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Resumo

A evolugao da resisténcia fungica pode ser avaliada pelo teste de susceptibilidade aos antifingicos.
Os protocolos mais utilizados para testes de susceptibilidade sdo a micro dilui¢ao em caldo (MDC),
disco difusdo (DD) e E-test. O objetivo principal deste estudo foi comparar os testes de sensibilidade
realizados pelos métodos de MDC e DD para a anfotericina B e o fluconazol contra cepas de Candida
spp. isoladas em Fortaleza/CE. Foram utilizadas 40 C. albicans, 50 C. tropicalis e 47 C. parapsilosis,
isoladas de amostras de sangue e urina de pacientes atendidos no Hospital Geral de Fortaleza. Os testes
foram realizados pelos métodos MDC e DD, de acordo com os protocolos M27-A3 e M44-A2 do CLSI.
As metodologias foram comparadas e calculadas os percentuais de concordancia. Para a anfotericina
B e fluconazol, ocorreu um predominio de cepas com susceptibilidade. O percentual de concordancia
para as metodologias foi acima de 97% e ndo foram detectados erros graves. A utilizagdo de DD para
realizagdo de testes de susceptibilidade antiftingica pode ser aplicada na rotina laboratorial, pois ¢ uma
técnica facil, barata, e de confianca quando comparada ao teste de MDC, sem comprometer os resultados
para as cepas de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis.

Palavras-chave: Microdilui¢do. Disco difusdo. Candida sp.

! Laboratério de Microbiologia de Leveduras, Departamento de Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia Odontologia e
Enfermagem, Universidade Federal do Ceard, Brasil. *Contato principal para correspondéncia: alexandrevasconcelosjr@gmail.
com

Laboratorio de Microbiologia de Leveduras, Departamento de Analises Clinicas, Universidade Federal do Ceara, Brasil.
Laboratorio de Microbiologia de Leveduras, Departamento de Analises Clinicas, Universidade Federal do Ceara, Brasil.
Laboratorio de Microbiologia de Leveduras, Departamento de Analises Clinicas, Universidade Federal do Ceara, Brasil.
Laboratorio de Microbiologia de Leveduras, Departamento de Analises Clinicas, Universidade Federal do Ceara, Brasil.
Laboratorio de Microbiologia de Leveduras, Departamento de Analises Clinicas, Universidade Federal do Ceara, Brasil.

Curso de Quimica, Universidade Federal do Ceara, Brasil.

B Y S SR )

135

Semina: Ciéncias Biolégicas e da Satde, Londring, v. 33, n. 1, p. 135-142, jan./jun. 2012



136

Junior, A. A. V. et. al.

Abstract

The evolution of fungal resistance can be evaluated by testing susceptibility to antifungal agents. The
protocols for susceptibility testing most common are Broth Microdilution (BMD), Disk Diffusion
(DD) and E-test. The objective of this study was to compare the susceptibility tests conducted by the
BMD and DD methods for amphotericin B and fluconazole against Candida spp. isolated in Fortaleza/
CE. Were used 40 C. albicans, 50 C. tropicalis and 47 C. parapsilosis isolated from blood and urine
samples of patients treated at Fortaleza General Hospital. The tests were conducted by the BMD and DD
methods according to protocols M27-A3 and M44-A2 of the CLSI. These methods were compared and
the percentages of agreement were calculated. For amphotericin B and fluconazole was a predominance
of strains with reduced susceptibility. The percentage of agreement for the methods tested was above
97%. No serious errors were detected. The use of DD for performing antifungal susceptibility testing
can be applied in routine laboratory tests, since one technique is easy, inexpensive, and reliable when
compared to the BMD without compromising the results for the strains of C. albicans, C. tropicalis and

C. parapsilosis.

Keywords: Microdilution broth. Diffusion Disk. Candida sp.

