017, ROEMER & KRYSAN, 2014).

Um dos principais agentes antifungicos do grupo dos azdlicos é o fluconazol.
Atualmente, populacdes de cepas resistentes as drogas pertencentes aos grupos

dos azélicos tém emergido devido a mutacdes ou resisténcias intrinsecas/naturais
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em algumas espécies (CHEN et al., 2017, XIE et al., 2014). Sabe-se que Candida
glabrata € conhecida por ter adquirido resisténcia ao fluconazol e outros azolicos. A
Candida krusei, por outro lado, demonstra resisténcia intrinseca aos azolicos
antigos, e foi comprovada, também, resisténcia primaria a anfotericina B por
Candida lusitaniae e Candida haemulonii (MELHEM et al.,, 2013, RODRIGUEZ-
TUDELA et al., 2008).

As equinocandinas tém como principais drogas a micafungina, caspofungina e
anidulafungina. Esse grupo de antifingicos é utilizado como tratamento alternativo
ao fluconazol em adultos com suspeita de candidemia ou candidiases invasivas
(CHEN et al., 2017, PAPPAS et al., 2009).

Devido ao surgimento de cepas de Candida spp. resistentes a determinadas
drogas, faz-se necessario a aplicacao de testes de sensibilidade a antifungicos para
que médicos possam utilizar os medicamentos corretos no tratamento de doencas
fungicas (VALLABHANENI et al., 2017, PAPPAS et al., 2016).

A técnica de disco-difusao, também conhecida como método de Bauer-Kirby,
€ um dos testes de sensibilidade a antifingicos mais utilizados nos laboratérios de
rotina devido a sua simplicidade e baixo custo (LOZANO et al., 1999). Esse método
tem como principio a difusdo no agar de substancias, como drogas antifungicas,
impregnadas em discos de papel (WOODS & WASHINGTON, 1995). Tais discos
possuem concentracdes Unicas e fixas de agentes antifingicos e o diametro da zona
de inibicdo est4 relacionado as concentracdes inibitérias minimas (MIC) (BAUER et
al.,1966).

Ensaios de diluicdo seriada pelo método de “drop-out” ou mais conhecido
como “spot assay dilution”, em geral, sdo executados em laboratérios de
microbiologia para avaliar o padrdo de sensibilidade de diversas leveduras em
placas de agar solido. Tal ensaio é utilizado quando o MIC de uma droga é
conhecido frente a determinado microrganismo (VARMA & SHARMA, 2017).

O objetivo do estudo foi avaliar os perfis de sensibilidade através da
estimativa dos MICs, das cepas de Candida albicans e Candida glabrata frente aos

antifungicos fluconazol e micafungina pelas técnicas de “drop-out” e disco-difuséo.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Isolados utilizados no experimento



No total, foram utilizados 60 isolados clinicos de pacientes do Hospital das
Clinicas de Ribeirdo Preto no ano 2017, os quais sdo armazenados na Micoteca do
Laboratorio de Pesquisa da Microbiologia. Desses 60, 30 sdo isolados de Candida
albicans e 30 de Candida glabrata. Os isolados utilizados no presente estudo sao
derivados de diversos materiais como sangue, sangue de cateter, urina, urina
provinda de sonda, ferida cirdrgica, escarro, aspirado traqueal, ponta de cateter e
liquidos nobres (estéreis). Alem dos 60 isolados, foi utilizada uma cepa conhecida de
Candida albicans, a American Type Culture Collection (ATCC) 64548, a qual serviu
de controle neste estudo. Segundo estudos realizados por Canton et al., foi possivel
determinar o MIC da cepa, sendo este de 0,25ug/mL mostrando-se sensivel ao

fluconazol.
2.2. Agentes antifungicos

As drogas utilizadas no experimento foram fluconazol e micafungina. O
armazenamento destas foi em tubos para microcentrifuga, cujo volume € de 1,5mL e
mantidas em freezers a -70°C. A concentracdo do estoque (concentracdo total) da
primeira droga foi de 5120ug/mL e a da segunda, 1000pug/mL.

