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Levando em consideracio as caracteristicas terciarias do Hospital das Clinicas da
UNICAMP, com uma grande populacdo de pacientes imunossuprimidos, conhecer a
epidemiologia e o perfil de suscetibilidade dos principais patoégenos fiingicos isolados, seria
de grande valia. De janeiro de 1999 a dezembro de 2003, 3.926 cepas de Candida spp,
foram isoladas de 3.297 pacientes. C.albicans foi a espécie mais freqiiente com 64,4% dos
isolados, seguida por C. tropicalis (11,8%), C.glabrata (10,8%) e C.parapsilosis (6,5%).
Cepas de C. albicans foram mais isoladas de escarro (34,8%), urina (20,5%), lavado
bronquico (11,6%) e swab perineal (8,3%). C. parapsilosis fot mais relacionada a cateteres
(10,0%) e hemoculturas (24,1%), enquanto C.tropicalis (35,0%) e C.glabraia (50,0%)
foram mais freqlientes em urina. Estes dados revelam as espécies mais prevalentes e a
necessidade do conhecimento de sua suscetibilidade aos antifingicos em uso, se ndo para
nortear a terapia, a0 menos como guia para terapéutica empirica, No presente estudo, 175
cepas de Candida isoladas a partir de culturas de sangue, cateter e urina: foram submetidas
ao teste de suscetibilidade frente a anfotericina B, fluconazol, cetoconazol e itraconazol
pelas técnicas NCCLS e EUCAST, para comparagdo estatistica das CIMs obtidas.
Tomando-se a concordincia exata entre as 2 metodologias, os melhores resultados foram
obtidos para C. parapsilosis frente a itraconazol (88,57%) e cetoconazol (85,71%).
Com diferencas de até 1 diluigdo, resultados acima de 90% de concordincia, foram obtidos
para C.krusei frente a anfotericina B (97,14%) e fluconazol (94,2%), C.glabrata frente a
itraconazol (97,14%) e C.parapsilosis frente a itraconazol (100,0%) e cetoconazol (91,4%).
Com até 2 dilui¢Bes de diferenca 100% de concordancia foi obtida frente a anfotericina B
para todas as espécies avaliadas; para itraconazol frente a C.glabrata, C.krusei e
C.tropicalis; para cetoconazol, frente a C.parapsilosis e C.krusei e para fluconazol frente a
C.glabrata, C.krusei e C.iropicalis.. Pode-se observar que, para a maioria das drogas
avaliadas, as CIMs mais altas foram obtidas com a metodologia NCCLS e que os testes
realizados com as cepas de C.parapsilosis foram os que apresentaram mais resultados
homogéneos entre as metodologias. De acordo com o documento NCCLS M27 A2, as
cepas avaliadas foram classificadas quanto a sua suscetibilidade, para as duas metodologias
empregadas. Frente ao fluconazol, os resultados foram bastante concordantes, exceto para
C. krusei, onde a metodologia NCCLS apontou cepas mais resistentes. Para itraconazol, de

modo geral, a metodologia NCCLS apontou cepas mais resistentes. Frente a anfotericina B
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as cepas menos sensiveis foram observadas pela metodologia NCCLS, com excecdo da
C.albicans. Assim, em nossa institui¢do, no periodo avaliado, o indice de resisténcia das
cepas isoladas frente ao fluconazol foi de 6,8%,para metodologia NCCLS e de 5,1% para
EUCAST,; frente ao itraconazol foi de 32,6% para metodologia NCCLS e de 31,4% para o
EUCAST e frente a anfotericina B foi de 23,4% para NCCLS e de 9,1% para EUCAST.
De modo geral, os dados de sensibilidade e resisténcia sio compativeis com os relatados na
literatura consultada. Finalmente, um procedimento mais adequado a rotina de um
laboratério de microbiologia, utilizaria leitura espectrofotométrica, apos 24 e 48 h de

incubagio, em placas de fundo chato, de testes realizados pela metodologia NCCLS.

Resumo
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Considering the tertiary characteristics of the Clinical Hospital of the State University of
Campinas, with a large number of immunocompromised patients, it would be very
important to know the susceptibility pattern from the fungal pathogens. From January 1999
to December 2003, 3926 Candida strains were isolated from 3297 patients. C.albicans was
the most frequent species with 64, 4%, followed by C. tropicalis (11, 8%), C.glabrata
(10, 8%) and C.parapsilosis (6,5%). C. albicans strains were mostly isolated from sputum
(34,8%), urine (20,5%), bronchoalveolar lavage (11,6%) and perinea swab (8,3%). C.
parapsilosis was more related to catheters (10,0%) and blood cultures (24,1%), while
C.tropicalis (35,0%) and C.glabrata (50,0%) were frequent in urine.

This data showed the most prevalent species and the necessity to know their susceptibility
pattern to current in use antifungal drugs. In this work, 175 Caondide strains isolated from
blood, catheter and urine were submitted to antifungal susceptibility tests to amphotericin
B, fluconazole, ketoconazole and itraconazole by NCCLS and EUCAST methodologies, for
statistical comparison of MICs. Exact agreement of the two methodologies was obtained
for 88,57% of C. parapsilosis strains when testing itraconazole and ketoconazole
{85,71%). Until 1 dilution and results over 90% of agreement were obtained for C.Arusei
when testing amphotericin B (97,14%) and fluconazole (94,2%), C.glabrata tested with
itraconazole (97,14%) and C.parapsilosis with itraconazole {100,0%) and ketoconazole
(91,4%). With until 2 dilutions difference 100% agreement was obtained for all evaluated
strains with amphotericin B, C.glabrata, C.krusei and C.fropicalis with itraconzole,
C.parapsilosis and C.krusei with ketoconazole; C.tropicalis, C.krusei and C.glabrata for
fluconazole For the most drugs evaluated, higher MICs were observed with NCCLS

methodology. C.parapsilosis strains showed, in general the best results.

According to the NCCLS M27 A2 document all strains, testes by the two methodologies,
were classified by their susceptibility. Results shoed good agreement for fluconazole,
except for C.krusei strains, pointed as more resistant by NCCLS. The same happened with
all strains when testing itraconazole. Also for amphotericin B less sensible strains were

pointed by NCCLS with exception to C.albicans.

Abstract
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So, in our institution, in the evaluated period, the resistance tax for fluconazole was 6,8%
by NCCLS and 5,1% by EUCAST; for itraconazole was 32,6% by NCCLS and 31,4% by
EUCAST and for amphotericin B 23,4% by NCCLS and 9,1% by EUCAST. In general,
this data of susceptibility are compatible with literature relates. And finally, a routine
performing test would be very good if utilize spectrophotometric lectures after 24 and 48h
incubation, in flat microtitulation plates of NCCLS methodology tests.

Abstract
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1.1- Consideracdes gerais sobre os fungos

Em 1969, Whittaker e colaboradores, sugeriram a criacio do reino Fungi,
evidenciando o fato de que os fungos nfo atendiam caracteristicas basicas para
permanecerem no reino vegetal Uma vez que nfo possuiam pigmento fotossintético,
apresentavam parede de quitina e armazenavam glicogénio e ndo amido, nfo podiam
continuar fazendo parte do Reino Plantae ou Vegetaliae, onde eram classificados até entdo
{SIDRIN e MOREIRA, 1999).

Sdo seres eucarioticos, 1sto €, possuem membrana nuclear que envolve os
cromossomos ¢ o nucléolo. Reticulo endoplasmatico, aparetho de Golgi, vesiculas
mitocOndriais, vacuolos e demais organelas, estio imersas no citoplasma
(SIDRIN & MOREIRA, 1999).

