LUCIANA SARMENTO MOREIRA

ESTUDO DA ATIVIDADE DE DROGAS ANTIFUNGICAS
ATRAVES DE CURVAS DE CRESCIMENTODE
Candida albicans UTILIZANDO O SISTEMA
AUTOMATIZADO BIO-CELL TRACER®

CAMPINAS

2003



LUCIANA SARMENTO MOREIRA

ESTUDO DA ATIVIDADE DE DROGAS ANTIFUNGICAS
ATRAVES DE CURVAS DE CRESCIMENTODE
Candida albicans UTILIZANDO O SISTEMA
AUTOMATIZADO BIO-CELL TRACER®

Dissertacdo  de  Mestrado  apresentada  a
Pos-Graduagdo da Faculdade de Ciéncias Médicas,
da Universidade Estadual de Campinas, para
obtengdo do titulo de Mestre em Clinica Médica,

drea de Ciéncias Bdsicas.

Orientador: Profa. Dra. Maria Luiza Moretti Branchini

CAMPINAS
2003



AGRADECIMENTOS

A Prof®. Dra. Maria Luiza Moretti Branchini, pela receptividade, orientacio e

confianca demonstrada ao longo deste Mestrado;

Ao Dr. Hideaki Taguchi, pelo carinho, paci€ncia e orientacao;

Aos técnicos e alunos do Laboratério de Doencas infecciosas do Hospital das

Clinicas da Unicamp pela convivéncia;

Aos meus pais pela grande li¢ao de vida;

A minha familia pelo incansdvel incentivo e amor;

Aos meus amigos pelo incentivo;

A Tiago Andrade pela dedicacdo, amor e paciéncia;

Ao Alexandre Zielinsky pelo apoio computacional e amizade;

A FAPESP (Fundagdao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo) e

JICA (Japanese International Cooperation Agency) pelo apoio financeiro.



SUMARIO

Pag.
RESUMO ...ttt ettt s Xi
ABSTRACT ..ttt Xiii
1- INTRODUGAO.........coooiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 15
L.1- Candida SP.....eeeeeueieiniiieiiiie ettt 16
1.2- Candid@mia......cccevvieeeeiiiieeeeiieeeeeieee et e e s e e e e e e e e e e e ennaeeeas 18
1.3- ANtHUNZICOS. c.utiiiiiiiieiieeie ettt s 19
1.4- Testes de Suscetibilidade...........ccueeeeeiiiiiiieiniiiie e 21
1.5- Sistema Bio-Cell Tracer ..........oovvviveieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesenenn 23
2- OBJETIVOS ...ttt 25
3- MATERIAL E METODOS ..........coooiiiiiineeinesieeeeeeseessesesseesnnns 27
B0 AIMNOSIIAS. .eenvteentieiieeiee ettt ettt ettt sttt sttt e bt st esbeesanees 28
3.2- Concentragao Inibitéria Minima — CIM (NCCLS)..........cccceeuvenneee. 29
3.3- Agente Antifungico para Teste no Sistema Bio-Cell Tracer ® e, 30
3.4- Preparagdo para Monitoramento no Sistema Bio-Cell Tracer ®....... 30
3.5- Sistema Bio-Cell Tracer ®...........coovvvvovveeereeeeeeeeeeeseeeeseeseeseesesnenn 31
4- RESULTADOS. ...t 34
4.1- Resultado do Teste de Resisténcia ao Fluconazol............................. 35
4.2- Resultados dos Testes de Suscetibilidade para Fluconazol,
5-Fluorocitosina e Anfotericina B...........ccocceiiiiiiiiiiiiniiiniieiiees 39
5-DISCUSSAQ ..ottt 53
6- CONCLUSOES...........cotivimiiiriiereineesiesessssssssessssssessessssssssssssssseees 59
7- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........coooooioiieeeeeeeeeeeeeeeesens 61



LISTA DE ABREVIATURAS

Aids Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida

ANF Anfotericina B

BCT Bio-Cell Tracer ©

CI Média do crescimento pré-exposi¢ao ao antifingico
CIF Coeficiente de indice fracionario

CIM Concentracao inibitéria minima

Cp Meédia do crescimento pds-exposi¢ao ao antifungico
FCZ Fluconazol

5-FC S-fluorocitisina

ITZ Itraconazol

NCCLS  National Committee for Clinical Laboratory Standards

TI Taxa de inibicao

vi



LISTA DE TABELAS

,

Pag.

Tabela 1- Lista de cepas que fizeram parte do estudo, bem como suas
OTIZEIIS. ¢ ueteeentteeeaite e et e et e e et eeeat e s bt e e et e e s bbeeeabe e e eabeeeeabeeesabeeeneeesnnee 28
Tabela 2- Taxas de inibicdo (TI) do crescimento das pseudo-hifas de C.
albicans, para adicao de FCZ 64ug/mL e seus respectivos controles
(sem adicdo do antifiingico), geradas através do Sistema BCT®.
Também estdo descritas as médias do crescimento inicial de
pseudo-hifas (CI) durante os 30min iniciais do experimento
(pré-exposi¢do) e dos 30min finais, pés-adi¢do (CP).............coo....... 35
Tabela 3-  Valores de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para as cepas de
C. albicans, testadas com fluconazol, 5-fluorocitosina e
anfotericing B........oooiiiiiii e 39
Tabela 4-  Valores de Concentragao Inibitéria Minima (CIM) Combinada para
as cepas de C. albicans e seus respectivos valores do Calculo de
Concentracao Inibitoria Fraciondria (CIF)........ccocceeviiiiniiiiniicnnneen. 40
Tabela 5- Taxas de inibicio (TI) do crescimento de pseudo-hifas de
C. albicans (cepa ATCC 90028) e seus respectivos controles
(sem adicdo do antifingico), geradas através do Sistema BCT®.
Também estdo descritas as médias do crescimento inicial de
pseudo-hifas (CI) durante os 30min iniciais do experimento

(pré-exposi¢do) e dos 30 min finais, pds-adi¢do (CP)........cccecueeneen. 41

Taxas de inibicdo (TI) do crescimento de pseudo-hifas de C.
Tabela 6-  albicans (cepa IFM 48138) e seus respectivos controles (sem
adicao do antiftingico), geradas através do Sistema BCT®. Também
estdo descritas as médias do crescimento inicial de pseudo-hifas
(CI) durante os 30min iniciais do experimento (pré-exposicdo) e

dos 30min finais, p6s-adigao (CP)........cccvveeeiiieriiiieciieeeeeeiee e 42

vii



Tabela 7-

Tabela 8-

Tabela 9-

Tabela 10-

Taxas de inibicdo (TI) do crescimento de pseudo-hifas de C.
albicans (cepa UN 205) e seus respectivos controles (sem adi¢do do
antifingico), geradas através do Sistema BCT®. Também estio
descritas as médias do crescimento inicial de pseudo-hifas (CI)
durante os 30min iniciais do experimento (pré-exposi¢ao) e dos

30min finais, pOs-adiCao (CP)........cooviiiiiiiiiiiiiniiecieceeceeeeeea

Taxas de inibicdo (TI) do crescimento de pseudo-hifas de C.
albicans (cepa UN 219) e seus respectivos controles (sem adi¢do do
antifingico), geradas através do Sistema BCT®. Também estio
descritas as médias do crescimento inicial de pseudo-hifas (CI)
durante os 30min iniciais do experimento (pré-exposi¢ao) e dos

30 min finais, pos-adigao (CP).......cooviiieiiiiiiiiiniieieeeceeeeee,

Efeito sinérgico ou antagbnico dependente de tempo para adi¢des
combinadas dos antifungicos 5-FC/ANF e FCZ/ANF no
crescimento de pseudo-hifas de C. albicans (cepa ATCC 90028),
geradas através do Sistema BCT®. Estdo descritas as Taxas de
inibicdo (TI) e as médias do crescimento inicial de pseudo-hifas
(CI) durante os 30min iniciais do experimento (pré-exposicdo) e

dos 30min finais, pos-adigao (CP).......ccoccueiriiiiniiiiiiiiiceeceees

Efeito sinérgico ou antagbnico dependente de tempo para adi¢des
combinadas dos antifingicos 5-FC/ANF e FCZ/ANF no
crescimento de pseudo-hifas de C. albicans (cepa IFM 48138),
geradas através do Sistema BCT®. Estio descritas as Taxas de
inibicdo (TI) e as médias do crescimento inicial de pseudo-hifas
(CI) durante os 30min iniciais do experimento (pré-exposicdo) e

dos 30 min finais, p6s-adi¢a0 (CP)......cccovveeeiiieeiiiieiieeieeeeeeeee s

viii

43

44

46



Tabela 11-

Tabela 12-

Efeito sinérgico ou antagénico dependente de tempo para adi¢des
combinadas dos antifungicos 5-FC/ANF e FCZ/ANF no
crescimento de pseudo-hifas de C. albicans (cepa UN 205), geradas
através do Sistema BCT®. Estdo descritas as Taxas de inibicao (TT)
e as médias do crescimento inicial de pseudo-hifas (CI) durante os
30min iniciais do experimento (pré-exposi¢do) e dos 30min finais,

POS-AdICAO (CP)..coniiiiiiiiieiiie ettt

Efeito sinérgico ou antagdnico dependente de tempo para adi¢des
combinadas dos antifingicos 5-FC/ANF e FCZ/ANF no
crescimento de pseudo-hifas de C. albicans (cepa UN 219), geradas
através do Sistema BCT®. Estdo descritas as Taxas de inibicao (TI)
e as médias do crescimento inicial de pseudo-hifas (CI) durante os
30min iniciais do experimento (pré-exposicao) e dos 30 min finais,