Os antifungicos foram utilizados em forma de solucédo para o método “drop-
out” e impregnados em discos na técnica de disco-difusdo. Os discos comprados
foram armazenados em geladeira com temperatura abaixo de 8°C. As drogas foram
obtidas de seus respectivos fabricantes — fluconazol e micafungina produzidas pela
empresa SIGMA™, EUA e discos de fluconazol produzidos pela empresa CECON®,
Brasil. Os discos de micafungina foram produzidos in house e o preparo destes foi

realizado através da adi¢ao de 25uL de micafungina em discos de papel virgem.
2.3. Preparo dos meios de cultura

Os meios de cultura utilizados foram Sabouraud (OXOID™ Ltd, Reino Unido)
e Mueller Hinton (MH) (BD™, EUA). O primeiro foi empregado na manutencéo da
micoteca e preservacdo dos isolados (repicados um dia antes ao experimento em
placas de Petri 90x15mm), enquanto o segundo foi empregado nos testes de

sensibilidade.

2.4. Meio para Antifungigrama (ATF) por disco-difusao
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O meio para ATF foi preparado a partir de 34g de MH (&gar), 20g de glicose a
2% e 100pL de azul de metileno diluidos em 1000uL de agua destilada. Apds
esterilizacdo por autoclave a 121°C por 60 min, o meio foi distribuido em placas de
Petri 90x15mm.

2.5. Meio Sabouraud

O preparo desse meio foi feito a partir da pesagem de 65g de Sabouraud
(agar) e posterior diluicdo em agua (1000uL). Foi adicionado, também, 0,16g de
cloranfenicol (NOVAFARMA®, Brasil) para inibicho de crescimento bacteriano
indesejado. A solucéo foi submetida a autoclave a 121°C por 60 min. Em seguida, o

meio foi distribuido em tubos de ensaio de vidro e em placas de Petri 90x15mm.
2.6. Meio Mueller Hinton com o antifungico utilizado na técnica de “drop-out”

O meio MH foi preparado a partir de 38g de MH (agar) e dissolvido em
1000pL de &gua. Ao meio MH foram adicionadas diversas concentracdes dos
antifangicos. As concentracdes adotadas, segundo as normas da Clinical &
Laboratory Standards Institute (CLSI) de 2008, para o fluconazol foram: 0,125; 0,25;
0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32 e 64ug/mL. De tal forma, para se obter tais concentracdes,
foram realizadas diluicbes seriadas, partindo de uma concentracdo inicial de
1250pg/mL  para 50mL (volume total da placa de Petri 150x15mm). As
concentracfes adotadas para a micafungina, também de acordo com as normas da
CLSI de 2008, foram: 0,015; 0,03; 0,06; 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4 e 8 ug/mL. Partindo
da concentracéo inicial de 1000ug/mL, foi realizada a diluicdo seriada.

Partindo de um tubo de ensaio contendo 2mL de &gua destilada, foi
adicionado 1250pL de fluconazol, a fim de se obter uma concentragdo inicial de
64ug/mL da droga. Com o auxilio de uma pipeta, foi realizada a transferéncia de
1mL da solugédo para o proximo tubo, o qual continha 1mL de agua destilada. A
transferéncia foi realizada em 10 tubos no total, até a concentracdo minima de

0,125ug/mL ter sido atingida, conforme mostrado na figura 1.
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Figura 1 — Diluicdo seriada dos antifiUngicos para a técnica de “drop-out”.
Fonte: Adaptado de www.servier.com.br

Apos realizadas todas as dilui¢cdes, foram adicionados 49mL de meio MH em
um tubo Falcon (50mL), juntamente a diluicdo de fluconazol (1mL) de cada tubo,
totalizando, assim, 50mL. Em seguida, foram preparadas 11 placas (sendo uma
delas o controle sem a adicdo de drogas antifungicas, contendo 50mL de meio
somente) para cada concentracdo da droga, distribuindo a solucdo de 49mL de meio

mais 1mL de droga a placa de Petri 150x15mm.
2.7. Preparo dos inéculos para a técnica “drop-out” e disco-difuséo

Previamente, foram realizados os repiques em placas de Petri 90x15mm
contendo meio de cultura Sabouraud e, a partir destes, foram preparados os
inoculos. Os repiques foram realizados 24h anteriores aos testes e a finalidade dos

mesmos foi de preservar a viabilidade das cepas.