O Reino fungi compreende organismos macroscopicos e microscopicos, que

apresentam morfologias distintas: filamentosa e leveduriforme.

As leveduras sdo seres unicelulares e se distinguem dos fungos filamentosos
por apresentarem uma forma de divisdo celular diferenciada, isto é, se dividem por
brotamento. Sdo celulas geralmente ovais ou arredondadas, podendo algumas vezes
apresentar formas alongadas e irregulares. A cultura é Umida, cremosa e de textura
membranosa. Algumas podem produzir capsula (SIDRIN e MORREIRA, 1999; LARONE,
1995; MURRAY, 1999).

Das centenas de espécies de leveduras, somente 10% produzem doengas nos
seres humanos e animais. Geralmente sfo identificadas pela observa¢io microscopica e
macroscopica de suas estruturas desenvolvidas em meios de cultura especificos, em adi¢do

a testes fenotipicos e genotipicos, se necessaric (MURRAY, 1999).

As leveduras do género Candida sio usualmente confinadas a reservatorios
humanos e animais, podendo ser recuperadas do solo, alimentos ¢ ambiente hospitalar.
S@o habitantes normais do trato genital feminino e gastrintestinal, podendo causar doencas
em pacientes imunodeprimidos, uma vez que sdo consideradas patogenos oportunistas
(MURRAY, 1999).

Introdugdo
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1.2- Aspectos clinicos e epidemiologicos

Infeccbes oportunistas causadas por espécies de Candida tém aumentado
substancialmente nos altimos 15 anos, tomado-se um problema cada vez maior em

pacientes imunodeprimidos (WRIGHT & WENZEL, 1997, HOVI ef al, 2000). Na década

de 1980 deu-se uma explosido de infec¢des fiingicas.

Sérios fatores levam ao aumento destas infecgdes, tais como: doengas de base
imunossupressoras como a SIDA, utilizagio prolongada de antibioticos de amplo espectro e

aumento do nimero de pacientes com neutropenia secundaria ao cancer ou transplantados.

Em estudos realizados em hospitais da Europa, foi possivel observar que
85% de todas as hemoculturas positivas para fungos, tinham como agentes causais espécies
de Candida, sendo Candida albicans responsavel por 52% dos casos, Candida glabrata
20%, Candida parapsilosis 8% e Candida krusei 5% (KLEPSER ef al., 1998).

Falhas na resposta terapéutica aos antifiingicos podem também ser resultantes
da resisténcia clinica, associada com fatores do hospedeiro, assim como, deficiéncia na
resposta imune, presen¢a de materiais protéicos e fatores farmacocinéticos (dosagem da
droga, penetracio, estabilidade e proteina ligante) (KLEPSER ez al., 1998).

1.3- Terapéutica de infeccdes por leveduras

O tratamento das infecgBes fungicas sistémicas é limitado devido 4s escassas
opgdes terapéuticas, falhas na resposta clinica, resisténcia a terapia e alta toxidade da
drogas antifingicas (ELEWSKI e OHIO, 1993; EPSTEIN et al., 1996).

Agentes antifingicos convencionais sio geralmente fungistaticos, apresentando
problemas principalmente em pacientes com sistema imune prejudicado. Esses agentes
apenas impedem o crescimento filngico proporcionando um rapido relapso ou incompleta
erradicacdo do microrganismo. Somente a inibi¢do do crescimento antifingico pode nio ser
suficiente para prevenir a disseminagio do microrganismo nesses pacientes

(ELEWSKI e OHIO, 1993).

Introduciio
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Os antifingicos mais utilizados sdo: anfotericina B (poliénico), fluconazol,

cetoconazol e itraconazol (trazois) e 5- flucitosina (pirimidina) (ROCCO et al., 2000).

A anfotericina B, poliénico de agdo fungicida se liga fisicamente com o
ergosterol da membrana celular. Este mecanismo rompe a célula fingica, causando
extravasamento dos seus componentes e eventnalmenie morte celular (ELEWSKI e
OHIO, 1993). Sua férmula convencional € pouco tolerada com alto rnisco de
comprometimento renal, principalmente se administrada concomitantemente a tratamento
com outras drogas nefrotOxicas, tais como quimioterapicos, aminoglicosideos, vancomicina
e ciclosporina (CESARO et al, 1993; SUGAR,1990). No entanto, a anfotericna B
permanece como a droga de escolha para suspeita e confirmagio de infecgiio fingica
sistémica (TOLLEMAR et al., 1999, ROCCO ef al.,2000).

Cetoconazol, itraconazol e fluconazol inibemn a sintese de ergosterol,
interagindo com a C-14 a~-demetilase, que € uma enzima do citocromo P-450, bloqueando a
demetilacdo do lanosterol em ergosterol que, por sua vez, e’o principal esterdide da
membrana fingica. Essa inibicio prejudica a fungfo da membrana, aumentando sua
permeabilidade (SIDRIN e MOREIRA, 1999). Devido a enzima citocromo P-450 de
mamiferos estar envolvida com sintese de importantes esterdides como a testosterona,
cortisol e aldosterona, drogas com uma afinidade por esta enzima podem estar associadas
com toxidade (ELEWSKI e OHIO, 1993; CHRISTINE & TERREL, 1999).

Dentre as mais recentes opgdes terapéuticas esta o voriconazol. O voriconazol €
um monotriazol com larga agdo antifiingica, incluindo as leveduras. Tem mostrado bons
resultados em tratamentos de candidiase de orofaringe e aspergilose pulmonar.
Demonstrando maior atividade sobre espécies de Candida e Trichosporon
(UZUN et al., 2000).

Introdugio
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1.4- Testes de suscetibilidade a antifiingicos

Ha algumas décadas ndo havia necessidade de avaliar a suscetibilidade de
leveduras frente a antifiingicos, devido a baixa frequiéncia destas infec¢Ses, bem como, ao
limitado namero de agentes terapéuticos disponiveis. Em adigio, o potencial de emergéncia
de resisténcia aos agentes antifiingicos nfio era bem reconhecido. No entanto, o aumento
das infecgBes fingicas sistémicas, mudangas na pratica hospitalar, que incluem aumento no
uso de terapéuticas que deprimem o sistema imunologico, tais como transplantes, o uso
fregliente e indiscriminado de antibacterianos de amplo espectro, instalacio de sondas e
cateteres, assim como a sindrome de imunodeficiéncia adquirida (SIDA), tem aumentado a
necessidade da padronizacdo de um teste de suscetibilidade “in vitro” para auxiliar, ndo
somente os clinicos na escolha terapéutica, mas também as industrias farmacéuticas no
desenvolvimento ¢ avaliacdo de novas drogas {REX et al, 1996, PFALLER et al., 1996,
HACEK et al., 1995).

Os testes de suscetibilidade aos antifingicos foram derivados dos métodos de
suscetibilidade aos antimicrobianos que tiveram seu inicio em 1956, com Bauer e Kirby e
que, a partir de métodos de dilui¢do em caldo, estabeleceram a correlagio da
CIM (Concentragio Inibitoria Minima) com os didmetros de halo dos testes de difusio com
discos. Desde entdo, essa metodologia vem sendo atualizada e utilizada pela maioria dos

laboratérios de microbiologta (Bauer AW et al, 1966).

Durante algum tempo, testes de suscetibilidade aos antifingicos foram
realizados sem o cumprimento de padrOes definidos. Estudos mais detalhados
demonstraram que a reprodutibilidade do teste era um fator limitante. Para solucionar este
problema, foi instituido um gmupo de investigadores junto ao NCCLS
(The National Commitee for Clinical Laboratory Standards). Os estudos foram iniciados
pela avaliagdo das diferentes variaveis envolvidas no teste “in vitro”, para leveduras, frente
aos antifungicos (REX JH et al., 1996, PFALLER et al., 1996).