POS-AdICAO (CP).eeniiieiiieeiie ettt et s

48



LISTA DE FIGURAS

Pag.
Figura 1- Sistema BOT® e 31
Figura 2- Curva de crescimento das cepas UN 205, UN 219 e UN 238
com adi¢do de FCZ 64pug/mL. Como referéncia estd a curva de
crescimento da cepa UN 205 sem adi¢do do FCZ....................... 36
Figura 3- Curva de crescimento das cepas IFM 48139, IFM 48138 com
adicdo de FCZ 64pg/mL e ATCC 90028 sem adicdo do
FCZe ettt 37
Figura 4- Observacdo de pseudo-hifas de C. albicans ..............cccuuen..... 38
Figura 5- Curvas de crescimento da cepa UN 205 com adi¢do de
diferentes concentracdes de ANF e o perfil de crescimento do
seu controle sem adi¢do, obtidas através do Sistema BCT®....... 45
Figura 6- Curvas de crescimento da cepa ATCC 90028 com adi¢do da
combinacdo de 5-FC mais ANF, e o perfil de crescimento do
seu controle sem adi¢do, obtidas através do Sistema BCT®....... 50
Figura 7- Curvas de crescimento da cepa UN 219 com adi¢do da
combinacdo de FCZ mais ANF, e o perfil de crescimento do
seu controle sem adi¢do, obtidas através do Sistema BCT®....... 51

Figura 8- Curvas de crescimento da cepa UN 219 com adi¢do da
combinacdo de FCZ mais ANF, simultaneamente e em tempos

seqiienciais, obtidas através do Sistema BCT® 52






O crescente aumento de casos de candidemia nas dltimas décadas vem sendo um
fato preocupante devido a diversos fatores, e dentre eles destacam-se a mortalidade, o
aumento de casos de espécies ndo-albicans como causadoras de candidemia, e a crescente
emergéncia da resisténcia de leveduras aos antifingicos. Para o tratamento da candidemia,
temos como drogas mais usadas a anfotericina B (ANF), o itraconazol (ITZ), o fluconazol
(FCZ), a 5-fluorocitosina (5-FC), como também as combina¢des de ANF com FCZ ou 5-
FC que visam favorecer a terapia. Porém, atualmente, ainda pouco se sabe a respeito das
respostas clinicas dadas por Candida sp. és terapias utilizadas quando comparadas com
testes de suscetibilidade in vitro. Os testes padronizados para estudar a suscetibilidade de
Candida sp. in vitro ndo avaliam as células individualmente, e sim uma populacio celular.
O sistema automatizado Bio-Cell Tracer ® (BCT®), surge como uma nova ferramenta
complementar para o estudo da dinamica da formacgdo de hifas, pseudo-hifas e germinagao
de conidios e de respostas quanto a suscetibilidade aos antiftingicos. Neste trabalho,
utilizamos o BCT® para avaliar o crescimento de cepas de Candida albicans frente aos
seguintes antifingicos: FCZ, 5-FC e ANF, além das combina¢des 5-FC/ANF e FCZ/ANF
em adi¢des com tempos simultdneos e seqiienciais. O sistema BCT® consiste de uma base
para placas, microscopio, digitalizador de imagem e computador com programa que
permitiu o acompanhamento do crescimento automadtico das extremidades das pseudo-hifas
estudadas. Os resultados para Candida albicans obtidos com o teste de resisténcia ao FCZ,
encontrados no BCT® foram correspondentes aqueles utilizando o teste padrdo de
microdiluicdo em caldo (NCCLS A27), sugerindo diferentes classes de taxas de inibi¢do
que poderiam ser agrupadas como valores associados a suscetibilidade e resisténcia. Os
estudos com drogas combinadas, em tempos seqiienciais, revelou que a cepa (UN 219)

apresentou comportamento de antagonismo para a combinacdo de FCZ/ANF, dado que



diferiu do encontrado na microdiluicdo em caldo. Neste caso, a possibilidade de
monitoramento de hifas, pseudo-hifas pode permitir maior versatilidade e induzir respostas
bioldgicas antes ndo encontradas nos testes in vitro. Este estudo contribuiu com novas
informacdes a respeito de um sistema automatizado para andlise de pseudo-hifas e
germinagdo de conidios, que pode vir a ser utilizado no desenvolvimento de novas
estratégias para uma rapida determinagdo de suscetibilidade antifingica de C. albicans ou

de outros fungos patogénicos.






Candida species are opportunistic fungal pathogens that are often the causative agents of
infections in immunocompromised patients. amphotericin B (AMPH), itraconazole (ITCZ),
fluconazole (FLCZ) and 5-flucytosine (5-FC) are the principal drugs used on the treatment
of candidemic patients. However, in some cases, the clinical responses of Candida are
different from those obtained with the in vitro susceptibility tests. Moreover, the standard
methods of monitoring the susceptibility of Candida to antifungal agents are unable to
evaluate single cells, true hyphae or pseudohyphae forms. Thus, new techniques developed
to measure the growth rate of true hyphae or pseudohyphae forms in vitro could contribute
to better understand the dynamics of the formation of these invasive structures and the
response of the organism to antifungal agents. Here we describe the application of an
automated system (Bio-Cell Tracer® - BCT®) to examine the responses  of
Candida albicans to AMPH, FLCZ, 5-FC, as well as AMPH/FLCZ and AMPH/5-FC
combinations, in simultaneous and distinct addiction times. The BCT® consists of a culture
vessel, a microscope and a image analyzer with a computer program system that traces the
growth of a hyphal tip automatically. The results obtained using the BCT® system were
correspondent to those using the standard MIC (NCCLS A27) assay on the detection of
susceptibility and resistance in clinical isolates and reference samples. The combinatory
studies show an antagonistic pattern on the UN 219 strain, differently from the MIC
studies. The possibility of tracing pseudohyphae structures allows a larger versatility and
biological responses not found on the other tests. This work contributed with new
information about an automated system for analysis of pseudohyphal structures, that may
be used on the development of new strategies for a rapid and reliable assessment of

antifungal susceptibility in Candida albicans or other infectious species.
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O avanco da medicina nos ultimos anos, tanto na drea clinica quanto na
ciriirgica, vem promovendo um aumento considerdavel na média de sobrevida de pacientes
antes sem possibilidade terapéutica, levando a um aumento no ndmero de pacientes
instdveis nos hospitais. Estes sdo suscetiveis a infec¢des por microrganismos, onde

destacam-se as causadas por fungos (EDWARDS et al., 1997).

1.1- Candida sp.

O género Candida pertence a Divisdao Eumycota, Subdivisdo Deuteromycotina,
Classe Blastomycetes e a Familia Cryptococcaceae, apresentando predominantemente
desenvolvimento unicelular e geralmente reproduzindo-se por brotamento unilateral.
Entretanto, espécies de Candida podem desenvolver estrutura micelial em resposta a
diferentes fatores ambientais e apresentar hifas verdadeiras ou pseudo-hifas

(GRAHAM et al. 1995; BERMAM & SUDBERY, 2002).

O género Candida possui mais de 200 espécies, tendo como representante
principal C. albicans, que € o patogeno oportunista de maior incidéncia
(VALDIVIESO et al., 1976; HORN et al.,, 1985; ODDS, 1988; GHANNOUM &
ABU-ELTEEN, 1990; BODEY, 1993). Algumas espécies fazem parte da microbiota
humana, podendo ser isoladas do trato genital feminino e sistema digestdrio, incluindo
orofaringe, reto e perineo. Estas e outras espécies podem também ser isoladas de outros
animais, solo, dgua, alimentos, vegetais, atmosfera, e ambientes hospitalares, entre outros.
Entretanto, a fonte endégena € a de maior importancia para o desenvolvimento de doencas
humanas (ODDS, 1988; DEMBRY et al., 1994; WEISSMAN et al., 1995). A mudanga do
fungo do estado comensal para o patogé€nico ocorre possivelmente por motivo de
defici€éncia nos mecanismos de defesa, que € a condicdo bioldgica favordvel para o mesmo
causar infecgdes e doengas ao hospedeiro (EMMONS, 1962; UTZ, 1962; ODDS, 1988;
RUECHEL, 1990; TORRES-RODRIGUEZ & CARCELLER, 1993).
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Candida sp. causa diversas manifestacdes clinicas como candidiase oral e esofdgica,
infeccoes de pele e unha, doencas pulmonares, enterites, esofagites, endocardites,
meningites, abscesso cerebral, artrites, cistites, vaginites, septicemias, ceratites, nefrites,
doenca mucocutanea crdnica, diarréia associada ao uso de antibidticos, entre outras.
A candidiase oral e/ou esofdgica é uma das manifestagdes clinicas de maior freqiiéncia e,
em muitos casos, a primeira manifestacdo de infec¢ao oportunista em pacientes portadores
do virus da Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (Aids) (HOLMBERG &
MEYER, 1986; GUPTA & EHRINPREIS, 1990; DUPONT et al., 1992; BODEY, 1993;
DUBE et al., 1994; PFALLER & BARRY, 1994).

A patogenia de Candida sp. pode ser observada por algumas caracteristicas tais

COomo:

1- somente as espécies capazes de crescer a 37°C sdo potencialmente patogé€nicas ao

homem;

2- a formacdo de estrutura filamentosa, como hifas e pseudo-hifas com mais de 200pm de
comprimento, proprias de algumas espécies de Candida, pode representar um obstaculo

a fagocitose, que € o principal meio de defesa do organismo contra a infeccao fungica;

3- producdo de alguns metabdlitos por cepas de Candida capazes de desencadear

manifestacoes alérgicas;

4- nas infec¢Oes severas, onde sdo encontradas grandes quantidades de leveduras, a
inundacdo antigénica do microrganismo pode ser a causa de depressdo da imunidade

celular, o que permite o desenvolvimento da infeccdo e evolugdo para a forma cronica

(SIDRIM & MOREIRA, 1999).