Tubos de ensaio contendo 3mL de NaCl (L.S. CHEMICALS™, india) e
turvacdo de 0,5 na escala de McFarland foram utilizados. A partir dos mesmos, 0s
quais continham concentracdo de 10° células, houve a transferéncia de 100uL para
tubos de microcentrifuga de 1,5mL, de maneira subsequente, a fim de realizar a
diluicdo dos inéculos. Cada tubo possuia 900uL de NaCl. A cada transferéncia de
100pL do inéculo de um tubo para outro, a concentracdo caia 10 vezes, chegando a

uma concentracao final de 102 células.
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Para cada isolado foram utilizados 4 tubos de microcentrifuga de 1,5mL e 1

tubo de ensaio, como mostrado na figura 2.

3 mLde NaCl
0,5 Mc Farland
106

Q_.

RS

100uL 100uL 100uL 2o0uL

200pL 200uL 200pL 200uL
10° 104 103 102

Figura 2 — Dilui¢do dos in6culos de Candida albicans e Candida glabrata.
Fonte: Adaptado de www.servier.com.br

Foram pipetados 10uL de cada diluicdo em seus respectivos sitios na placa

previamente identificados e marcados (Figura 3).

Ao final do procedimento, apds totalmente seca, a placa foi incubada por 24h

em estufa de aerobiose a 35°C para as cepas de Candida albicans e 48h para as

cepas de Candida glabrata.

A leitura foi realizada a olho nu apds 24h de incubacdo para as cepas de

Candida albicans e 48h para as cepas de Candida glabrata. Baseando-se na menor

concentracdo do antifungico que inibiu 50% do crescimento das leveduras, foi

interpretado o MIC de cada amostra. Foram tiradas fotos dos resultados e painéis

dos perfis de sensibilidade foram montados a partir das imagens obtidas.
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ATCC 645438
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Figura 3 — Placa de Petri-molde utilizada na técnica de “drop-out” contendo os
isolados a serem testados e as concentracdes de células dos mesmos.
Fonte: Adaptado de www.servier.com.br

A técnica da disco-difuséo foi outra metodologia adotada no presente estudo.
A partir dela, foi possivel observar os padrdes de sensibilidade através dos halos
formados pelas zonas de inibicdo expressadas pelos discos de antifangicos.

Os testes de disco-difusdo para fluconazol e micafungina foram realizados
segundo o documento M44-A do CLSI, 2004. A suspensdao de leveduras (C. albicans
e C. glabrata) foi preparada a partir da dissolucédo de col6nias fungicas em um tubo
contendo 3mL de solucédo salina (NaCl 0,9%) com o auxilio de um swab estéril. A
turvacao obtida seguiu os padrbes da escala 0,5 de McFarland, cuja concentragéo
celular é de 10° células/mL, e, novamente, com o auxilio de um swab estéril, a
suspensao foi espalhada na placa com agar MH em 4 campos sobrepostos.
Finalmente, foram adicionados os discos com as drogas a serem testadas, conforme
mostrado na figura 4. Os discos de micafungina foram produzidos através da adigéo
de 25uL da droga sobre os discos de papel. J& os discos de fluconazol utilizados
foram obtidos do fabricante CECON, como ja mencionado anteriormente. A placa foi

incubada por 24h a 35°C na estufa de aerobiose.
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A determinacdo dos perfis de sensibilidade, sensivel (S), 219mm, resistente
(R), < 14mm, e intermediario (I), ou sensivel dose-dependente (SDD), 15-18mm,
ocorre através da medicdo do tamanho dos halos e a comparacdo dos valores
obtidos com os valores fornecidos pelo fabricante (CECON®, Brasil) dos discos, os

quais se baseiam nas normas da CLSI de 2004 sobre disco-difuséo.

24h de

@ incubacd&o ®
™ @

Figura 4 — Esquema da técnica de disco-difusédo contendo discos de fluconazol e
micafungina.
Fonte: Adaptado de www.servier.com.br

3. RESULTADOS

Os resultados obtidos através dos testes de disco-difusdo e “drop-out’
mostraram que a micafungina tem alta atividade antifungica contra Candida albicans
e Candida glabrata, conforme mostrado na tabela 1, uma vez que ndo houve
crescimento. Ja na concentracdo de 0,015ug/mL (menor concentracdo testada),
houve crescimento apenas na placa controle. Ja frente ao fluconazol, os isolados
clinicos de Candida albicans apresentaram ampla sensibilidade (100% das cepas)
em ambas as técnicas utilizadas, com crescimento restrito entre as concentracdes
0,25pug/mL e 8ug/mL na técnica de “drop-out”. Os isolados clinicos de Candida
glabrata, por outro lado, apresentaram 96,6% de sensibilidade frente ao antifingico
na técnica de disco-difusdo e 100% de sensibilidade na técnica de “drop-out”,
havendo crescimento apenas nas concentragdes entre 0,125ug/mL e 8ug/mL, como
pode ser observado nas figuras 1-10. Todos os resultados foram comparados
conforme os documentos M44-A e M27-A3 do CLSI para disco-difusdo e
microdiluicdo em caldo, respectivamente. A interpretacao dos resultados foi baseada
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em 50% de inibigdo do crescimento em relagdo ao controle e ndo por inibigdo total.
A leitura foi realizada entre 24 a 48 horas de incubacéo.