Em 1982, foi designado o primeiro sub-comité do NCCLS para padromzacio
do teste ¢ somente em 1985, foi publicado o primeiro relatorio contendo pequenos estudos

colaborativos.
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Em 1992, foram definidos os fatores pré-analiticos e publicados no documenio
M27-P, depois adaptado para M27-T. Apenas em 1997 foi aprovado o documento para
teste de suscetibilidade a antifungicos, o M27-A, que contém um guia padronizado para
realizago do teste de macrodiluicio em caldo, os quais demonstram alta reprodutibilidade
intra e interlaboratorial, permitindo a determinagio da CIM, por meio de leitura visual, para
anfotericina B, flucitosina fluconazol, cetoconazol e itraconazol (PFALLER et al., 2000,
REX et al, 1996).

Em 2002 foi publicado o documento M27A2 que preconiza para leitura da
CIM, o periodo de 24 e 48 horas em microdilui¢do em caldo, podendo ser utilizado método

visual ou espectrofotométrico (NCCLS, 2002).

1.4.1- O Miétodo padronizado pelo NCCLS

O NCCLS inicialmente seguin metodologias em caldo para determinagio e
padronizagio do teste para leveduras do género Candida ¢ Cryptococcus. Assim foram
investigadas as principais variaveis pré-analiticas como: tamanho ideal e modo de
preparacio do indculo, meio de cultura, temperatura ¢ tempo de incubagio e a
determinacio de “ponto final” (PFALLER et al., 1997).

1.4.1.1- Indeulo

Partindo de concentragdes de 10° a 10° UFC por mL, os pesquisadores
perceberam que a CIM aumentava com o aumento no tamanho do inéculo. Mais tarde
chegaram & conclusio de que o indculo ideal seria de 0,5 a 2,5 x 10° UFC/mL, pois foi o
que apresentou melhor concordincia intra e interlaboratorial. Quanto & sua preparagdo,
foram estudados trés métodos diferentes: o espectrofotométrico, cartio de Wicherham e
hemocitométrico. O método que mostrou ter maior reprodutibiiidade e menor variabilidade
intra e interlaboratorial foi o espectrofotométrico, que foi considerado simples e por

fornecer leitura objetiva (REX et al., 1993).
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1.4.1.2- Meio de cultura

Assim como para bactérias, o uso de diferentes meios de cultura pode ocasionar
resultados substancialmente diferentes (REX JH et al, 1993). Deste modo, o meio de
cultura a ser empregado deveria ser capaz de suportar crescimento adequado dos
microrganismos a serem avaliados sem, causar qualquer interagiio com a atividade das

drogas utilizadas no experimento (SIDRIM et al., 1999).

Pfaller et al, 1990, conduziram estudos multicéntricos comparando testes
realizados em meios ~ guimicamente definidos, incluindo Yeast Nitrogen Base
(Difco Laboratories, Detroid, MI), RPMI 1640 (Sigma Chemical CO., St. Louis, MQ),
Synthetic Amino Acid Medium-Fungal (American Biorganics, North Tonawanda, NY) e
High Resolution (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England). O mais alto nivel de
concordincia entre laboratonos, considerando tempo e temperatura de incubacéo, foi de 87,
observado com 2 utilizagio do meio RPMI 1640. Um meio quimicamente definido, livre de

macromoléculas e que suporta crescimento adequado de espécies diversas de leveduras
(SIDRIM ef al, 1999).

1.4.1.3- Temperatura e tempo de incubacdo

Um estudo colaborativo avaliando os mesmos 100 isolados, em 13 laboratorios
diferentes, demonstrou para anfotericina B, cetoconazol e S-flucitosina, resultados mais
consistentes obtidos com temperatura de 35°C apds 48hs de incubagio. Com base nesses
resultados, o NCCLS propds como padrio, 48h de incubacfo a 35°C (REX et al, 1993)
(NCCLS M 27 A-2, 2002).

1.4.1.4- Solubilidade das drogas

Alguns antifingicos possuem solubilidade limitada. O fluconazol, por exemplo,
possui boa solubilidade em agua enquanto que anfotericina B, cetoconazol e itraconazol sio
soltveis em dimetilsulfoxido (DMSQ) (NCCLS M27-A, 1997).
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1.4.1.5- Degradacdo da droga

Apoés longo periodo de incubagdo e /ou contato com a luz em especial, a
anfotericina B, sofre degradacfo. Portanto, os testes devem ser realizados no menor tempo
possivel e, ao abrigo da luz (TORNATORE et al., 1997).

1.4.1.6- Procedimentos de leitura

Outro fator importante na padronizagio do teste de suscetibilidade é a
determinacgio do critério de leitura dos ensaios. Os testes com anfotericina B apresentam
nitida definicio do ponto de leitura, sendo a concentragdo inibitéria minima definida como
a menor concentracio da droga capaz de inibir qualquer crescimento visualmente
perceptivel nos ensaios (SIDRIM et al., 1999).

Os azdis, drogas consideradas fungistaticas, apresentam inicio de atuacio
retardado pela necessidade de entrada de droga na célula fiingica e necessana inibicio do
metabolismo celular. Durante esse periodo, geralmente ocorre crescimento do organismo
utilizado como indculo do ensaio, independente da concentragdo de antifingico utilizada.
Consegiientemente, em alguns experimentos, a inibigdo tardia da multiplicagdo do
microrganismo permite a visualizagio do seu ténue crescimento residual, sendo este
fenémeno denominado de fraifing ou arraste. A presencga deste determina a necessidade de
definicio de um critério de leitura baseado na inibi¢io relativa do crescimento do
microrganismo avaliado (ESPINEL-INGROFF et al. 1992).

Nesse contexto, estudos realizados por Espinel-Ingroff et al ,. 1992 ¢ Fromtling
et al, 1993 definiram como critério de leitura de CIM para azdis, a identificagio da menor
concentragdo da droga capaz de inibir 50% do crescimento obtido com ¢ controle positivo
(CUENCA-ESTRELLA M et al , 2002). Utilizando este critério, Espinel-Ingroft et al
1992, observaram reprodutibilidade interlaboratorial de 71 a 94% para ensaios envolvendo
essas drogas, quando as leituras dos testes eram realizadas apds 48 horas incubagiio a 35°C

(SIDRIM ef al., 1999, ESPINEL-INGROFF et al, 1994).

EEIEE A AT 10
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1.4.1.7- Determinac¢io do ponto final

Embora testes de suscetibilidade tenham sido aprovados e valores de ponto
final tenham sido propostos, a interpretacido dos resultados ainda deve ser feita com muita
cautela. De acordo com analises do NCCLS, CIM = 64ug/ml para o fluconazol e >lug/ml
para itraconazol sugerem falha no tratamento, sendo estes microrganismos considerados
resistentes. Para isolados com CIM para fluconazol de 16 a 32ug/ml e itraconazol de 0,25 a
0,5pg/ml a resposta clinica depende do maximo de droga que consegue alcangar a
concentraciio sérica e estes microrganismos sdo considerados sensiveis — dose —
dependente. Ja com CIMs de <8 ug/ml e <0,12pg/ml para fluconazol e itraconazol
respectivamente os microrganismos sio considerados sensiveis. £ importante enfatizar que
estes dados de ponto final sfo baseados em resposta ao tratamento de C. albicans em
infec¢io de mucosa (ESPINEL-INGROFF, 1997).

Para anfotericina B, os resultados de CIM obfidos geralmente estio entre
0,25-1pg/mi. Microrganismos que possuem um valor de CIM maior do que 1pg/ml tém
sido considerados resistentes (KLEPSER et al., 1998).