Os fatores que estdo relacionados ao microrganismo na instalagdo do processo
infeccioso sdo: presenga de cepas com melhor aderéncia celular ao hospedeiro, producao de

pseudo-hifas e pseudomicélio, presenca de toxinas e a produ¢do de enzimas proteoliticas.
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Entretanto os dois ultimos fatores ainda estdo sendo estudados, no que se refere a espécie

humana (MCGINNIS, 1980; KREGER VAN R1J, 1984; SIDRIM & MOREIRA, 1999).

1.2- CANDIDEMIA

A candidemia caracteriza-se basicamente por infeccdo flingica sistémica, com
possivel origem infecciosa localizada que, em sua evolugdo, disseminou-se a outros 6rgaos
por via hematogénica. A maioria dos casos de infec¢Oes invasivas sdo causados por

C. albicans, representando cerca de 50% a 70% (BODEY, 1993).

Dentre os fatores de risco associados a candidemia estdo pacientes submetidos
a transplantes de Orgdo, cirurgias de grande porte, tratamentos com terapia
Imunossupressora, com neutropenia, neoplasia, que fizeram uso de antibidticos de amplo
espectro, alimentacdo parenteral por longo periodo, esterdides, catéteres, como também
pacientes hospitalizados em unidade de tratamento intensivo (NIELSEN et al., 1991;
BODEY et al., 1992; MEUNIER et al.,, 1992; PFALLER, 1992; BODEY, 1993;
EDWARDS et al., 1997; LUNEL et al., 1999). Além disso, a capacidade de Candida sp.
em sobreviver em meio inanimado, torna maior a possibilidade de infeccdo por via exdgena

de pacientes debilitados (PFALLER, 1995).

O crescente aumento de casos de candidemia nas ultimas décadas vem sendo
um fato preocupante devido a diversos fatores, e dentre eles destacam-se: a mortalidade, o
aumento de casos de espécies ndo-albicans como causadoras de candidemia, e a crescente
emergéncia da resisténcia de C. albicans aos antiftingicos (EDWARDS et al.,, 1997;

COLOMBO et al., 1999).

No Brasil, pesquisa realizada em seis Hospitais Gerais do Estado de Sdo Paulo
e Rio de Janeiro, relata uma alta taxa de candidemia hospitalar causada por Candida de

espécies nao-albicans, situagdo similar a encontrada em diversos paises do mundo.
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No estudo, 145 pacientes candidémicos foram observados, sendo 85 deles homens, com
média de idade de 32 anos. Foram encontradas em 63% de todos os casos espécies
ndo-albicans, sendo a propor¢do de C. albicans (37%), C. parapsilosis (25%),
C. tropicalis (24%), C. rugosa (5%) e C. glabrata (4%) (COLOMBO et al., 1999).

Em um estudo de 100 casos de candidemia no Hospital das Clinicas da
Universidade de Campinas, FCM/UNICAMP, nos anos de 1998 a 2000, foi observada uma
freqiiéncia de 49% de C. albicans, 20% de C. parapsilosis e 15% de C. tropicalis (dados do
Laboratério de Epidemiologia Molecular e Doengas Infecciosas, FCM/UNICAMP).

A deteccdo de Candida sp. em culturas de sangue (hemocultura) é meio bésico
para o diagndstico da candidemia (TARRAND et al., 1991; BRAWNER et al., 1992), mas
€ importante ressaltar que uma possivel inibi¢do do crescimento do patégeno pode se dar
por conta de prévio uso de antifungicos, condi¢des de temperatura inadequada, entre outros
fatores (MEUNIER, 1998). Dada a alta taxa de mortalidade, € consenso que todos os
pacientes, independentemente do numero de hemoculturas positivas, devem receber

tratamento antifungico sistematico (EDWARDS et al., 1997).

A identifica¢do da Candida deve ser realizada até o nivel de espécie, devido as
caracteristicas patogénicas e do perfil de resisténcia aos antiftingicos individuais de cada

espécie.

1.3- ANTIFUNGICOS

Para o tratamento da candidemia, € utilizado o fluconazol (FCZ),
5-fluorocitosina (5-FC), anfotericina B (ANF) e suas distintas formulagdes lipidicas, como
também as combinagdes de ANF com FCZ ou 5-FC que visam favorecer a terapia.
Além disto surge potenciais antifiingicos que aumentam as possibilidades de escolha

terapéutica, sdo eles: posaconazol, ravuconazol, voriconazol, caspofungina e micafungina.
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A escolha terapéutica depende do quadro clinico apresentado pelo paciente, da espécie de

Candida 1solada em cultura e da suscetibilidade aos antifingicos.

A ANF ¢ altamente téxica, o que provoca nos pacientes efeitos colaterais,
sendo esse fator limitante para o tratamento prolongado. Pacientes instdveis devem ser
tratados com ANF lipidica, devido sua baixa toxicidade. Tem sido pouco freqiiente relatos
de resisténcia secundaria a ANF (HOEPRICH, 1992; MEYER, 1992; WINGARD, 1995).
A caspofugina e micafungina, da mesma classe da ANF (echinocandinas), parecem
apresentar boa atividade antifingica para tratamento de infec¢des causadas por Candida sp.
(MULLER et al., 2001; JONSON & PERFECT, 2003). Estudos in vitro quanto a acio da
caspofungin verificaram que sua atividade antifiingica inibiu o crescimento de cepas de
Candida sp. resistentes ao FCZ, ITZ e ANF (PFALLER et al., 2003; LETSCHER-BRU
& HERBRECHT, 2003). Caspofungin é um promissor agente antifungico de primeira linha
para terapia de candidiase invasiva (JONSON & PERFECT, 2003).

O FCZ antifingico triaz6lico, de baixa toxidade, que apresenta boa
farmacocinética e eficdcia terapéutica quanto as infecgdes sistémicas, vem sendo utilizado
com bons resultados terapéuticos. O sucesso da utilizacdo do FCZ por via oral ou
endovenosa nos ultimos anos, favorece principalmente pacientes com Aids, nos quais a
terapéutica pode ser continuada, com a dose de manutencao, sem muitas complicagdes para
o mesmo. Apesar de pouco freqiiente, relatos de resisténcia secunddria a azdlicos t€m sido
descritos (WINGARD, 1995). A C. albicans é a espécie que apresenta maior
suscetibilidade ao FCZ, ao contririo de espécies ndo-albicans, como a C. krusei e a
C. glabrata que sdo usualmente menos sensiveis. Cepas de Candida sp. isoladas de sangue
de pacientes com cancer, com reducdo de susceptibilidade para FCZ e ITZ apresentaram
para os novos azdlicos  posaconazol, ravuconazol e voriconazol, considerdvel
suscetibilidade (GRANIER, 2002; JEU et al.,, 2003; LAVERDIERE et al. 2002).
PFALLER et al., (2003), relata em seu estudo que o voriconazol parece ser um antifingico

excepcional quanto a sua atividade em cepas de Candida sp. isoladas de sangue.
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Diferente dos demais azdlicos e derivados poli€énicos, a 5-FC nao atua a nivel
de membrana citoplasmadtica e sim inibindo sintese de DNA. Sdo encontrados na literatura
relatos a respeito de niveis varidveis de resisténcia primdria a essa droga, entre varios
isolados clinicos de C. albicans, bem como o surgimento de resisténcia induzida durante a
terapéutica. Fato que preocupa € o surgimento de mutantes resistentes a droga ser maior

que a esperada (HOEPRICH et al., 1974; IWATA, 1992; GALGIANI et al., 1992).

Para se obter melhor resposta terap€utica, tem sido realizados estudos para
testar a utilizacdo de drogas antifingicas combinadas. O estudo de REX et al. (2003),
demonstrou uma tendéncia de sucesso terapéutico nos pacientes com candidemia, tratados
com FCZ combinado a ANF convencional. Esses pacientes apresentaram uma percentagem
maior de hemoculturas negativas do que o grupo controle tratado com FCZ combinado a
placebo. Porém, o grupo tratado com as duas drogas antifiingicas apresentou maior
toxicidade renal, e ndo houve diferenga significativa na mortalidade nos dois grupos de
pacientes quando comparados. O estudo demonstra que a resposta a utilizagdo do FCZ

combinado a ANF ndo € antagonista.

1.4- TESTES DE SUSCETIBILIDADE

Com o surgimento de novos antifingicos disponiveis no mercado, tornaram-se
necessarios novos estudos a fim de testar essas drogas, para que se possa solucionar
questdes da comunidade médica, como a escolha da terapia mais apropriada para cada caso
de infeccdo (RINALDI, 1992; EDWARDS et al., 1997). Quanto a resisténcia flingica as
drogas existentes, ha diversos casos relatados na literatura, porém existem controvérsias
quanto a problemas com testes in vitro. Mesmo com as publica¢cdes de trabalhos cientificos,
ainda € insuficiente o nimero de informacdes quanto ao crescimento flingico e a testes de
suscetibilidade fungica as drogas antifingicas (EDWARDS et al, 1997,
COLOMBO, 1994; OH et al., 1995).
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Os testes existentes para avaliacdo in vitro da atividade antifingica tem como
principio a exposicdo de um indculo definido, do microorganismo em estudo, a
pré-determinadas concentracdes da droga a ser testada, em condi¢des que suportem o
crescimento do microorganismo e que pouco ou nada interfiram com a acdo da droga.
O resultado obtido no teste visa permitir identificar a concentracdo da droga testada que
inibe o crescimento do fungo patogénico (REX et al., 1993). Os métodos de dilui¢cdo em

caldo, em agar e difusdo em agar sdo exemplos conhecidos de métodos.

O método de diluicdo em caldo consiste na diluicio da droga em meio de
cultivo liquido onde serd inoculado o microrganismo. Esse método pode ser realizado em

tubos (macrodilui¢do) ou em placas (microdiluicao).