Introducio

A epidemiologia das infecgdes
sist€émicas (IFS) estd mudando, Candida albicans
continua sendo a levedura mais importante
(PATTERSON, 2005). No entanto, C. tropicalis, C.
glabrata, C. parapsilosis e C. krusei t€m sido cada
vez mais isoladas e em alguns estudos ultrapassam
os isolamentos de C. albicans (DIEKEMA et al.,
2009; GOMES et al., 2010; HORN et al., 2009;
MENEZES; MENDES; CUNHA, 2009; SELLAMI

etal., 2011).

fungicas

Os principais antifungicos prescritos para o
tratamento das IFS sao o fluconazol e a anfotericina
B (HORN et al., 2009). Candida spp. resistentes ao
fluconazol tém sido detectadas em diversas partes
do mundo (PFALLER, 2008, 2010b). No entanto,
a resisténcia a anfotericina B ndo € comumente
detectada, apesar dessa droga estd em uso a mais
de 50 anos (DIEKEMA et al., 2009; LANIADO-
LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009).

Na ultima década foram implantados programas
de wvigilancia da resisténcia fingica, o mais
importante deles ¢ 0o ARTEMIS DISK, que monitora
a resisténcia ao fluconazol e ao voriconazol
em 134 instituicdes de 40 paises, incluindo o
Brasil, utilizando a metodologia de disco difusdo
(PFALLER et al., 2008, 2009a, 2009b, 2010b).

da
ser avaliada pelo teste de susceptibilidade aos

A evolugdo resisténcia fungica pode
antifungicos. Ha diversos protocolos para testes de
susceptibilidade, no entanto os mais utilizados sdo a
microdilui¢do em caldo (MDC), disco difusdo (DD)
e E-test (CAMPANA et al., 2011). Geralmente o
MDC ¢ um teste trabalhoso e que ¢ menos utilizado,
pois exige pessoal treinado, ja o E-test ¢ caro
para ser aplicado a rotina laboratorial (CUENCA-
ESTRELLA et al., 2011; PFALLER et al., 2010a).
A alternativa ¢ a técnica de DD, pois € simples,
barata e reprodutivel, portanto pode ser utilizada
em laboratérios clinicos (GOMES et al., 2010;
VASCONCELOS JUNIOR; MENEZES; CUNHA,
2011).

O objetivo deste estudo foi comparar os testes de
sensibilidade realizados pelos métodos de MDC e
DD para a anfotericina B e o fluconazol contra cepas
de Candida spp. isoladas em Fortaleza/CE.

Material e Métodos
Leveduras utilizadas no estudo

Foram utilizadas 137 Candida spp. (40 C.
albicans, 50 C. tropicalis e 47 C. parapsilosis),
isoladas amostras de sangue e urina de pacientes
atendidos no Hospital Geral de Fortaleza, durante
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os anos de 2008 a 2010. As cepas estavam estocadas
a -20°C em meio Mueller-Hinton caldo com 50%
de glicerina e pertencem a cole¢do do Laboratério
de Microbiologia de Leveduras da Universidade
Federal do Ceara. Para a realizagdo dos testes, as
Candida spp. foram descongeladas e semeadas duas
vezes em agar batata dextrose (Himédia-Mumbai-
India) ¢ em meio Chromoagar (Himédia-Mumbai-
India), para garantir a pureza e a viabilidade das
leveduras. A identifica¢do das cepas foi realizada por
testes de fermentacao, assimilagdo de carboidratos,
teste do tubo germinativo, micromorfologia em
agar arroz com tween 80. A identificacdo das cepas
foi confirmada com a utilizacdo do kit comercial
ID 32C (bioMerieux — Paris, Franga) (GOMES et
al., 2010; MENEZES; MENDES; CUNHA, 2009;
VASCONCELOS JUNIOR; MENEZES; CUNHA,
2011).

Teste de Sensibilidade a Antifungicos

A susceptibilidade aos antifingicos anfotericina
B (Inlab-SP) e fluconazol(Sigma-EUA) foi testada
por dois métodos diferentes, micro diluicio em
caldo RPMI(Cultilab-SP) (MDC) e disco difusdo
(DD). Para o teste de micro diluicdo em caldo, foi
realizado o que recomenda o protocolo do CLSI
M27-A3, foi utilizado RPMI caldo tamponado
com acido morfolino polissulfonico (MOPS)
(Amresco-EUA). A anfotericina B foi solubilizada
em dimetilsulfoxido (DMSO) e o fluconazol em
agua. Foram realizados testes com DMSO como
controle para garantir que ndo houve interferéncia
do diluente. A faixa testada para a anfotericina B
variou de 16 a 0,03 pg/mL e o fluconazol de 64
a 0,25 pg/mL. As placas foram inoculadas com
as cepas e incubadas a 35°C por 24h, a leitura foi
visual. A concentracdo inibitéria minima (CIM) da
anfotericina B foi a menor concentracdo que nao
ocorreu crescimento fungico, ja para o fluconazol
foi observado & concentracdo de antifungico que
causou uma reducdo de 50% do crescimento
quando comparados com o controle (CLINICAL

AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE,
2008b, 2008c).