1.4.2- O método preconizado pelo EUCAST

Em recentes publicagdes, um grupo europeu, EUCAST (European Commitee
on Antibiotic Susceptibility Testing), agrupa as principais sugestdes de alteragbes ao
meétodo do NCCLS, visando otimizar a realizacio dos testes de suscetibilidade a
antifingicos (EUCAST. DEF 3.1, 1.2, 2.1, 2000, RODRIGUES-TUDELLA et al, 1994 ¢
1996). O quadro 1 compara em detalhes as metodologias propostas pelos comités NCCLS e
EUCAST.
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Quadre 1- Diferenga entre a metodologia NCCLS M27 A-2 e a técnica espectrofométrica
com RPMI-2% de glicose (EUCAST) (Rodrigues-Tudella, JLR, 2001).

M27 A-2 EUCAST
Metodologia Macrodiluicio em  caldo, 1 ml Microdiluicdo em caldo, 0.2 mi
Microdiluiciio em caldo, 0,2 ml
Meio de cultura  RPMI 1640-2%glicose (,165M MOPS, RPMI  1640-2% glicose com  0.165M
pH 7.0 MOPS, pH 7,0.
noculo 0,5-2,5 x 10° ufc/mL 0,5~ 2,5 x 10° ufc/ml
Temperatarade 35°C 35°C
incabacio
Tempo de Espécies de Candida, 48  Thoras Candida, 24 ¢ 48 horas
incubagio Cryprococcus, T2 horas

Determinacio da
CiM

Visual

Anfotericina B: tubo opticamente claro
Azdis: reducio de 50% da twbidez em
comparagio com o crescimento  do
controle.

Espectrofotomeétrica

Anfotericina B: diminmicio da densidade
Optica (DO) em 95% em comparagio com
o controle de
Azéis: reducio de 50%.

crescimento.

Espectrofotométrica

Anfotericina B: diminuicio da densidade
dptica (DO) em 95% em comparagio com
0 controle de
Azdis: reduco de 50%.

crescimento.

1.5~ Correlacio “in vivo” e “in vitro”

Seria ideal que os resultados dos testes de suscetibilidade “in vitro”

fornecessem uma confiavel resposta “in vivo™ para a terapia de infecgbes em humanos.

Entretanto, como relatado anteriormente, as limitagdes da metodologia disponivel permitem

apenas uma modesta correlagio entre os resultados “in vitro” do teste de suscetibilidade

com a evolucio clinica. Embora freqiientemente a resisténcia “in vivo™ esteja relacionada a

falha clinica, a sensibilidade “in vitro” nem sempre pode ser associada a sucesso na terapia

(PFALLER et al,, 1996).
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Para a anfotericina B, a resisténcia € considerada incomum, entretanto, é mais
observada entre as outras espécies de Candida que ndo C.albicans, em especial
C. lusitaniae. Embora 94 a 99% das espécies de Candida sejam inibidas em concentragoes
<1,0pug/mi, hé uma questio com relacio zo método NCCLS M27-A, que pode ser
insensivel para detectar isolados resistentes a esta droga. Utilizagdo do meio de cultura
“Antibiotic Medium 3”ou agar base para o Etest®, tem sido proposta na tentativa de ajudar
na detecglio da resisténcia clinicamente importante da anfotericina B. Apesar disso, a falha
clinica frente a anfotericina B, para candidiases, parece estar mais correlacionada com

fatores do hospedeiro do que com resisténcia antifiingica intrinseca ou adquinda
(PFALLER et al., 1996, YOON et al., 1999).

Para o fluconazol, antifingico utilizado tanto no tratamento de candidiases
sistémicas quanto profundas, relatos de resisténcia tém ocorrido fregiientemente com
espécies de Candida, particularmente Candida krusei e Candida glabrata. Tem-se notado
claramente que o método NCCLS M-27 A, detecta diferencas intrinsecas na suscetibilidade
de espécies de Candida em modelo animal e em pacientes com AIDS, os quais tem
candidiase orofaringea (PFALLER et al., 1996).

A maioria das espécies de Candida tem alta suscetibilidade ao itraconazol
“in vitro”, ou seja, mais de 90% s#o inibidas por concentracBes <1,0pg/ml e 50 a 75% séo
inibidas por <0,121g/ml. Embora haja alguma evidéncia de que o itraconazol seja efetivo
em alguns pacientes com AIDS, que tenham apresentado falha no tratamento com
fluconazol, e que muitos desses isolados tem elevadas CIMs para itraconazol
(0,5 a 1,0ug/ml), acredita-se que altas doses de itraconazol devam ser necessarias para que

seja alcangada resposta clinica (PFALLER et al., 1996).

O voriconazol demonstrou melhor atividade, com CIMs de 0,5ug/mlL frente a
isolados de véarias espécies de Candida. Entretanto, deve-se considerar o voriconazol como
uma alternativa viavel entre os triazois para tratamento de infecgdes causadas por espécies
de Candida (DRAGO et al., 2004).
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Levando em consideragio as caracteristicas terciarias do Hospital das Clinicas
da Unicamp, com uma grande populagio de pacientes atendidos que se enquadra na grande
maioria dos fatores de risco que predispdem as infecgbes fiingicas, especialmente as
sistémicas, conhecer a epidemiologia e o perfil de suscetibilidade aos antifingicos dos

principais patégenos envolvidos é de grande valia.

No entanto, a implantagdo de uma metodologia pratica, rapida e adequada a
uma rotina laboratorial extgem uma avaliagio criteriosa. Assim este trabalho propde a
avaliagdo das duas metodologias mais conceituadas e que apresentam os melhores indices
de correlagiio, segundo a literatura disponivel, a fim de estabelecer um protocolo que atenda

as necessidades desta institui¢io.
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2- OBJETIVOS
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- Realizar levantamento retrospectivo de incidéncia das diferentes espécies de
Candida em pacientes atendidos no HC-UNICAMP

- Avaliar o perfil de suscetibilidade a antifingicos das diferentes especies de

Candida isoladas a partir de culturas de sangue, cateteres e urina.

- Comparar estatisticamente duas propostas de metodologia de avaliagio de
suscetibilidade a antifungicos, NCCLS e EUCAST, frente a diferentes

espécies de leveduras do géneroc Candida

- Estabelecer parametros analiticos para realizagio de testes de suscetibilidade
a antifangicos para leveduras do género Candida, adequados 4 rotina do
Laboratorio de Microbiologia-DPC-HC-UNICAMP.
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3- MATERIAL E METODOS
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3.1- Estudo retrospective de prevaléncia

Para esta avalia¢do foi realizado levantamento nos arquivos de rotina do setor
de Micologia do Laboratorio de Microbiologia da Divisdo de Patologia Clinica HC-
UNICAMP no periodo de 1999 a 2003. Foram consideradas todas as cepas de Candida,
isoladas de diferentes espécimes clinicos coletados de pacientes atendidos nas diferentes

especialidades clinicas e ciriirgicas do HC-UNICAMP.

3.2- Microrganismos

Apé6s avaliagio estatistica, 175 cepas de diferentes espécies de Candida
isoladas a partir de sangue, cateter e urina encaminhados para cultora de fungos de rotina
do Setor de Micologia do Laboratorio de Microbiologia Clinica ~ DPC —~ HC — UNICAMP,
foram mantidas na Micoteca do Laboratorio de Investigagio em Fungos (LIF-FCM). Assim
foram selecionadas as cepas do género Candida: 34 Candida albicans, 35 Candida
glabrata, 35 Candida krusei, 35 Candida parapsilosis e 36 Candida fropicalis (Anexo 1).