A diluicdo em placas € menos laboriosa do que a em tubos e ainda permite a

automatizacdo do método.

O método permite a definicio da concentragdo inibitéria minima (CIM), a
menor concentragdo de um determinado antifingico que inibe o crescimento do

microorganismo em estudo (SHEEHAN et al., 1993).

O método de dilui¢do em dgar consiste na diluicdo da droga em meio de cultivo
solidificado. Este € realizado em placas que contém, cada uma, diferentes concentracdes da
droga, onde inocula-se o microrganismo. Este método fornece resultado quantitativo da
atividade da droga. A principal desvantagem do método € o trabalho e o tempo necessério

para preparar as placas (ALVES & CURY, 1992).

O método de difusdo em dgar consiste em colocar-se um disco que contém
concentracdo unica da droga a ser testada em meio de cultivo 4dgar, que contém o indculo
do microrganismo. O halo que € formado por inibicdo do crescimento ao redor do disco
fornece resultado apenas qualitativo quanto a droga. Adicionalmente, temos resultados
onde algumas drogas apresentam baixa difusibilidade no dgar e a dificuldade de leitura dos
testes realizados com azdis leva a baixa reprodutibilidade dos resultados (SAUBOLLE

& HOEPRICH, 1978; ODDS, 1991; PFALLER, 1992).
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Outros sistemas de andlise comerciais t€ém sido difundidos para avaliacdo
in vitro de drogas antifingicas, como € o caso do Etest® (AB Biodisk, Solna, Suécia).
O Etest® consiste de uma fita pldstica contendo uma droga em diferentes concentracdes,
que uma vez difundida em meio sélido, mantém por longo periodo um gradiente fixo de
concentracdo em torno da fita. Este teste tem a vantagem da simplicidade da execug¢do do

método, e fornece dados quantitativos referentes a concentragdo inibitéria minima, mas €

muito dispendioso (BAKER et al., 1991; SANCHEZ & JONES, 1993).

N

Atualmente, a avaliagdo quanto a suscetibilidade de Candida sp. aos
antifiingicos € feita por testes de suscetibilidade padronizados por entidade responsavel
pela normatizagdo de técnicas de laboratdrio clinico nos Estados Unidos da América, o
“Nacional Committee for Clinical Laboratory Standards” (NCCLS) (GHANNOUM et al.,
1996). Baseados em estudos de farmacocinética de antiftingicos, bem como nos resultados
obtidos na terapéutica de infec¢des por Candida sp., o NCCLS sugeriu valores de
“breakpoints” para interpretacdoes dos resultados de CIM obtidas com FCZ, ITZ e 5-FC
(PFALLER et al, 1995; REX et al., 1997; ESPINEL-INGROFF, 1997).

1.5- SISTEMA BIO-CELL TRACER®

O sistema automatizado Bio-Cell Tracer ® (BCT®) foi primeiramente descrito
por MATSUOKA et al. (1990), como uma nova proposta na avaliacio de atividade
antifingica. O sistema BCT® possibilita a andlise de hifas, pseudo-hifas e a germinacao de
conidios fuingicos, mediante monitoramento automdtico do crescimento das estruturas
previamente selecionadas. As amostras sdo incubadas em camara estéril, com temperatura
ajustada segundo as especificagdes do experimento. Em seguida, as hifas e pseudo-hifas,
captadas por microscopio e camera de video, sdo selecionadas, e as imagens digitalizadas

sao acompanhadas por um programa especifico de computador.
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A aplicabilidade do método no estudo da atividade antifingica em C. albicans
foi avaliada por OH et al. (1995), em um estudo sobre o efeito combinado de ANF e 5-FC
no crescimento de hifas. Entretanto, o método foi utilizado principalmente na avaliacdo de
susceptibilidade de fungos filamentosos a drogas antiftingicas (MATSUOKA et al. 1990;
Oh et al. 1992; YAMADA et al. 1992; OH et al. 1993; TAGUCHI et al. 1995; ANSHENG
et al. 1999; IIDA et al. 1999; INOUYC et al. 2000). Assim, estudos utilizando o BCT® que
possam avaliar o comportamento do crescimento de pseudo-hifas de Candida sp. frente a
outros agentes antifingicos ou combinagdes de drogas, podem contribuir com importantes
informacdes sobre o  comportamento de  suscetibilidade do  patdgeno.
Além disto, pouco se sabe a respeito de possiveis respostas dadas por Candida sp. as
terapias utilizadas atualmente. Torna-se assim necessario a utilizagdo de testes in vitro, que
auxiliem a clinica, gerando informacdes adicionais a respeito da escolha terap€utica
apropriada, tendo em vista o restabelecimento rdpido do paciente, bem como a diminui¢ao

da mortalidade (EDWARDS et al., 1997; OH et al., 1995).
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2- OBJETIVOS
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O presente trabalho teve como objetivos:

1- Estudar o crescimento de Candida albicans frente aos seguintes

antifingicos: FCZ, 5-FC e ANF, utilizando o sistema BCT®.

2- Estudar o crescimento de Candida albicans frente a utilizacdo combinada
dos antifingicos: 5-FC e ANF, além de FCZ e ANF em adicdes conjuntas e em tempos

. . . R . ®
seqlienciais, utilizando o sistema BCT".

Objetivos
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3- MATERIAIS E METODOS
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3.1- AMOSTRAS

Foram utilizadas as cepas de Candida albicans: ATCC 90028, cepas resistentes
ao FCZ IFM 48139 e 48138 (Chiba University, Chiba, Japdo), e os isolados clinicos de
candidemia UN 205, UN 219 e UN 238 (Laboratério de Epidemiologia Molecular e
Doengas Infecciosas, UNICAMP, Campinas-SP, Brasil) (Tabela 1). As cepas foram
crescidas por 24h a 37°C em meio Batata Dextrose Agar (BDA: Difco, Detroid, U.S.A.)
e posteriormente transferidas para o meio RPMI 1640 autoclavado (Nissui Pharmaceutical
CO., LTD. Tokio, Japdao) tamponado com MOPS (acido 3-Morfolinopropanesulfonico-
Dorjindo. Japao) pH 7,0 sendo o pH ajustado com hidréxido de sédio (NaOH-Merck S.A.
Indistrias Quimicas. Rio de Janeiro-Brasil) 1mol/L. O meio foi suplementado com
L-glutamina (Vetec Quimica Fina Ltda. Rio de Janeiro-Brasil) 2% e com D(+)-glucose
(Destrose, Anhydrous-Wako Pore Chermical Industries, Ltda. Japdo) 2% e submetido por
24h a 37°C em agitador (shaker) com rotacdo de 120 rpm, para posteriormente serem

analisadas através do modelo do BCT®.

Tabela 1- Abaixo estdo listadas as cepas que fizeram parte do estudo, bem como suas

origens:
Espécie Dados referentes as cepas Origem
C. albicans Cepa sensivel ATCC-90028 Cepa de Referéncia-USA
C. albicans Cepa resistente a FCZ IFM 48138 Universidade de Chiba-Japao
C. albicans Cepa resistente a FCZ IFM 48139%* Universidade de Chiba-Japao
C. albicans Isolado clinico de candidemia UN205 FCM/UNICAMP
C. albicans Isolado clinico de candidemia UN219 FCM/UNICAMP
C. albicans Isolado clinico de candidemia UN238%* FCM/UNICAMP

* Cepas que participaram exclusivamente do estudo da resisténcia ao FCZ, ndo fazendo parte dos testes

combinatdrio de antifiingicos.
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3.2- CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA - CIM (NCCLS)

As cepas foram submetidas previamente a andlise da CIM. Foi utilizado o
método do NCCLS documento A27 referente a microdilui¢cdo em caldo, simples (utilizando
um antifiingico) e combinada (combina¢do de dois antifiingicos), na determinacdo das
CIMs para o FCZ, 5-FC, ANF, bem como para as combinag¢des de FCZ e 5-FC com ANF.
Os valores de referéncia (ponto de corte) para a microdilui¢do em caldo padronizados pelo
NCCLS e utilizados no presente estudo sdo para FCZ < 8 upg/mL (sensivel);
16-32 pug/mL (sensivel dose-dependente) e > 32 ug/mL (resistente), para 5-FC < 4 pug/mL
(sensivel); 8-16 pg/mL (intermedidria); > 32 pg/mL (resistente) (NCCLS A27).

Foram utilizadas placas plasticas estéreis, de fundo chato, possuindo oito séries
de 12 pocgos, identificadas de A a H, totalizando 96 pogos. Para determinar a CIM simples
as placas utilizadas com concentracdes jd determinadas variaram para FCZ, de
0.125 a 64pg/mL, ANF de 0.03 a 16ug/mL e 5-FC de 0.125 a 64pg/mL. Para determinar a
CIM combinada foram utilizadas as concentracoes de 0.03 a 2pg/mL para ANF e de 0.06 a
64pg/mL para FCZ, nas combinagdes de FCZ/ANF. Para a combinagdo de 5-FC/ANF, a
variacdo para 5-FC foi de 0.03 a 32ug/mL, sendo a da ANF a mesma da combinagao
anterior. Em conjunto com as concentragdes dos antifungicos foram inoculadas as cepas de
Candida albicans, com concentracdo celular variando de 0.5 x 10* a 2.5x 10° CFU/mL,
bem como seus controles positivo (indculo com meio) e negativo (s6 o meio), em 200uL
para cada poco de RPMI 1640 suplementado, crescidas por 48h a 35°C. Foram feitas duas

leituras visuais com 24 e 48h para determinagdo das respectivas CIMs.