Foi estabelecida a concentracdo 10° de células fungicas para leitura do MIC,
uma vez que na maior concentracdo celular (10%) houve crescimento demasiado,
enquanto na menor concentragdo celular (10%) o crescimento foi muito escasso para
ambas as espécies avaliadas. A concentracdo adotada para este estudo (103),

entdo, apresentou as melhores condi¢cdes de crescimento para avaliacdo do MIC.
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Figura 1. Crescimento dos isolados clinicos de C. albicans frente ao antifingico fluconazol, submetido ao teste de susceptibilidade
em agar, utilizando a técnica “drop-out”. Foi utilizada como controle positivo a cepa ATCC 64548 em relacéo aos isolados clinicos.
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Figura 2. Crescimento dos isolados clinicos de C. albicans frente ao antifingico fluconazol, submetido ao teste de susceptibilidade
em agar, utilizando a técnica “drop-out”. Foi utilizada como controle positivo a cepa ATCC 64548 em relacéo aos isolados clinicos.
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Figura 3. Crescimento dos isolados clinicos de C. albicans frente ao antifingico fluconazol, submetido ao teste de susceptibilidade
em agar, utilizando a técnica “drop-out”. Foi utilizada como controle positivo a cepa ATCC 64548 em relacéo aos isolados clinicos.
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Figura 4. Crescimento dos isolados clinicos de C. albicans frente ao antifingico fluconazol, submetido ao teste de susceptibilidade
em agar, utilizando a técnica “drop-out”. Foi utilizada como controle positivo a cepa ATCC 64548 em relacéo aos isolados clinicos.
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Figura 5. Crescimento dos isolados clinicos de C. albicans frente ao antifingico fluconazol, submetido ao teste de susceptibilidade
em agar, utilizando a técnica “drop-out”. Foi utilizada como controle positivo a cepa ATCC 64548 em relac&o aos isolados clinicos.
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Figura 6. Crescimento dos isolados clinicos de C. glabrata frente ao antifungico fluconazol, submetido ao teste de susceptibilidade
em agar, utilizando a técnica “drop-out”. Foi utilizada como controle positivo a cepa ATCC 64548 em relac&o aos isolados clinicos.
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Figura 7. Crescimento dos isolados clinicos de C. glabrata frente ao antifungico fluconazol, submetido ao teste de susceptibilidade
em agar, utilizando a técnica “drop-out”. Foi utilizada como controle positivo a cepa ATCC 64548 em relacdo aos isolados clinicos.
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Figura 8. Crescimento dos isolados clinicos de C. glabrata frente ao antifungico fluconazol, submetido ao teste de susceptibilidade
em agar, utilizando a técnica “drop-out”. Foi utilizada como controle positivo a cepa ATCC 64548 em relac&o aos isolados clinicos.

| Controle |

Fluconazol

ATCC 64548

C.glabrata 15

C.glabrata 16

C.glabrata 17

C.glabrata 18

C.glabrata 19

C.glabrata 20

C.glabrata 21

24




Figura 9. Crescimento dos isolados clinicos de C. glabrata frente ao antifungico fluconazol, submetido ao teste de susceptibilidade
em agar, utilizando a técnica “drop-out”. Foi utilizada como controle positivo a cepa ATCC 64548 em relacdo aos isolados clinicos.
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Figura 10. Crescimento dos isolados clinicos de C. glabrata frente ao antifiingico fluconazol, submetido ao teste de
susceptibilidade em agar, utilizando a técnica “drop-out”. Foi utilizada como controle positivo a cepa ATCC 64548 em relacéo aos
isolados clinicos.
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Tabela 11. Valores dos halos (mm) e do MIC (ug/mL) obtidos nas técnicas de disco-
difusdo e “drop-out’, respectivamente, frente ao fluconazol e micafungina, e
frequéncia de resisténcia (R! e R?) dos isolados de Candida spp. e da ATCC 64548
de acordo com as metodologias utilizadas.