3.3- Calculo do tamanho amostral para propercao

Apos resultado de testes preliminares com 10 cepas de cada uma das espécies do estudo, o

calculo foi assim realizado:

p 0,090
d 0,100
alfa 0.05
N 33
Material ¢ Métodos
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Onde p = propor¢io de individuos com a caracteristica de interesse na

populagio;

d = diferenca desejada entre proporgdo amostral e propor¢io populacional (erro
amostral) e alfa = niveis de sigmificincia (bilateral) (HULLEY e CUMMINGS, 1998).

3.4- Manutencao das cepas

As cepas foram mantidas em 4agar Sabourand Dextrose e repicadas com 24h de
antecedéncia do inicio de cada experimento. Varios repiques foram mantidos em gua
destilada estéril e reativados sempre que a cepa apresentou qualquer alteracio de suas

caracteristicas macroscopicas, microscopicas e/ou bioquimicas.

3.5- Reativaciio de cepas

Uma aliquota do frasco contendo microrganismo e agua foi transferida para um
tubo contendo caldo BHI ¢ incubado a 35°C por 24 horas. Depois, uma aliquota do
crescimento foi transferida para uma placa de agar Sabourand dextrose, incubada
novamente a 35°C por 24 horas. Durante o estudo as cepas foram mantidas em agar

Sabourand dextrose a temperatura ambiente.

3.6- Identificacio dos microrganismos

Todas as cepas foram submetidas a testes para identificacio, que foram realizados de
acordo com Lacaz e cols. 1991, metodologia desenvolvida na rotina do Setor de Micologia
do Laboratorio de Microbiologia DPC-HC-UNICAMP.
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3.7- Pureza das cepas

A pureza das cepas foi confirmada por passagem em
CHROmoagar® - Candida (Franga)

3.8- Testes de suscetibilidade

Foram realizados de acordo com as metodologias preconizadas pelo NCCLS M27 A2, 2002
e EUCAST (RODRIGUES-TUDELLA, ef al, 2001) para avaliagio de concentragio

inibit6ria minima {(CIM).

3.8.1- Preparagiio do inoculo

Foram realizados repiques para obter amostras de 24 h, garantindo assim sua pureza e
viabilidade das cepas. Uma algada deste repique foi emuisionada em 5,0 mL de salina
0,85% estéril. Um mL dessa suspensdo foi transferido para um tubo contendo 10 mL de
salina 0,85% estéril (diluigdo 1:10) e realizada contagem das células em cimara de
Neubauer. A partir do nimero de células contadas foi realizada nova dilui¢iio, para que
fosse obtida a concentragdo final, de acordo com as formulas abaixo, onde “N” ¢ o niumero

de células contadas na cimara;

N x 10* x 1/N = 1 x 10° UFC/ml (para NCCLS)

N x 10° x 1/N = 1 x 10° UFC/ml (para EUCAST)

Depois que o inéeculo foi adicionado 3 placa teste, houve uma nova diluigio,
restando um indculo final de 10° UFC/ml (NCCLS) e 10° UFC/ml (EUCAST)
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3.8.2- Meio de cultura

Fot utilizado o meio RPMI-1640 com L-glutamina sem bicarbonato de sddio
(Sigma Chemical), suplementado com glicose (2%) tamponado com 0,165M de acido
morfilenopropanosulfonico (MOPS) (Sigma Chemical C(O). O pH da solugio foi ajustado
para 7,0 com NaOH IN, e a esterilizagio foi realizada por filiragem a vacuo, em filtro
0,45um (RSLHV2515 MILLEX-HV Milipore, Franga), uma vez que ndo pode ser
autoclavado para que ndo ocorra a degradagio dos seus componentes. O meio pronto foi

mantido sob refrigeragfio, por no maximo, 15 dias (NCCCLS M27-A, 1997). -

3.8.3- Antifingicos avaliados

Anfotericina B (Fungizon® Bristol-Myers Squibb), cetoconazol

{Recordat: Valdequimica Prod. Quimicos), itraconazol (Galena) e fluconazol (Cipla).

3.8.3.1- Preparagdo da solugfo estoque de antifingicos

Foram dissolvidos 12,8 mg de cada droga em 1,0 ml. de DMSO com excecido
da anfotericina B, que por ter sido utilizada na forma injetavel, foi dissolvida diretamente

em agua destilada estéril.

3.8.4- Preparagio da placa de diluicio

Uma dilui¢@o seriada, da solugio estoque de droga foi realizada com o objetivo de se
obter dez concentragdes diferentes de 128pg/mL 4 0,03ug/mL.
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3.8.5- Tecnica de microdiluigdo em caldo

A avaliaglio foi realizada em placas de microtitulagio, fundo “chato”, para ambas

metodologias. As leituras foram realizadas nos comprimentos de onda de 450nm.

3.8.5.1- Execucfo e leitura dos testes de CIM — Metodologia NCCLS

Foram adicionados 20pL das diferentes concentragbes de cada droga nos
pocinhos das dez primeiras fileiras da placa de microtitulagio, seguidos de 160uL do meio
de cultura RPMI em todas as fileiras (1 a 12) e, finalmente, 20pL do indculo em todos os
pocinhos com excegio da 11° fileira utilizada como controle negativo. As placas inoculadas

foram incubadas a 35° C por 24 e 48 horas, ¢ s6 entfio foi realizada a leitura.

O crescimento fiingico em cada pocinho fo1 comparado com o do controle
positivo, observado visualmente com o auxilio de um espelho. Para anfotericina B, a CIM
foi considerada como sendo a menor concentracdo da droga capaz de inibir qualquer

crescimento visivel no ensaio.

Para os azois, que apresentam o fendmeno de “trailling” (crescimento residual),
a CIM, foi considerada como sendo a menor concentragio da droga que consegue inibir
50% do crescimento obtido no controle positivo. Para obtengdo de um controle de leitura
para esta porcentagem de inibigio, foram transferidos 80ul. do controle positivo para o
controle negativo, obtendo-se assim uma dilui¢o na razdo de 1:1 do controle positivo, que
representa inibi¢do de 50% do crescimento. A seguir foram homogeneizados todos os
pocinhos em que houve crescimento filngico, com auxilio de micropipeta. Assim, a menor
concentragdo da droga em que a turvacdo foi comparavel a este novo controle foi
considerado a CIM (ESPINEL et al., 1994).

As leituras foram realizadas tanto pelo modo visual, quanto

espectrofotométrico.
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3.8.5.2- Execugdo ¢ leitura dos testes de CIM — Metodologia EUCAST

A preparagdo do teste é idéntica a utilizada pela metodologia do NCCLS, com a
diferenca apenas na concentracdo do inoculo. As placas foram incubadas a 35° C, por 24h e
as leituras foram realizadas em espectrofotdmetro ELX 800 Universal Microplate Reader,
Biotek Instruments, INC. em comprimento de onda de 450nm, obtendo-se resultados
numéricos de densidade Otica, com registros por escrito . A leitura para a anfotericina foi
95% de diminuigdo da densidade optica (DO) em comparagio com o controle de
crescimento. Para os azois foi uma reducdo de 50% da densidade Optica em comparagio ao

controle de crescimento. Também foi realizada a lettura visual

3.8.6- Cepas padrao

Para controle dos testes de identificagio e suscetibilidade a antifingicos foram
utilizadas as cepas padrio Candida parapsilosis ATCC® 22019 e Candida krusei ATCC®
6258. Para cada lote de placas de microtitulagio preparadas, uma foi avaliada com a cepa
padrdo, tendo seus valores de CIM comparados com os valores estabelecidos pelo NCCLS

M27-A2 (2002). Nio havendo concordincia com estes dados, todo o lote foi desprezado.