As placas foram colocadas em suporte contendo espelho, permitindo a
observacgdo de seu reverso. No momento da leitura foi observado o crescimento da levedura
no poco controle positivo e este foi comparado com o crescimento dos demais pocos com

as diferentes concentracdes para FCZ, 5-FC e ANF.
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A determinagdo da CIM para FCZ e 5-FC (droga fungistaticas) foi realizada por inibicdo do
crescimento flingico, que consistiu de aproximadamente 80%. Para ANF (droga fungicida)
a inibi¢do foi de 100%. Para as combinagdes de 5-FC/ANF e FCZ/ANF, foi realizada por
inibicao do crescimento de aproximadamente 80% (NCCLS A27).

Para definirmos o sinergismo, a adi¢do e o antagonismo dos antifliingicos,
quando utilizamos o CIM combinatdrio, realizamos o calculo da Concentracdo Inibitéria
Fracionaria (CIF), que € feita pela soma das divisdes dos valores do CIM dos antiftingicos
obtidos na combinacdo pelo valor do mesmo sozinho. Defini-se o sinergismo quando for o

CIF £0.5, a adi¢cao 1 e o antagonismo > 2 (TUDELA et al, 2002).

3.3- AGENTE ANTIFUNGICO PARA TESTE NO SISTEMA BIO-CELL TRACER®

FCZ (Pfizer Pharmaceutical Incorporation.), ANF e 5-FC (Sigma Chemical
Co., Ltd., St. Louis, Mo., U.S.A.) foram dissolvidos em DMSO (Dimetil Sulféxido-
Wako Pore Chermical Industries, Ltda.) com concentragao de 12.8mg/mL, para estocagem.
Os mesmos foram dissolvidos posteriormente em meio RPMI 1640 para obter-se solucoes

para trabalho em concentracdes variadas.

3.4- PREPARACAO PARA MONITORAMENTO NO SISTEMA BIO-CELL
TRACER ®

Foram utilizadas placas plasticas estéreis (35 x 10mm), tratadas previamente
cada com 2mL da solu¢do de Poli-L-lisina (Sigma Chemical Co., Ltd., St. Louis,
Mo., U.S.A.) 0.01%(w/v) por 1h e secadas em radiacio UV. Para o monitoramento do
crescimento das amostras foi adicionado as placas 1mL de solu¢do celular com
concentragio de 1 a 10 x 10’ CFU/mL e deixadas em repouso por 30 a 50min em
temperatura ambiente, para fixacdo das células a Poli-L-lisina. Apds lavagem das placas
com H,O destilada filtrada (Filtro MFS-Advantec MFS, Inc.-U.S.A.), foi adicionado
ImL de RPMI 1640 e incubadas a 37°C por 2 a 4h para posterior andlise no BCT®.
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3.5 - SISTEMA BIO-CELL TRACER ©

O sistema BCT® é composto (Fig.1) por uma base para placas, onde as placas
sdo colocadas para monitoramento, um microscopio (Olympus;IMT-2), uma camara
fotogrifica que registra a pseudo-hifa escolhida, uma camera de video CCD
(Change Coupled Device) que capta a imagem das placas e as envia para um digitalizador
de imagem (Flovel), sendo estas analisadas por um programa de computador (BCT®) que
monitora automaticamente todo o desenvolvimento do experimento. O sistema possui ainda
uma camara de incubagdo onde a temperatura interna € ajustada de 10 a 50°C para
proporcionar a temperatura mais adequada ao crescimento fingico. A velocidade em que
pode ser acompanhado o crescimento das extremidades das pseudo-hifas no sistema BCT®
estd dentro de uma faixa que vai de 0.5 a 20 um/min. As extremidades das pseudo-hifas sao
observadas no monitor de TV e as imagens podem ser gravadas em video cassete sendo as

mesmas analisadas pelo programa do computador BCT®.

A
3
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Fig.1- Sistema BCT® .
A- Diagrama do Sistema BCT®:

1- Base para placa; 2- Microscopio; 3- Camera de video CCD; 4- Digitalizador de magem;
5- Microcomputador; 6- Monitor; 7- Video cassete; 8- Monitor de TV; 9- Regulador de

Temperatura; 10- Camara incubadora.

Materiais e Métodos

31



Fig.1- Sistema BCT® .

B- Imagem do equipamento disponivel no Laboratério de Epidemiologia Molecular e

Doengas Infecciosas do HC Unicamp. Em destaque estd a camara incubadora.

Materiais e Métodos

32



O cdlculo da taxa de crescimento de pseudo-hifa, feita automaticamente pelo
programa, consiste na divisdo do valor correspondente ao crescimento da pseudo-hifa no
tempo determinado, a cada Smim (L.1), dividido pela subtra¢do dos tempos final (t1) menos
inicial (t0), também a cada Smin (V1 = L1/ (t1-t0), V2 = L2/ (t2-t1),...). Os dados obtidos
sdo transferidos para uma planilha de EXEL (Microsoft — USA), onde a Taxa de Inibicao
(TD) € calculada utilizando a férmula (TI = CI — CP / CI X 100). CI e CP representam a
média de crescimento durante o periodo de pré-exposi¢do (30min iniciais) € pds-exposi¢ao

(dltimos 15-30min) a droga, respectivamente.

A andlise foi feita a partir de 10-20 extremidades de pseudo-hifas de C. albinas.
Cada experimento foi reproduzido em duplicata ou triplicata, onde foram observadas de
1 a 2 placas sendo marcadas em cada experimento de 15 a 40 pseudo-hifas. A temperatura
utilizada nos experimentos foi de 37°C. O tempo de acompanhamento do crescimento das
extremidades das pseudo-hifas para os experimento foi ajustado ao nosso modelo de
estocagem para as cepas, sendo padronizado com variacdo de 2:30h (para ANF) a 4:30h
(para FCZ e 5-FC), onde os primeiros 30min serviram para acompanhamento do
crescimento sem a adi¢do do antifingico e apds esses 30min foi observada a acdo dos
antifingicos FCZ, 5-FC e ANF sozinhos, em combinacdo (a0 mesmo tempo e em tempos
diferenciados). No caso dos controles positivos foi adicionado apenas o meio RPMI 1640
suplementado, sem antifungicos. Para uma melhor defini¢do de imagem de pseudo-hifas
foram preparadas placas coradas com azul de bromofenol, com posterior visualizagdo em

microscopio (Fig 4B).
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4- RESULTADOS
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4.1- RESULTADO DO TESTE DE RESISTENCIA AO FLUCONAZOL

As cepas de referéncia ATCC 90028 (sensivel FCZ), IFM 48139 e 48138
(resistentes FCZ), bem como os isolados clinicos UN 205, UN 219 e UN 238, estio listados
na Tabela 2 com seus respectivos valores de CIM e TI do crescimento de pseudo-hifas no
BCT®, para C. albicans com adi¢do de FCZ 64pg/mL. Observamos valores de CIM de
suscetibilidade ao FCZ (1pg/mL) para os isolados UN 205 e UN 238 e um valor de dose-
dependéncia (32png/mL ) para a cepa UN 219.

Tabela 2- Taxas de inibicdo (TI) do crescimento das pseudo-hifas de C. albicans, para
adicdo de FCZ 64ug/mL e seus respectivos controles (sem adi¢do do
antifingico), geradas através do Sistema BCT®. Também estio descritas as
médias do crescimento inicial de pseudo-hifas (CI) durante os 30min iniciais do

experimento (pré-exposi¢cdo) e dos 30min finais, pds-adicao (CP).

Cepa CI (upm/5 min) CP (um/5 min) TI (FCZ) TI (controle) CIM
ATCC 90028 0.94 0.27 70.90% -72.37% 1 pg/mL
IFM 48139 1.46 1.17 19.43% -59.41% 64pg/mL
IFM 48138 1.09 1.16 6.89% -131.99% 64ug/mL
UN 205 1.11 0.29 73.04% -38.32% Ipg/mL
UN 219 1.06 0.38 64.27% -33.12% 32pg/mL
UN 238 1.01 0.33 67.07% -28.12% 1 pg/mL

Resultados
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Nas Figuras 2 e 3 estdo representadas as curvas de crescimento das cepas
estudadas com adicio do FCZ (64pug/mL). E possivel diferenciar claramente o

comportamento das amostras resistentes das sensiveis.

Além dos registros graficos, visualizamos o crescimento das pseudo-hifas de C.
albicans em monitor de TV, gravando em fita de video cassete grande parte dos

experimentos, além de fotografarmos as pseudo-hifas (Fig. 4).

1.6

UN 205
.- m--UN219
14 Controle (UN 205)
' —+— UN238
L] .
1.2 . o
- [
% )
N I ;
1494 \ S \m
m, 2 SR
c v N[ w1 Vo Ngn
£ ¥ LA
w 08 - ¢S WSS VL A Le
2 v oL} & i
g AV WA /
\\,\
0.6 | LI /"'i\
\V.r ,‘\g.i\
u Lo
0.4 L
\-i ’.
/
0.2 v
0

OO PP P PEPP P PP P PR LR RCP P PP
Tempo (min)
Figura 2- Curva de crescimento das cepas UN 205, UN 219 e UN 238 com adi¢ac

de FCZ 64ug/mL. Como referéncia esta a curva de crescimento da cepa

UN 205 sem adicao do FCZ.
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Figura 3- Curva de crescimento das cepas IFM 48139, IFM 48138 com adi¢do
de FCZ 64ug/mL e ATCC 90028 sem adi¢do do FCZ, como

referéncia.
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A-Visualizaciio no BCT®

Fig. 4- Observacdo de pseudo-hifas de C. albicans fixada por poli-L-lisina, incubacio
a 37°C por 3h em RPMI 1640.
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4.2- RESULTADOS DOS TESTES DE SUSCETIBILIDADE PARA FLUCONAZOL,

S-FLUOROCITOSINA E ANFOTERICINA B:

Os valores encontrados de CIM para as cepas nos testes com FCZ, 5-FC e ANF

estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3- Valores de Concentra¢do Inibitéria Minima (CIM) para as cepas de C. albicans,

testadas com fluconazol, 5-fluorocitosina e anfotericina B

Cepas/CIM
IFM 48138 ATCC 90028 UN 219 UN 205
Antifingicos
Fluconazol 64pg/mL lpg/mL 32pg/mL lpg/mL
Anfotericina B 1pg/mL 1pg/mL 0.5pg/mL Ipug/mL
5-Fluorocitosina 2pg/mL Ipg/mL 0.125pg/mL 0.125pg/mL

Resultados
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Os Valores de CIM Combinada para ANF/5-FC e ANF/FCZ estao relacionados
na Tabela 4, em conjunto com os valores do célculo da Concentragdo Inibitéria Fracionéria
(CIF) obtidos da combinac¢ido dos mesmos antifiingicos. Observamos paras as combinagdes

antiftingicas valores de CIF indicativos de sinergismo e antagonismo.