Espécies (n) Drogas Disco-difuséao R* MIC - “drop- R2**
(mm) out”
(Hg/mL)

C. albicans Fluconazol 20-30 0 0,25-8 0
(30) Micafungina 26-33 0 <0,015 0
C. glabrata Fluconazol 10-34 1 0,125-8 0
(30) Micafungina 28-33 0 <0,015 0
ATCC 64548  Fluconazol 26 0 0,5-1 0
Micafungina 28 0 <0,015 0

*R% namero de isolados resistentes na técnica de disco-difusao.
**R2: numero de isolados resistentes na técnica de “drop-out”.

As classificacdes dos testes de sensibilidade as drogas padronizadas pela
CLSI, 2004 remetem a caracteristicas expressas pelos microrganismos frente aos
antifangicos. Quando comparamos o0s resultados da técnica de disco-difusdo a
técnica “drop-out”, conforme mostrado nas tabelas 12 e 13, foi possivel observar que
os isolados clinicos de Candida albicans apresentaram sensibilidade as drogas
utilizadas em ambas as metodologias. Dentre os isolados clinicos de Candida
glabrata, por outro lado, um deles apresentou resisténcia a uma das drogas
utilizadas (fluconazol) na técnica de disco-difusdo, enquanto apresentou-se sensivel
a mesma droga na técnica de “drop-out”.

Tabela 12. Correlagdo entre as classificagbes de susceptibilidade: Sensivel,
Sensivel Dose-Dependente (DD) e Resistente dos métodos de “drop-out” e disco-

difusdo para os isolados clinicos de Candida albicans de pacientes e a ATCC 64548
frente ao fluconazol e micafungina.

MIC para “drop-out” - Classificacao

Sensivel Sensivel Resistente Totais
DD

o o Sensivel 31 0 0 31
lg 18"
g S sensivel DD 0 0 0 0
]
3 < Resistente 0 0 0 0
o o

Totais 31 0 0 31
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Tabela 13. Correlacdo entre as classificagcbfes de susceptibilidade: Sensivel,
Sensivel Dose-Dependente (DD) e Resistente dos métodos de “drop-out” e disco-
difusdo para os isolados de Candida glabrata de pacientes frente ao fluconazol e
micafungina.

MIC para “drop-out” - Classificacao

Sensivel Sensivel Resistente Totais
DD

o o Sensivel 29 0 0 29
lg 18
% S sensivel DD 0 0 0 0
Q2 :
3 © Resistente 1 0 0 1
o

Totais 30 0 0 30

4. DISCUSSAO

Pacientes imunocomprometidos, bem como os portadores do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), sdo comumente colonizados e/ou infectados por
microrganismos como os fungos, principalmente Candida spp. O tratamento utilizado
no combate da infeccdo por esses agentes consiste, principalmente, na
administracdo de fluconazol por um longo periodo. Exposi¢cdes prolongadas aos
azolicos, bem como o fluconazol, podem selecionar cepas que possuem
sensibilidade diminuida, fazendo com que seja necesséario aumentar a dose, ou até
mesmo alterar a droga utilizada (BARRY et al., 2002, FAN-HARVARD et al., 1991,
KORTING et al., 1998). Deste modo, deve haver um monitoramento dessas cepas,
observando o perfil de sensibilidade as drogas apresentado pelas mesmas. Os
testes de sensibilidade aos antifungicos sdo procedimentos que avaliam as

caracteristicas dos agentes infecciosos frente as drogas de interesse.

Os resultados de sensibilidade ao fluconazol e a micafungina apresentados
pelas duas espécies de leveduras avaliadas no presente estudo mostraram
susceptibilidade de 98,3% dentre todos os isolados clinicos testados, incluindo as
amostras de C.glabrata com sensibilidade dose-dependente. Um isolado de Candida
glabrata, somente, apresentou caracteristicas de resisténcia em uma das técnicas
testadas, reiterando as afirmacdes de Melhem et al. (2013) que sugerem resisténcia
adquirida ao fluconazol e outros azolicos por Candida glabrata.
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Segundo o estudo realizado por Pedroso et al. (2014), foram analisados 63
isolados clinicos de leveduras obtidos de sangue, liquido abdominal e ponta de
cateter venoso central, que incluiram as espécies de Candida albicans, Candida
glabrata, entre outras. A determinagcdo da sensibilidade aos antifungicos foi feita
pelas técnicas de disco-difusdo em agar e microdiluicho em caldo, frente ao
fluconazol, itraconazol e anfotericina B. Para a técnica de disco-difusdo, os autores
utilizaram o documento M44-A2 de 2009 do CLSI e, para a técnica de microdiluicdo
em caldo, foi utilizado o documento M27-A3 de 2008, também do CLSI. Os
resultados obtidos pelos autores mostraram 100% de sensibilidade ao fluconazol