3.9- Analise estatistica

Foi realizada pelo Servico de Estatistica da CAmara de Pesquisa FCM e foi
utilizada para o calculo do tamanho amostral, ou seja, a determinagiio do niimero minimo
de cepas a serem avaliadas para que a comparagio das metodologias fosse possivel e depois

para a comparagdo dos resultados obtidos com as duas metodologias.
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3.9.1- Concordancia entre os métodos NCCLS e EUCAST na determinacio da

.....

Foi realizada a analise descritiva através de tabelas de fregiiéncias para variaveis

categoricas.

Para as propor¢des de concordancia foram calculados os intervalos de 95% de
confianga. Para a comparagfio das CIMs em diferenga de dilui¢io, foi aplicado o teste de
Wilcoxon para amostras relacionadas. O nivel de significincia foi de 5%(FLEISS, JL
1981).

Foram empregados nas analises 0s programas computacionais EPI INFO
6(versio 6.04b. CDC,1997,USA) e SAS SYSTEM for Windows(Statistical Analysis
System)(versdo 8.2 SAS Institute Inc, 1999-2001, Cary, NC, USA).
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4- RESULTADOS
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A partir dos estudos retrospectivos realizados, foi possivel avaliar a

porcentagem de isolamento das diferentes espécies de Candida dentre as 3.926 cepas

isoladas a partir de espécies clinicas de 3.297 pacientes, atendidos por diferentes

especialidades médicas no HC-Unicamp nos anos de 1999 a 2003. Os resultados podem ser

visualizados nas figuras 1 a 2 etabelas 1 e 2.
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Figura 1- Porcentagem de isolamento das diferentes espécies de Candida a partir de

espécies clinicos de 3.297 pacientes, atendidos por diferentes especialidades

meédicas no HC-Unicamp nos anos de 1999 a 2003.
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Clinicas

Figura 2- Distribui¢#o das cepas de leveduras isoladas de materiais clinicos coletados de

pacientes de diferentes clinicas, no periodo de 1999 a 2003.
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Tabela 2- Distribuicio das espécies de Candida isoladas de pacientes, das diferentes

clinicas do HC-UNICAMP, no periodo de janeiro de 1999 a dezembro 2003.

) ESPECIES
CLINICAS
C.albicans  C.glabrata  C.parapsilosis  C.ropicalis Condida sp C.hruse
(PJN°® (PN° (PeIN° (7gN° (7a)N°. {%5)IN°
PNEUMONOLOGIA (15,5379 (13,4)50 {70017 {12,3)56 (15,009 (10,14
CAISM (463112 (4,507 (3013 (241 (5,003 (6,18
CARDIOLOGIA (1,025 2,110 (1,74 (2612 (0000 {0,831
GASTROENTEREOLOGIA (89217 (13,6051 (5413 (7.2)33 (10,006 (6,118
PRONTO SOCORRO (75181 (7.8)29 (7.017 (10,548 (6,6M (8411
OUTRAS (3,1)76 (3,714 (3.338 (1,838 (8,35 0,81
DERMATOLOGIA (1,1)28 (0.5)2 (14,0034 (1.3% (6,604 (0,000
PEDIATRIA (6,9)168 (0,833 (9,924 (10247 (5.0)3 (5.3y7
NEURCLOGIA (1.4)33 (1,14 (1,64 (3,315 (3312 {2.3)3
NEONATOLOGIA (15,0)366 (1,97 (5,313 (4.6)21 {0.0Y0 (3.1
MEDICINA INTERNA {14,6)357 (21,179 (10,726 (19,9191 (16,610 (22,129
CIRURGIA DO TRAUMA (34384 3.2 (4.1310 (4,82 {1,671 0,831
HEMATOLOGLA (2,049 (8,131 (7418 (3,315 {5,003 (15,220
ONCOLOGIA 297 (4,3316 (3,012 (3,1)14 {0,000 (3.8)3
NEFROLOGIA (2,97 (6,123 (338 (3315 {6,604 (233
UTl (1,5)36 (L1¥4 {4,110 (3,315 (1,631 (0,81
MOLESTIAS (783191 (59522 (4,511 {6,128 8335 (11,3315
INFECCIOSAS
“Total 2444 374 242 457 60 131
Resultados
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Para implantacdo das metodologias, NCCLS e EUCAST, em especial a
padronizagio das leituras, visual e espectrofotométrica, os testes foram preparados

inicialmente para as cepas padrio.

Para o meétodo NCCLS os testes foram preparados em placas de fundo “U” e
também fundo “chato” para permitir ambas as leituras (visual e espectrofotométrica). Estas
foram realizadas nos comprimentos de onda de 450nm a 350 nm, com a obten¢do dos

resultados finais demonstrados na tabela 3.

Tabela 3- Dados da CIM para Candida krusei ATCC 6258 e Candida parapsilosis ATCC

22019, durante o processo de padronizagio de leituras.

CIM dos antifingicos em pp/ml,

CEPAS Anfotericina Itraconazol Cetoconazol Fluconazol

NCCLS EUCAST NCCLS EUCAST NCCLS EUCAST NCCLS EUCAST

C. parapsilosis 0,500 8,500 0,060 <0,060 <0,060 0,060 1,000 (0,500
ATCC 22019
C krusei 1.000 0,500 0,060 <(,06 0,125 0,125 64,000 128,000
ATCC 6258

Para realizagio do célculo do tamanho amostral para proporg¢do, inicialmente
foi necessario determinar o intervalo entre as CIMs obtidas para ambas as metodologias,
frente as drogas em teste, para 10 cepas de cada uma das espécies mais freqiientemente

isoladas.

Estes dados preliminares s8o visualizados na tabela 4.

Resultades

47



Tabela 4- Intervalos de CIM obtidos para as primeiras 10 cepas avaliadas frente aos

antifungicos, empregando-se as metodologias NCCLS e EUCAST.

CIM Antifimgicos em pg/ml
Espécies Antotericing B Itraconazol Cetoconazol Fluconazol

NCCLS EUCAST  NCCLS EUCAST NCCLS  EUCAST NCCLS EUCAST

C.albicans 0,12-0,50  0,250,50 <006-0.12 <0,06-0,12 <0,06 <0,06-0,30 <0,25 <{,25-1,00
C.tropicalis  (,56-2,00  0,50-1,00 0,12-32,00 <0,06-32,00 <0,06-1,00 <0,06-100  0,23800  0,50-16,00
C.glabrata 0,50-2,00  0,50-2,0¢ 025050 0,120,356  0,50-2,00 0,25-1,00  0,50-1,00  <0,25-0,50
Chrusei 0,25-2,00 050-200 0,12-025 025050  050-.,00 0251,00 16,00264,00 160026400
C.parapsilosis  0,25-0,50 0,250,350 <0,12 <0,12 <0,06 <{,06 <{,12-6400  0,25-64,00

De posse destes resultados, foi matematicamente determinado que o numero

ideal de cepas a serem analisadas para cada espécie seria de 35. Assim, mais 25 cepas de

cada espécies foram avaliadas,

A concordéncia entre as duas metodologias foi calculada com intervalos de

95% de confianca e para comparagdo do numero de dilui¢des entre os métodos, foi aplicado

o teste de Wilcoxon para amostras relacionadas. O nivel de significincia adotado foi de 5%.