Tabela 4- Valores de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) Combinada para as cepas de

C. albicans e seus respectivos valores do Calculo de Concentragdo Inibitéria

Fracionaria (CIF).
CIM Combinada

ANF5-FC (ug/mL)CIF  CIF ANF/ FCZ (pg/mL) CIF
Cepas
ATCC 90028 0.25/0.5 0.75 1/0.25 0.62
IFM 48138 0.25/1 0.75 1/64 2.5
UN 219 0.25/0.5 0.75 0.25/0.5 0.5
UN 205 0.25/0.25 0.75 0.25/0.5 0.75

Obs: Parametro para definicao de sinergismo CIF < 0.5, adicdo = 1 e antagonismo > 2.

Os valores encontrados das taxas de inibicdo do crescimento de pseudo-hifas
das cepas estudadas através do Sistema BCT® estdo relacionados nas Tabela 5 a 8, em
conjunto com os valores de seus respectivos controles (as mesmas cepas analisadas sem
adicdo dos antifingicos), além das médias de crescimento pré e pds adicdo da droga
(CI e CP). Foram utilizadas diferentes concentracdes de FCZ, ANF e 5-FC, bem como
adi¢Oes combinadas dos antifungicos 5-FC/ANF e FCZ/ANF.
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Tabela 5- Taxas de inibi¢do (TI) do crescimento de pseudo-hifas de C. albicans
(cepa ATCC 90028) e seus respectivos controles (sem adi¢ao do antifungico),
geradas através do Sistema BCT®. Também estio descritas as médias do
crescimento inicial de pseudo-hifas (CI) durante os 30min iniciais do

experimento (pré-exposicao) e dos 30min finais, pds-adicao (CP).

Antifingicos (ug/mL) CI (um/5 min) CP (um/5 min) TI
Anfotericina B

1.0 0.95 0.03 96.17%
0.5 1.12 0.04 95.61%
0.25 1.09 0.03 96.93%
0.125 0.80 0.10 86.63%
5-Fluorocitosina

1.0 1.32 0.52 60.56%
0.5 1.11 0.72 34.67%
0.25 1.10 0.61 44.12%
Fluconazol

1 1.03 0.38 63.03%
0.5 0.96 0.77 20.16%
0.25 1.14 1.01 10.61%
0.125 0.96 1.18 -23.25%
0.06 0.94 1.06 -12.15%

5-FC/ ANF (ug/mL)

0.5/0.25 1.17 0.07 93.92%

0.25/0.125 0.84 0.05 93.15%

0.125/ 0.06 1.06 0.17 83.43%

FCZ/ANF (pg/mL)

0.25/1 1.26 0.04 96.94%

0.125/0.5 1.17 0.04 96.28%

0.06/0.25 1.03 0.09 90.93%

Controle 0.77 1.33 -73.37%
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Tabela 6- Taxas de inibi¢do (TI) do crescimento de pseudo-hifas de C. albicans (cepa IFM
48138) e seus respectivos controles (sem adi¢do do antifiingico), geradas através
do Sistema BCT®. Também estdo descritas as médias do crescimento inicial de
pseudo-hifas (CI) durante os 30min iniciais do experimento (pré-exposi¢ao) e

dos 30min finais, pos-adi¢ao (CP).

Antifingicos (ug/mL) CI (um/5 min) CP (um/5 min) TI

Anfotericina B

1.0 1.27 0.04 96.47%
0.5 0.72 0.04 94.15%
0.25 0.81 0.03 96.10%
0.125 1.08 0.06 93.67%
0.06 1.36 0.07 94.76%

5-Fluorocitosina

2.0 0.93 0.42 54.79%
1.0 0.99 0.60 39.61%
0.5 1.22 0.76 38.08%
0.25 1.23 0.78 36.62%
Fluconazol

64 1.09 1.16 6.89%

5-FC/ ANF (pg/mL)

1/0.25 1.07 0.04 95.84%
0.5/0.125 0.69 0.05 91.53%
0.25/0.06 0.97 0.10 89.65%
FCZ/ANF (pg/mL)

64/1 1.00 0.05 94.61%
Controle 0.64 1.50 -131.99%
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Tabela 7- Taxas de inibi¢do (TI) do crescimento de pseudo-hifas de C. albicans
(cepa UN 205) e seus respectivos controles (sem adi¢do do antifiingico),
geradas através do Sistema BCT © . Também estdo descritas as médias do
crescimento inicial de pseudo-hifas (CI) durante os 30min iniciais do

experimento (pré-exposi¢cao) e dos 30min finais, pds-adicao (CP).

Antifingicos (ug/mL) CI (um/5 min) CP (um/5 min) TI

Anfotericina B

1.0 0.93 0.05 94.59%
0.5 1.01 0.04 95.28%
0.25 0.98 0.04 95.74%
0.125 0.98 0.02 97.57%
0.06 1.34 0.05 95.65%
0.03 1.28 0.58 54.04%

5-Fluorocitosina

0.25 1.11 0.16 85.52%
0.125 0.93 0.25 73.20%
0.06 1.19 0.40 65.82%
Fluconazol

| 1.17 0.68 42.30%
0.5 0.92 0.42 54.05%
0.25 1.25 0.94 24.92%
0.125 1.13 0.80 29.21%
0.06 1.45 1.39 4.41%

5-FC/ ANF (ug/mL)

0.25/0.25 1.18 0.05 95.17%
0.125/0.125 1.08 0.05 94.57%
0.06/0.06 1.00 0.18 82.17%
FCZ/ANF (pg/mL)

0.5/0.25 1.20 0.04 96.30%
0.25/0.125 1.32 0.05 96.12%
0.125/0.06 0.96 0.06 93.25%
0.06/0.03 1.47 0.65 55.78%
Controle 0.78 1.07 -38.04%
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Tabela 8- Taxas de inibicdo (TI) do crescimento de pseudo-hifas de C. albicans
(cepa UN 219) e seus respectivos controles (sem adicdo do antifungico),
geradas através do Sistema BCT®. Também estio descritas as médias do
crescimento inicial de pseudo-hifas (CI) durante os 30min iniciais do

experimento (pré-exposicao) e dos 30min finais, pds-adicao (CP).

Antifingicos (ug/mL) CI (um/5 min) CP (um/5 min) TI

Anfotericina B

0.5 1.61 0.05 96.78%
0.25 1.43 0.06 95.58%
0.125 1.04 0.04 95.28%
0.06 1.31 0.07 94.09%
0.03 1.41 0.55 60.67%

5-Fluorocitosina

0.5 1.28 0.60 53.10%
0.25 1.23 0.64 47.63%
0.125 1.39 0.96 30.40%
Fluconazol

32 1.34 0.35 73.54%
0.5 1.34 0.65 51.79%
0.25 1.55 0.78 49.82%
0.125 1.30 1.26 3.49%
0.06 1.34 1.48 -10.81%
5-FC/ ANF (pg/mL)

0.5/0.25 1.48 0.05 96.48%
0.25/0.125 1.09 0.06 94.41%
0.125/0.06 1.21 0.15 87.41%
FCZ/ANF (pg/mL)

0.5/0.25 1.30 0.04 96.79%
0.25/0.125 1.12 0.04 95.76%
0.125/0.06 1.05 0.06 93.86%
0.06/0.03 1.44 0.32 77.19%
Controle 1.24 1.65 -33.12%
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Na Figura 5 estdo ilustradas curvas de crescimento da cepa UN 205 com adicao

de diferentes concentracdes de ANF.
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Figura 5- Curvas de crescimento da cepa UN 205 com adi¢do de diferentes concentragdes

de ANF e o perfil de crescimento do seu controle sem adi¢do, obtidas através do
Sistema BCT®.
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Nas Tabelas 9 a 12 estdo os resultados dos testes feitos com combinacdes
escolhidas (em torno de 90% de inibigdo) de ANF/5-FC e ANF/FCZ, com adicdo em
conjunto (30 minutos) ou em tempos seqiienciais (adi¢do de 5-FC ou FCZ nos 30min de
crescimento da cepa e de ANF com 10, 20 e 30 minutos apds a adi¢do anterior). Estes testes
foram feitos com o intuito de analisar possiveis efeitos sinérgicos ou antagdnicos das

drogas combinadas.

Tabela 9- Efeito sinérgico ou antagdnico dependente de tempo para adi¢des combinadas
dos antifiingicos 5-FC/ANF e FCZ/ANF no crescimento de pseudo-hifas de
C. albicans (cepa ATCC 90028), geradas através do Sistema BCT®.
Estdo descritas as Taxas de inibi¢do (TI) e as médias do crescimento inicial de
pseudo-hifas (CI) durante os 30min iniciais do experimento (pré-exposi¢ao) e

dos 30min finais, pds-adi¢ao (CP).