tanto em Candida albicans quanto em Candida glabrata, em ambas as técnicas.

Ramirez et al. (2006) conduziram experimentos para comparar os métodos de
disco-difusdo e microdiluicdo de Candida spp. frente a micafungina. Foram utilizados
355 isolados clinicos, sendo 270 Candida albicans, 45 Candida glabrata, 24 Candida
krusei, 11 Candida tropicalis e 5 Candida parapsilosis. Tais isolados foram obtidos
de cavidades orais de pacientes infectados pelo virus HIV e que frequentam o
Hospital Universitario de Valme, em Sevilha, Espanha. Para a técnica de
microdiluicdo, foi utilizado o documento M27-A2 do CLSI de 2002. A técnica de
disco-difusdo utilizada no estudo foi realizada referente ao documento M44-A do
CLSI de 2004. Ambos os resultados foram de sensibilidade frente & micafungina por
Candida albicans e Candida glabrata através das técnicas de microdiluicdo em caldo

e disco-difusao.

Segundo Neufeld (2009), os 113 isolados clinicos de pacientes hospitalizados
no estado do Rio de Janeiro foram testados segundo a metodologia de microdiluicao
em caldo do CLSI e EUCAST. Dentre eles, 47 isolados sdo de C. albicans e 2 de C.
glabrata. Baseado no antifungico de interesse testado, o fluconazol, 110 isolados
apresentaram sensibilidade, 2 se mostraram sensiveis dose-dependente e um
resistente. Levando em consideracdo o resultado dos isolados de interesse (C.
albicans e C. glabrata), ambos obtiveram 100% de sensibilidade ao fluconazol de

acordo com a metodologia do CLSI.

Demitto et al. (2012) avaliaram o perfil de suscetibilidade aos antifingicos de
espécies de Candida spp. de pacientes internados no Hospital Universitario Regional

de Maringa-PR (HURM). Foram analisados 91 isolados, sendo 38 de C. albicans e
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16 de C. glabrata, utilizando a técnica de microdiluicio em caldo (M27-A3) e disco
difusdo (M44-A2), ambas frente ao fluconazol. Os resultados obtidos pelos autores
foram: C. glabrata sensivel pela técnica de microdiluicdo em caldo, 97,4% sensivel e
2,6% resistente através da técnica de disco difusdo. Para C. albicans foi observada

100% de sensibilidade em ambas as técnicas.

Pfaller et al. (2008) realizaram MIC com espécies de Candida spp. utilizando a
classe das equinocandinas como antifungicos, dentre elas a micafungina. O
resultado foi interpretado de acordo com o CLSI M23-A2. Foram utilizadas em seu
experimento 2.869 C. albicans e 747 C. glabrata, com os valores do MIC de 0,03
pg/mL e 0,015 pg/mL, respectivamente, as quais foram consideradas todas

sensiveis a micafungina.

Referente a técnica de “drop-out”, ndo encontramos estudos publicados sobre

sua utilizacao na estimativa do MIC.

5. CONCLUSAO

Devido as comparacdes realizadas entre o presente estudo e trabalhos
publicados referentes as técnicas de microdiluicio em caldo e disco-difusédo, foi
possivel concluir que os isolados de Candida albicans, em geral, sdo sensiveis ao
fluconazol e a micafungina, da mesma forma que os isolados de Candida glabrata
foram sensiveis a micafungina. Esses ultimos, frente ao fluconazol, ja apresentaram
alguma resisténcia quando comparados aos isolados de Candida albicans. Houve
semelhanca de sensibilidade entre os resultados desse estudo e o de outros
autores. A técnica “drop-out” é util tanto para estimar o MIC, bem como para avaliar

a densidade de leveduras mais apropriada para tal estimativa.
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