O teste de disco difusdo foi realizado em meio
agar Muller-Hinton, com 2% de dextrose e 0,5
pg/mL de azul de metileno, como recomendado
pelo protocolo do CLSI M44-A2. Os discos de
antifingicos foram produzidos utilizando discos de
papel de filtro de 6 mm e continham anfotericina B
(100pg) e fluconazol (25 pg). As leveduras foram
suspensas em salina ¢ semeadas no meio de cultura
e depois foram colocados os discos. As placas foram
incubadas a 35°C por 24h, apos esse periodo os halos
foram medidos (CLINICAL AND LABORATORY
STANDARDS INSTITUTE, 2008a). O experimento
foi realizado em trés repeticdes. O controle de
qualidade dos testes foi realizado com as cepas C.
parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258.

Critérios Interpretativos das CIMs

A interpretagdo das
diluicdo em caldo foi realizada de acordo com
o protocolo M27-S3, cepa susceptivel (S), CIM
<8 pg/mL (fluconazol) e <1 pg/mL (anfotericina
B); susceptivel dose dependente (SDD), CIM 16
a 32 pg/mL (fluconazol); resistente (R), CIM >64
pug/mL (fluconazol) e > 1,0 ug/mL (anfotericina
B) (COSTA-DE-OLIVEIRA et al, 2008). Os
critérios para a interpretagdo dos halos obtidos

CIMs para a micro

nos testes de disco difusdo foram baseados no
protocolo M44-A2: S, halo >19 mm (fluconazol)
e > 10 mm (anfotericina B); SDD, halo de 15 a 18
mm (fluconazol); e R, halo <14 mm (fluconazol)
e <10 mm (anfotericina B) (CLINICAL AND
LABORATORY STANDARDS INSTITUTE,
2008a, 2008b, 2008c; VASCONCELOS JUNIOR;
MENEZES; CUNHA, 2011).

Analise dos resultados

A comparacdo das duas metodologias foi
realizada pela utilizagdo da andlise do erro, como
recomendado pelo CLSI. A defini¢do de erro usada
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neste estudo foi a seguinte: o Very Major Error
(VME) ocorreu quando foi detectada uma cepa
(R)-resistente pelo método da MDC (considerado
padrdo) e essa mesma cepa apresentou-se como (S)
- sensivel quando testada pelo método DD; o Major
Error (ME), foi observado quando uma cepa se
mostrou (S) por MDC e (R) por DD; € 0 Minor error
(M) ocorre quando o resultado da MDC foi (SDD)
e da DD foi (S) ou (R). Em geral, para métodos
apresentarem boa correlagdo o VME deve ser <1,5%
e a concordancia entre as metodologias deverdo
ser >90% (CLINICAL AND LABORATORY
STANDARDS INSTITUTE, 2008b).

Resultados

A principal levedura isolada de infecgoes
fingicas continua sendo C. albicans (PATTERSON,
2005). Dentre as cepas testadas de C. albicans,
nao foram detectadas cepas com CIM > 1,0 pg/

mL para a anfotericina B, cepas com CIM > 1,0
para Anfotericina B sdo consideradas resistentes
(COSTA-DE-OLIVEIRA et al., 2008). No entanto,
uma cepa de C. albicans apresentou resisténcia a
esse antifungico pela metodologia de DD.

Outras leveduras muito importantes ¢
frequentemente isoladas sdo C. tropicalis e C.
parapsilosis (PFALLER et al., 2008). Para as cepas
de C. parapsilosis, a resisténcia a anfotericina
B foi detectada pelo método DD mais nao foi
confirmada pelo MDC. Quanto ao fluconazol, uma
cepa foi categorizada com resistente pelo DD,
mas esse fenotipo ndo foi confirmado pela MDC
considerado padrio para o teste de susceptibilidade

aos antifingicos.