Os dados brutos dos resultados de CIM obtidos para cada cepa encontram-se

nos anexo 2 a 6. A comparagdo estatistica entre os dados de CIM obtidos por meio de

ambas as metodologia avaliadas encontram-se nas tabelas de 5 a 8. As leituras, visual e

espectrofotométrica realizadas para cada metodologia foram idénticas. Deste modo, nido

foram elaboradas tabelas diferenciadas.
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Tabela 5- Anilise descritiva da comparacio entre os resultados de CIM obtidos para as
metodologias NCCLS e EUCAST frente a Anfotericina B. Foram consideradas
a concordincia exata e a diferenca de até duas dilui¢bes, de forma isolada

(linha a) e de forma acumulativa (linha b).

Espécies Cenceordincia entre as metodologias NCCLS ¢ EUCAST
Exato Diferenca de 1 diluicdo Diferenca de 2 dileigles Total
n{%) (%) (%)
C.albicans (@15 (44,12 (a)15 (44,12 4 (11,76) 34
(b) 30(88,24) 34(190,00)
C.glabrata 14 (40,00) 17 (48,57} 4(11,43) 35
31(88,31) 35(100,00)
C.krusei 20 (57.14) 14 (40,00} 12,86} 35
34(97.14) 35(160,00)
C.parapsilosis 15 42,60; 10 (28,57} 10 (28,57} 35
25 (71,17 35 (100,000
C.tropicalis 14 (38,89) 13 (36,11} 9 (25,00 36
27(75,00) 36(100,00)
Total 78(44,50) 69(39,40} 28(16,00) 175
147(84,00) 175(100,00)
Resultados
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Tabela 6- Analise descritiva da comparagio entre os resultados de CIM obtidos para as
metodologias NCCLS e EUCAST frente a Itraconazol. Foram consideradas a
concordincia exata e a diferenca de até trés dilui¢des, de forma isolada (linha a)

¢ de forma acumulativa (linha b).

Concordincia entre as metodologias NCCLS e EUCAST

Espécies Exato Diferenca de 1 Diferenca de 2 Diferenca de 3
n(%) diluicio diluicGes ditugoes Total
(%) (%) n{%)
a)6 (17,65 2 (5,88 7 (20,59
C.albicans (a}19 (55,88) ¢ ©.58) ¢ : 34
(1)25(73,53) 27(79,41) 34(100,00)
13 (37.14) 1(2.30)
C.glabrata 21 (60,00) 0 (0,00 35
34(97,14) 35(100,00)
8 (22.86) 9 (25.71) 0 (0,00)
C.krusei 18 (51,43) 35
26(74,29) 34(100,00) 0 (0,000
4(11,43) 0 (0,00) 0 (0,00)
C.parapsilosis 31 (88,57) 33
35(100,00) 0(0,00) 0 (0,00
13 (36,11) 6 (16.67) 0 (0.00)
C.rropicalis 17 (47.22) 36
30(83,33) 36(100.00) 0(0,00)
_ 44(25,00) 18(10,28) 7(4,00)
Total 106(60,50) 175
151¢85,50) 169¢95 85) 175(100,00)
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Tabela 7- Analise descritiva da comparacdo entre os resultados de CIM obtidos para as
metodologias NCCLS e EUCAST frente a Cetoconazol. Foram consideradas a
concordancia exata e a diferenca de até quatro diluigbes, de forma isolada

(linha a) e de forma acumulativa (linha b).

Concordincia entre as metodologias NCCLS ¢ EUCAST

Diferencade | Diferencade 2 Diferencade  Diferenca de

Espécies Exato
% diluicdo diluictes 3 diluicdes 4 dilui¢bes Totai
i
) n(%) B(%) n(%) n(%)
a)3 (8.82 12,9 2(588 2(588
C.albicans {a)26 (70,47 @)3 (8,52) 2:94) (.59 ©.85) 34
(b)29(85,30) 30(88,30) 32(94,10) 34(1060,00)
14 (40,00) 10 (28,5 0 (0,00 1(2,86
C.glabrata 10 (28,37 @857 0.00) (2.86) 35
24(68,57) 34(97.14) 0 (0,00 35(100,00)
21 (60.00) 4{11,43) 0 (0,00) 0 (0,00)
C.krusei 10(28,57) 35
3148857 35(100,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
2 (5,71 3 (8,57 0 (0,00 0 (0,00)
C.parapsilosis 30(85,71) ) ®37) ©.00 ¢ 35
32(91.40) 35(100,00) 0 (0,000 0 (0,00)
7 (19,44) 3(8,33) 3(8,33) 2 (5,56
Ciropicalis 21 (38.33) ) 36
28(77.80) 31(86,10) 34(94,40) 36(100,00)
47(26,85) 21(12,00 5(2,85 5(2,85
Total 97(5540) ) (2,83) (2,85 175
144(82.30) 165(94,30) 170(97,00)  175(100,00)
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Tabela 8- Analise descritiva da comparagio entre os resuitados de CIM obtidos para as

metodologias NCCLS e EUCAST frente a Fluconazol. Foram consideradas a

concordincia exata e a diferenca de até cinco diluicoes, de forma isolada (linha

a) e de forma acumulativa (linha b).

Concordincia entre as metodologias NCCLS e EUCAST

Espécies Exato Diferenca de 1 Diferenca de 2 Diferenca de Diferenga de 4
n(%) diluigio diluigdes 3 diluicdes diluiges Total
n(%) (%) n{%) n(%)
(a)9 (26.47) 3(8,82) 0 (0,00) 1(2.94)
C.albicans  (a)21(61,76) 34
(b)30(88,23) 33(97,10) 0 (0.00) 34(100,00)
10 (28,57 6 (17,14) 0 (0,00) 0 {0,00)
C.glabrata 19(54,30) 35
29(82,86) 35(100,00) 0 (0,00) 0 €0,00)
20 (57.14) 2(5,70) 0 (0,00) 0 (0,00)
C.krusei 14(40,00) 35
33(94,20) 35(100,00) 0 (0,00) 0 {0,00)
2(5,71) 2(5,71) 2(5,71) 1(2,86)
C.parapsilosis ~ 28(80,00) 35
30(85,71) 32(91,42) 34(97,10) 35(100,00)
9 (25,00) 9 (25,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
C.tropicalis  18(50,00) 36
27(75,00) 36(100,00) 0 (0,00 0 (0,00)
50(28,57) 22(12,57) 2(1,40) 2(1,14)
Total 100(57,10) 175
149(85,14) 171(97,70) 173(98,80)  175(100,00}

Nas tabelas de 5 a 8, foram consideradas as diferencas entre CIM sem

considerar qual a metodologia revelou as diferencas mais altas. Para isto, foram preparadas
as tabelas de 9 a 12, onde é possivel notar o numero exato e a porcentagem de cepas para as
quais as CIMs do NCCLS e EUCAST foram iguais, onde as CIMs do EUCAST foram mais
altas do que pelo NCCLS e também a0 contrario, onde as CIMs do NCCLS foram mais
altas do que pelo EUCAST.
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Tabela 9- Distribuicio da diferenca em diluigdes entre os métodos (EUCAST e NCCLS)

para diferentes espécies frente a Anfotericina B

Diferenca  Niimero de cepas de cada espécie para as gnais foram observadas as diferencas

em diluicSes de diluicies na CIM
Meétodos dos C.albicans C.glabrata  Chkrusei  Cparapsilosis  C.iropicalis Total
resultados de (/%) (/%) (n/%) {n/%) (/%)
CIM
1 1 1 2 0 5
5 0,57: 0,57 0,57 1,14 0,00 2,86
2.94 2,86 2.86 5,71 0,00 0.00
EUCAST 6177 54.28 68,57 71,43 0,00 60,57
5 4 3 8 3 23
NCCLS 2.86 2,28 1,71 4,57 1,71 13,14
1 14,71 11,42 8,57 22,86 8,33 0,00
58,83 5142 65,71 63,72 4722 37,71
i3 14 20 15 14 78
NCSLS 0 8.57 8.00 11,43 8,57 8,00 44,57
EUCAST 44,12 40,00 57,14 42,86 38,89
10 13 11 2 10 46
571 7.42 6,29 1,14 37 26,28
1 29,41 37,14 31,43 5,1 27,78 0,00
NCCLS 73,53 77.14 88.57 48,57 66,67 70,85
g