Antifingicos (pg/mL) CI (um/5 min) CP (um/5 min) TI

5- FC 0.25 + ANF 0.125
5- FC + ANF (adicdo simultdnea)
5- FC (30 min) + ANF (30 min) 0.84 0.05 93.15%

5- FC + ANF (adig¢do separada)

5- FC (30 min) + ANF (40 min) 0.80 0.05 93.95%
5- FC (30 min) + ANF (50 min) 0.87 0.04 95.41%
5- FC (30 min) + ANF (60 min) 1.08 0.08 91.93%

FCZ 0.125 + ANF 0.5
FCZ + ANF (adic¢do simultdnea)
FCZ (30 min) + ANF (30 min) 1.17 0.04 96.28%

FCZ + ANF (adigdo separada)

FCZ (30 min) + ANF (40 min) 0.99 0.02 97.33%
FCZ (30 min) + ANF (50 min) 1.18 0.06 96.47%
FCZ (30 min) + ANF (60 min) 0.82 0.06 92.25%
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Tabela 10- Efeito sinérgico ou antagdnico dependente de tempo para adi¢des combinadas
dos antifungicos 5-FC/ANF e FCZ/ANF no crescimento de pseudo-hifas de C.
albicans (cepa IFM 48138), geradas através do Sistema BCT®. Estdo descritas
as Taxas de inibicdo (TI) e as médias do crescimento inicial de pseudo-hifas
(CI) durante os 30min iniciais do experimento (pré-exposi¢dao) e dos 30min

finais, pos-adi¢ao (CP).

Antifingicos (ug/mL) CI (um/5 min) CP (um/5 min) TI

5- FC 0.5 + ANF 0.125
5- FC + ANF (adi¢do simultdnea)
5- FC (30 min) + ANF (30 min) 0.69 0.05 91.53%

5- FC + ANF (adig¢do separada)

5- FC (30 min) + ANF (40 min) 0.98 0.05 94.70%
5- FC (30 min) + ANF (50 min) 1.02 0.05 95.26%
5- FC (30 min) + ANF (60 min) 1.11 0.08 92.77%
FCZ 64 + ANF 1

FCZ + ANF (adi¢do simultdnea)
FCZ (30 min) + ANF (30 min) 1.00 0.05 94.61%

FCZ + ANF (adi¢do separada)

FCZ (30 min) + ANF (40 min) 0.83 0.03 96.49%
FCZ (30 min) + ANF (50 min) 1.13 0.04 96.04%
FCZ (30 min) + ANF (60 min) .12 0.03 96.67%
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Tabela 11- Efeito sinérgico ou antagdnico dependente de tempo para adicdes combinadas
dos antifungicos 5-FC/ANF e FCZ/ANF no crescimento de pseudo-hifas de
C. albicans (cepa UN 205), geradas através do Sistema BCT®. Estdo descritas
as Taxas de inibi¢do (TI) e as médias do crescimento inicial de pseudo-hifas
(CI) durante os 30min iniciais do experimento (pré-exposi¢dao) e dos 30min

finais, pds-adi¢ao (CP).

Antifingicos (ug/mL) CI (um/5 min) CP (um/5 min) TI

5- FC 0.125 + ANF 0.125
5- FC + ANF (adi¢do simultdnea)
5- FC (30 min) + ANF (30 min) 1.08 0.05 94.57%

5- FC + ANF (adig¢do separada)

5- FC (30 min) + ANF (40 min) 1.16 0.11 89.99%
5- FC (30 min) + ANF (50 min) 1.12 0.04 95.93%
5- FC (30 min) + ANF (60 min) 1.10 0.14 87.19%

FCZ 0.125 + ANF 0.06
FCZ + ANF (adi¢do simultdnea)
FCZ (30 min) + ANF (30 min) 0.96 0.06 93.25%

FCZ + ANF (adi¢do separada)

FCZ (30 min) + ANF (40 min) 1.64 0.47 70.77%
FCZ (30 min) + ANF (50 min) 1.53 0.53 64.95%
FCZ (30 min) + ANF (60 min) 1.11 0.15 86.54%
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Tabela 12- Efeito sinérgico ou antagdnico dependente de tempo para adi¢des combinadas

dos antifungicos 5-FC/ANF e FCZ/ANF no crescimento de pseudo-hifas de C.

albicans (cepa UN 219), geradas através do Sistema BCT®. Estio descritas as

Taxas de inibi¢do (TI) e as médias do crescimento inicial de pseudo-hifas (CI)

durante os 30min iniciais do experimento (pré-exposi¢ao) e dos 30min finais,

pos-adicao (CP).

Antifingicos (ug/mL) CI (um/5 min) CP (um/5 min) TI

5- FC 0.25 + ANF 0.125

5- FC + ANF (adi¢do simultdnea)

5- FC (30 min) + ANF (30 min) 1.09 0.06 94.41%
5- FC + ANF (adig¢do separada)

5- FC (30 min) + ANF (40 min) 1.52 0.05 96.69%
5- FC (30 min) + ANF (50 min) 1.49 0.44 70.15%
5- FC (30 min) + ANF (60 min) 1.35 0.55 59.27%
FCZ 0.125 + ANF 0.06

FCZ + ANF (adi¢do simultdnea)

FCZ (30 min) + ANF (30 min) 1.05 0.06 93.86%
FCZ + ANF (adicdo separada)

FCZ (30 min) + ANF (40 min) 1.59 1.29 18.85%
FCZ (30 min) + ANF (50 min) 1.37 1.02 25.33%
FCZ (30 min) + ANF (60 min) 2.06 1.99 3.42%
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Nas Figuras 6 e 7 podemos visualizar o comportamento das curvas de
crescimento de C. albicans ATCC 90028 e UN 219, quando adicionadas as concentragdes
combinadas de ANF mais 5-FC e ANF mais FCZ, respectivamente, comparadas com seus
controles, sem adicdo do antifingico. Na Figura 8 encontra-se a representacdo grifica da

dinamica de crescimento da cepa UN 219, na adicdo combinada FCZ/ANF, em tempos

diferentes.
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Figura 6- Curvas de crescimento da cepa ATCC 90028 com adi¢do da combinagdo de
5-FC mais ANF, e o perfil de crescimento do seu controle sem adicdo,

obtidas através do Sistema BCT®.
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Figura 7- Curvas de crescimento da cepa UN 219 com adi¢cdo da combinagdo de FCZ
mais ANF, e o perfil de crescimento do seu controle sem adi¢do, obtidas

através do Sistema BCT®.

Resultados
51



um/ 5 min

— @ — FCZ(30min)/ANF(40min) ------ FCZ(30min)/ANF(50min)

3.5 . —&— FCZ(30min)/ANF(60min)

FCZ(30min)/ANF(30min)

L D - R R - R CHE O RN

Tempo (min)

Figura 8- Curvas de crescimento da cepa UN 219 com adi¢cdo da combinagdo de FCZ
mais ANF, simultaneamente e em tempos seqiienciais, obtidas através do

Sistema BCT®.
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A maioria dos pesquisadores tem estudado in vitro apenas os estdgios iniciais
do crescimento de hifa fungica, sendo os eventos que se sucedem igualmente importantes.
O método BCT® propde a andlise de estdgios subseqiientes ao surgimento de hifa,
pseudo-hifas fiingica, permitindo uma andlise refinada de sua inibi¢do em resposta a drogas
antifingicas (OH et al. 1995). Neste estudo, utilizamos o sistema BCT® para analisar o
crescimento de pseudo-hifas de C. albicans em resposta aos antifungicos FCZ, ANF, 5-FC,
isolados e de forma combinada (FCZ/ANF e 5-FC/ANF) em conjunto e em tempos

seqiienciais.

O FCZ ¢ um importante antifingico utilizado no tratamento de pacientes com
Aids, devido a sua baixa toxicidade e suas formulagdes de administra¢do, via oral e
parenteral (TERREL & HUGHES, 1992). Contudo, alguns relatos de resisténcia secundéria
ao FCZ tem sido descritos (WINGARD, 1995). Por este motivo, utilizamos o BCT® para
avaliar o comportamento de suscetibilidade de cepas de C. albicans na presenca de

64ug/mL de FCZ, valor referente a maior concentragao utilizada na clinica.

As cepas de referéncia ATCC 90028 (sensivel ao FCZ), IFM 48139 e
IFM 48138 (resistentes ao FCZ) apresentaram comportamento esperado, tanto para os
valores obtidos com a microdiluicio em caldo, quanto para TI no BCT®. A cepa
ATCC 90028 apresentou taxa de inibicao do crescimento de 70.90 %, a IFM 48139 19.43%
e IFM 48138 6.89%, o que indica, nestes ultimos casos uma baixa TI para pseudo-hifas.
Os 1solados clinicos UN 205, UN 219 e UN 238 apresentaram comportamento de
suscetibilidade, estando suas taxas de inibi¢cdo do crescimento variando entre 64.27% a
73.04%. Os valores de CIMs encontrados para UN 205 e UN 238 foram de 1pug/mL, e para
a UN 219 de 32ug/mL, o que representa valores de suscetibilidade e dose-dependéncia,
respectivamente. Nao detectamos grandes diferencas na taxa de inibi¢do do crescimento da
cepa UN 219, quando utilizamos a concentracdo de 32 pg/mL de FCZ, sendo a mesma de
73.54%. As taxas de inibicdo dos controles (cepas sem adi¢do da droga) foram todas

negativas, indicando um crescimento continuo das pseudo-hifas rastreadas.
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Os resultados obtidos com o teste de resisténcia ao FCZ, encontrados no BCT®
foram similares aqueles utilizando o teste padrdo de microdiluicdo em caldo, sugerindo
diferentes classes de taxas de inibicio que poderiam ser agrupadas como valores
correspondentes a suscetibilidade (acima de 60%) e resisténcia (at€é 20%). Entretanto,
outros estudos sdo necessdrios com uma maior quantidade de amostras, maior nimero de
experimentos por amostra € em diferentes condicdes, para que se possa padronizar estes

valores para aplicagdes clinicas.