Quando se avalia os perfis de susceptibilidade
das cepas isoladas no Ceara, de uma maneira global,
observa-se que a resisténcia ainda ¢ incomum no
estado, como pode ser evidenciado na Tabela 1.

Tabela 1 - Correlagdo da susceptibilidade entre Micro diluigdo (CIM,, ) e Disco Difusdo da Anfotericina

B e do Fluconazol contra cepas de Candida spp.

Cepas (n) CIM (pg/ml)*
Anfotericina B Fluconazol
MDCP DD¢(mm) MDC DD
MG MG MG MG
C. albicans (40) 0,10 21 0,40 34
C. tropicalis (50) 0,10 20 0,50 30
C. parapsilosis (47) 0,10 18 0,25 27

*Categorizagao dos perfil de susceptibilidade das cepas: Anfotericina B: (S), MIC <1 pg/mL (>10 mm); (R), MIC >1
pg/mL (<10 mm). Fluconazol: S, CIM<8 pg/mL (=19mm); SDD, CIM 16 a 32 pg/mL (15-18mm); R, CIM >64 pg/
mL (<14mm). Categorizagdo entre os métodos: ®"MDC- Micro dilui¢do em caldo RPMI realizado de acordo protocolo
M27-A3. °DD- Teste de Disco Difusio realizado de acordo com o protocolo M44-A2.‘MG- Média Geométrica.
Fonte: Autores.

Para a anfotericina B, ocorreu um predominio importante antifiungico. Quanto ao fluconazol, a CIM

de cepas com CIM< 0,1 pg/mL e halos superiores ficou em torno de 0,25 e 0,50 pg/mL para as cepas

a 18 mm, que caracteriza a sensibilidade a esse testadas e os halos acima de 19 mm, caracterizando
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sensibilidade para a maioria das cepas testadas.

Para se avaliar metodologias diferentes, mas que
fornegam resultados semelhantes, existe diferentes
técnicas e modelos matematicos, dentre elas a mais
recomendada € a categorizagdo do erro, ou seja, o
calculo do percentual de discrepancias e o percentual

de concordancia. Quando as metodologias
apresentam  %concordancia >90% elas sdo
equivalentes (CLINICAL AND LABORATORY
STANDARDS INSTITUTE, 2008c). Todos esses
dados foram calculados e encontram-se dispostos

na Tabela 2.

Tabela 2 - Avaliacao das Discrepancias entre as metodologias de Micro diluicdo e Disco Difusao para a
Anfotericina B e Fluconazol contra cepas de Candida spp.

Cepas (n) Antifungicos avaliados® % Discrepancias®
Anfotericina B Fluconazol entre MDC e DD
S R S SDD R VME  ME Minor %C*
C. albicans (40)
MDC 40 0 40 0 0
DD 39 1 40 0 0 0/0 2,50 0/0 97,5/1004
C. tropicalis (50)
MDC 50 0 50 0 0
DD 50 0 50 0 0 0/0  0/0 0/0 100/100
C. parapsilosis (47)
MDC 47 0 47 0 0
DD 46 1 44 2 1 0/0 0/2,1  0/0 97,9/97,9

“Perfil de Susceptibilidade: Sensivel (S); Sensivel Dose-Dependente (SDD); Resistente (R). *Categorizagio entre os
métodos: VME, very major error; ME, major error; M, minor error.; “%C percentual de concordancia entre as duas
metodologias. %% de concordancia para anfotericina B/fluconazol. MDC- microdilui¢do em caldo e DD- Disco difuséo

em agar.
Fonte: Autores.

Discussao

Um estudo recente com 8.059 C. albicans,
99,2% das cepas apresentaram CIM para fluconazol,
(PFALLER et al., 2010a), dado semelhante aos
nossos resultados. Em um trabalho realizado no
Brasil com 400 C. albicans isoladas de sangue,
todas se mostraram susceptiveis ao fluconazol e a
anfotericina B (MATTA et al., 2007).

Matta et al. (2007), avaliando C. parapsilosis e
C. tropicalis no Brasil, ndo encontrou resisténcia

ao fluconazol nem a anfotericina B. As cepas
de C. tropicalis apresentaram susceptibilidade
a anfotericina B e ao fluconazol. C. tropicalis
costumam apresentar o fendmeno de trailling, que
se caracteriza pelo crescimento em concentragdes
mais elevadas de antifingicos do que aquelas
determinadas pela CIM. No nosso estudo nao
detectamos trailling. Pela técnica de micro dilui¢ao
em caldo, ndo detectamos resisténcia a esses
antifingicos.
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No entanto, em um recente trabalho realizado
por Dalazen et al. (2011), ficou demostrado que em
Santa Catarina ocorreu um alto indice de resisténcia
para o fluconazol e anfotericina B, entre cepas
orais e vaginais, isso pode ser explicado porque o
estudo em questdo envolvia cepas de C. krusei e
C. glabrata que apresentam resisténcia natural ao
fluconazol. Essas cepas nao foram utilizadas no
presente estudo, pois ndo possuimos isolados dessas
espécies.

Emum estudo com 3.546 cepas de C. albicans, C.
tropicalis e C. parapsilosis avaliadas pelo método do
disco difusdo, realizado no Brasil, a susceptibilidade
ao fluconazol foi maior que 95% (AZEVEDO et al.,
2011). Observamos resultados semelhantes, todas
as cepas de C. albicans e C. tropicalis apresentaram
susceptibilidade ao fluconazol pela mesma técnica
utilizada (Tabela 1 e Tabela 2). Percebe-se que
as CIMs e os
dentro dos valores recomendados pelo CLSI ¢ a
resisténcia ainda nao ¢ um problema preocupante

halos encontrados ainda estdao

no Ceara. Entretanto, as cepas de C. parapsilosis
apresentaram CIMs maiores, mas ainda sensiveis,
e que requer uma atengdo especial, principalmente
quando se trata da susceptibilidade ao fluconazol.
Pfaller et al. (2008), destacaram que C. parapsilosis
pode apresentar susceptibilidade
dependendo da localizagdo geografica (PFALLER
et al., 2008).

diferenciada

No nosso trabalho, mesmo com um nUmero
limitado de cepas, observamos que a concordancia
entre as metodologias foi maior que 97% (Tabela 2).
Pfaller et al., comparando as mesmas metodologias
para o fluconazol contra 3.227 cepas de todas as
partes do mundo, incluindo o Brasil, encontro
um percentual de concordancia por volta de 90%
(PFALLER et al., 2009a).

da Tabela 2,
observamos que o percentual de concordancia para

Com base mnos resultados
as metodologias testadas foi acima de 97%, o que
nos fornece a certeza de que a utilizagdo de disco
difusdo para realizagdo de testes de sensibilidade

antifingica, mesmo nao fornecendo valores CIMs,
pode ser uma alternativa importante frente ao teste
de micro dilui¢do em caldo, sem comprometer os
resultados de susceptibilidade para as cepas de C.
albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis.

Metodologias que apresentam a concordancia
acima de 90% Outro
fator relevante é que no nosso estudo o very major
error encontrado foi nulo, ficou abaixo de 1,5%
considerado ideal internacionalmente (CLINICAL
AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE,
2008Db).

sdo consideradas ideais.

Em outros estudos com Candida spp. isoladas
no Brasil, foi encontrada uma concordancia que se
aproxima de 70% entre os métodos (DOTA et al.,
2011; NEGRI et al., 2009), valor muito inferior
ao que obtivemos. Todos esses estudos referem-
se ao fluconazol, pois a anfotericina B ainda se
encontra em processo de padronizacdo. O CLSI
nao definiu pontos de corte para esse antifungico,
os aqui sugeridos sdo somente para nortear o teste,
muito ainda precisa ser feito com relagdo teste de
sensibilidade a antifliingicos, sobretudo estudos
envolvendo a anfotericina B.

Em conclusdo, o nosso estudo mostrou, que a
metodologia de disco difusdo em agar ¢ relevante
para ser aplicada na rotina laboratorial, pois ¢
uma técnica facil, barata, ¢ de confiangca quando
comparada ao teste de micro dilui¢do em caldo, pois
mesmo nao fornecendo valores de CIM precisamente
pode ajudar no monitoramento da resisténcia
fingica, sendo de fundamental importancia para
uma terapia correta. Todavia, deve ser usada com
cautela para outras cepas diferentes das citadas nesse
estudo (KIRAZ et al., 2010), sendo necessarios mais
estudos que envolvam outras espécies.
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