Também avaliamos o comportamento de algumas cepas frente a diferentes
concentracoes de ANF, 5-FC, além de FCZ, bem como as combinacdes de 5-FC e
FCZ com ANF. Na administragdo de ANF, todas concentragcdes apresentaram altas taxas de
inibi¢do (em torno de 90%). Por se tratar de uma droga fungicida, poderia se esperar que a
ANF promovesse inibi¢do total, ou de 100%, no BCT®, como ocorre no teste de
microdiluicdo em caldo. Contudo, existem diferencas entre estes métodos que poderiam
explicar esta taxa residual de crescimento. A andlise de CIM foi feita por inspecdo visual,
ao contrdrio do BCT® onde se acompanham pseudo-hifas individuais ao microscopio.
Além disso, o tempo de experimento no BCT® (2:30 h) é inferior ao do teste de
microdiluicao em caldo (24-48 h), proporcionando um tempo menor de exposicdo a droga.
Assim, células que exibissem certa tolerancia ao antifingico durante curto periodo de
exposi¢cao, poderiam ser detectadas no BCT®. Outro fato que pode estar associado a este
fendmeno € que no BCT® se analisam pseudo-hifas, enquanto no teste de microdiluicdo em
caldo, populacdes de células. Estas estruturas vegetativas poderiam apresentar respostas
diferentes, mesmo que pequenas variagdes, a presenga de um antiftingico. A isto se associa
o fato de termos observado que, mesmo utilizando concentragdes menores que a CIM para
ANF, obtivemos no BCT® taxas de inibicdo do crescimento de pseudo-hifas em torno de
90% para todas as cepas estudadas. Para 5-FC, as taxas de inibicao foram mais baixas,
variando entre 53.10% e 85.52% utilizando a concentracdo encontrada no teste de

microdilui¢do em caldo para cada cepa. A CIM foi definida com 80% de inibicdo, por se
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tratar a 5-FC de uma droga fungistética. Este crescimento residual pode ser equivalente no
BCT® para as pseudo-hifas que tiveram menor inibi¢do de crescimento, refletindo nas taxas

de inibicdo mais baixas para 5-FC.

As taxas de inibi¢do encontradas para FCZ utilizando o valor da CIM foram de
73.54% para UN 219, 63.03% para ATCC 90028 e 42.30% para UN 205. A baixa taxa de
inibicdo encontrada para UN 205 pode ter sido conseqiiéncia de algum artefato na

realizacdo do experimento.

Nos testes de microdiluicio em caldo combinada para ANF/5-FC, os valores
encontrados no cdlculo de CIF foram de 0.75 para todas as cepas testadas, ndo sendo
enquadrado em nenhuma categoria tedrica, apesar de tender ao sinergismo. Os CIFs foram
similares para as cepas ATCC 90028 e UN 205 na combinacdo ANF/FCZ. O CIF (2.5) da
cepa resistente a0 FCZ IFM 48138 para adicio combinada de FCZ/ANF reflete o efeito
antagdnico exercido pela ANF, que é fungicida. A cepa UN 219 para a combinagdo
ANF/FCZ apresentou CIF de 0.5, indicando sinergismo. Nos experimentos do BCT® com
as drogas combinadas, as taxas de inibi¢do utilizando os valores de CIM combinada e
concentracdes uma a duas vezes mais baixas ficaram em torno de 90%. Os valores de CIM
combinada mais baixos, em torno de 90% de inibicdo, foram utilizados nos experimentos

de BCT® com adicao das drogas em tempos diferentes.

As taxas de inibicdo para adicdes combinadas em tempos diferentes
mantiveram os padrdes para adigdes simultdneas, com excec¢do dos isolados clinicos
UN 205 e UN 219. A cepa UN 205 apresentou pequenas reducdes na TI, quando ANF foi
adicionada ap6s FCZ. Contudo, estas variacdes foram menores do que as encontradas na
cepa UN 219. Observamos que esta cepa apresentou uma variagdo de TI de 96.48% a
59.27%, utilizando ANF/5-FC em tempos diferenciados. Para a combinacdo de ANF/FCZ,
ela apresentou comportamento singular, variando sua TI de 93.83% até 3.42%. Este dado

difere do encontrado na microdiluicio combinada, onde a CIF (0.5) indicou um efeito
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sinérgico da drogas. Também, os testes combinados com estes antifiingicos no BCT®
revelaram altas taxas de inibi¢do. Neste caso, € possivel que a administracao inicial de FCZ
tenha desencadeado algum mecanismo secundario de resisténcia a ANF, o que ndo

aconteceria quando as drogas sdo administrados em conjunto.

A interacdo do FCZ com ANF j4 foi relatada em alguns estudos e as respostas
in vitro para os testes com adicdo de FCZ antes da ANF indicaram antagonismo, sendo
similares aos dados encontrados em nosso trabalho (ERNST et al., 1998).
No entanto outros relatos indicam que para testes in vivo a resposta parece nio ser a
mesma. Neste caso, a adicdo de FCZ antes de ANF em ratos com candidemia ndo
comprometeu o poder fungicida da ANF (SUGAR et al., 1995). ERNST et al., (1998),
demonstrou que a atividade de ANF poderia ser recuperada apds a remocdo do FCZ
in vitro. Este fendmeno poderia explicar o fato de nao ter sido observado antagonismo entre
as drogas nos ensaios com modelos animais. E possivel que, por caracteristicas préprias do
organismo, como metabolizacdo da droga, a recuperacdo da atividade fungicida de ANF
seja mais rapida. Outro estudo (SUGAR et al., 1995) sugere que a interacdo das duas
drogas € dependente da espécie de fungo utilizada no teste, mas no presente estudo

observamos para as cepas avaliadas comportamentos diferenciados.

Nolte et al, 1997 descreve dois isolados de C. albicans obtidos de hemocultura
de pacientes com leucemia submetidos a profilaxia com FCZ (400mg/dia) e ANF empirica
(0.5mg/dia), que apresentaram resisténcia a estes antiftingicos e outros azdlicos, sendo os
mesmos pacientes anteriormente tratados com éxito com ANF e 5-FC, tendo CIMs
referentes a suscetibilidade. Os resultados dos estudos detectaram mutacdo em um gene que
codifica esterdis de membrana. A auséncia de ergosterol de membrana em cepas resistentes
ao FCZ produziria resisténcia a ANF. Entretanto, fendmenos de resisténcia cruzada ainda

ndo estao totalmente compreendidos (WHITE et al, 1998).

O sistema BCT® permite que se analise o comportamento do fungo frente a
adicao combinada de drogas em tempos diferentes. Assim, a utilizacdo do BCT® pode ser
util no estudo de casos onde se encontrem fendmenos de resisténcia cruzada ou

comportamentos de sinergismo e antagonismo em cepas de fungos patogénicos.
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Diferente do teste de microdilui¢cdo em caldo, que lida com massa de células e
determina a inibicdo do crescimento fungico por turbidez celular, o BCT® ¢ capaz de
acompanhar as nuances do crescimento dindmico de pseudo-hifas em resposta a um agente
antifingico (OH et al., 1995). O modelo BCT® proporcionou um acompanhamento do
crescimento das cepas estudadas com uma maior suscetibilidade, sendo possivel verificar,
por exemplo, as diferenciacdes a nivel de membrana celular quando na presenca de
antifingico especifico. Tendo sido observado que alguns antifingicos nao sdo letais a
certas espécies de fungo, sendo portanto somente inibidores do crescimento
(COLOMBO et al., 1993), 0 BCT® nos fornece maior seguranca na avalia¢do da inibi¢ao
do crescimento. Além disto, a temperatura utilizada nos experimentos com BCT® (37° C)
€ proxima a encontrada no corpo humano, em contraste com a temperatura de 35°C dos

testes da CIM, o que poderia melhor modular as condi¢des do ambiente para o patdgeno.

A andlise completa do BCT® levou em torno de 9-12 h, enquanto o teste
convencional de microdilui¢ao em caldo leva de 24-48 h para fungos leveduriformes, como
padronizado pelo NCCLS. Desta forma, o BCT® poderia ser implementado como um
modelo alternativo na avaliacao de suscetibilidade antifiingica em pacientes candidemicos,
fornecendo respostas mais rdpidas para que se possa contribuir com os procedimentos

clinicos.

Este estudo contribuiu com novas informacdes a respeito de um sistema
automatizado (BCT®) para andlise de pseudo-hifas, que pode vir a ser utilizado no
desenvolvimento de novas estratégias para uma rdpida determinacdo de suscetibilidade

antifiingica de C. albicans ou outros agentes infecciosos.

Discussdo
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e Os resultados obtidos com o teste de resisténcia ao FCZ, encontrados no
BCT® foram similares aqueles utilizando o teste padrdo de microdiluicio em caldo,
sugerindo diferentes classes de taxas de inibi¢do que poderiam ser agrupadas como valores

correspondentes a suscetibilidade e resisténcia.

e A cepa UN 219 apresentou comportamento singular para a combinagdo de
FCZ e ANF em tempos diferentes, variando sua taxa de inibi¢do de 93.83% até 3.42%. Este
dado difere do encontrado no CIM combinatdrio e nos testes com adi¢cdo simultanea destes
antifiingicos no BCT® e sdo similares a dados encontrados na literatura sobre administragio

seqiiencial destas drogas.

e Este estudo contribuiu com novas informacdes a respeito de um sistema
automatizado para andlise de pseudo-hifas, que demonstrou ser versatil e mais rapido que

os métodos convencionais na determinagdo de suscetibilidade antifungica de C. albicans.

Conclusoes
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