EUCAST 3 3 0 8 9 23
2 1,71 1,71 0,00 4,57 514 13,14
8,82 8,57 0,00 22 86 25,00 000
82,5 85,71 0,00 71,43 91,67 83,99
Total de cepas avaliadas 34 35 35 35 36 175

(a)= porcentagem frente ao total de cepas avaliadas; (b)=porcemiagem relativa demtro da espécie;
(¢) porcentagem acumnlativa da coluna.
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Tabela 10- Distribuiciio da diferenca em dilui¢es entre os métodos (EUCAST ¢ NCCLS)

para diferentes espécies frente a Itraconazol

Dhiferenca em Numero de cepas de cada espécie para as guais foram observadas
diluigBes dos as diferencas de dilniches na CIM
Métodos
resultadosde  Clalbicans  C.glabrata Chrusei  Cparapsilosis  C.tropicalis Total
cM (@%) (/%) (/%) (/%) (/%)
0 0 1 0 2 3
0,00 0,00 0,57 0,00 1,14 1,71
2
0,00° 0,00 2,86 0,00 3,36 0,60
EUCAST
0,00° 0,00 68,58 0,00 69,45 73,14
s
3 3 5 2 6 19
NCCLS
1 1,71 1,71 2.86 1,14 343 10,86
8,82 8,57 1429 57 16,67 0,00
64,79 71,14 65,72 94,28 63,39 71,43
19 21 18 31 r7 106
NCCLS
10,86 12,00 10,29 17,71 9,71 60,57
= 0
55,88 60,00 51,43 88,57 47,22
EUCAST
3 11 3 2 7 26
1,71 6,28 171 1,14 4,00 14,85
1 8,82 31,42 8,57 5,71 19,44 000
64,7 91.42 60,00 94,28 66,66 75,42
NCCLS
> 2 0 8 ¢ 4 14
EUCAST 1,14 0,00 4,57 0,00 2,29 8,00
5 5,88 0,00 22,86 0,00 11,11 0,00
70,58 0,00 82,86 0,00 71,77 83,42
7 0 0 0 0 7
3 4.00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,00
20,59 0,00 0,00 0,00 0,00 0,60
91,17 0,00 0,00 0,00 0,00 87,42
Total de cepas avaliadas 34 35 35 35 36 175

(a)= porcentagem fremte ao total de cepas avaliadas; (b)=porcentagem relativa dentro da especie; (¢)

porcentagem acumulativa da coluna.
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Tabela 11- Distribuicio da diferenca em dilui¢Ses entre os métodos (EUCAST e NCCLS)

para diferentes espécies frente ao Cetoconazol

Diferenca Nimero de cepas de cada espécie para as quais foram observadas as
em diluicdes diferencas de diluicées na CIM
Métodos dos C.albicans C.glabrata  Clrusei  C.parapsilosis  C.iropicalis Total
resntados de (n/%) {(n/%) (/%) (/%) (n/%)
CIM

2 0 0 0 2 4
4 1,14 0,00 0,00 0,00 114 2,29
5,88° 0,00 0,00 0,00 5,56 0,00
88,23° 0,00 0,00 0,00 0,00 68,58
0 0 0 0 1 1
3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,57 0,57
0,00 0,00 0,00 0,00 2,78 6,00
80,55 66,29
1 1 0 G 3 5
5 0,57 0,57 0,00 0,00 1,71 2,86
2,94 2.86 0,00 0,00 8,33 0,60
EUCAST 82,35 15,72 TIAT 6572
1 5 2 i 4 13
NCCLS | 0.57 2,86 1,14 0.57 229 7.43
2.94 14,29 5,11 2,86 11,k 0,00
79,41 42.86 34,28 88,57 69,44 62,860
26 10 10 30 21 97
NCCLS o 14,86 571 5,71 17.14 1200 5543

EUCAST 76,47 28.57 28,57 83,71 58,33
2 9 19 1 3 34
1 1,14 5,14 10,86 0,57 17 19,43
5,88 25,71 54,29 2,86 8,33 0,00
NCCLS 82,35 54,28 82,86 88,57 66,66 74,86
> 0 9 4 3 0 i6
FUCAST 0,00 5,14 2,29 11 0.00 9,14
2 0,00 25,71 11,43 8,57 0,00 0.00
0,00 80,00 94,29 97,14 0,00 84,00
2 0 ¢ 0 2 4
3 1,14 0,00 0,00 0,00 114 2,29
5.88 0,00 0,00 0,00 3,56 0,00
88,23 72,22 86,29
0 1 0 0 0 1
4 0,00 0,57 0,00 0.00 0,00 0,57

0,00 2,86 0,00 0,00 0,00

82.86

‘Total de cepas avaliadas 34 35 35 33 36 175

(a)= porcentagem frente ao total de cepas avaliadas; (b)=porcentagem relativa

dentro da espécie; (c) porcentagem acumulativa da coluna.
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Tabela 12- Distribuicio da diferenca em dilui¢des entre os métodos (EUCAST e NCCLS)

para diferentes espécies frente ao Fluconazol

Diferenca Nimero de cepas de cada espécie para as quais foram observadas as
em diluighes diferencas de diluicdes na CIM
Meétodos dos C.albicans C.glabrata  Chrusei  C.parapsilosis  Ctropicalis  Total
resultados de (/%) {n/%) {n/%) (/%) (n/%)
CIM
1 0 0 1 0 2
5 0,57 0,00 0,00 0,57 0,00 1,14
2,94° 0,00 0,00 2,86 0,00 0,00
94.1° 94,29 87.42
0 0 0 2 0 9
- 0,00 0,00 0,00 1,14 0,00 5,14
y 0,00 0,00 0,00 5,71 0,00 0,00
91,43 86,28
3 1 i i 7 21
1.71 0.57 0,57 0,57 4,00 12,00
2 382 2,86 2,85 2,86 19,44 0,00
EUCAST 91,16 60,00 59,99 85,72 90,00 81,14
>
NCCLS 7 1 6 i 7 22
1 4,00 0,57 3,42 0,57 4,00 12,57
20,59 2,86 17,14 2,86 20,39 0.00
82.34 57,15 57,14 82,86 70,59 69,71
21 19 4 28 18 100
NCCLS o 12,00 10,86 8.00 16,00 1029 5714
EUCAST 61,76 54,29 40,00 80,00 50,00

2 9 14 1 2 28
) 114 5,14 8,00 0,57 1,14 16.00
NCCLS 5.88 25,71 40,00 2,86 5,56 0,00
N 67.64 80,00 80.00 82,86 55,56 73,14
0 5 0 1 3 11
EUCAST 0,00 2,86 0,00 0,57 2,86 6,28
5 0,00 14,29 0,00 2,86 13,89 0,00
94,29 0,00 85,72 69,45 7942
Total de cepas avaliadas 34 35 35 35 36 175

(a)= porcentagem frente ao total de cepas avaliadas, (b)=porcentagem relativa dentro da

espécte; (c) porcentagem acumulativa da coluna.

A fim de tentar interpretar os resultados de CIM obtidos para as 175 cepas
estudadas, estas foram classificadas, independentemente da metodologia empregada no
teste, como sensivel, sensivel-dose-dependente e resistente de acordo com Rex et al,

1997(tabelas 13 e 15).
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Tabela 13- Interpretacio dos testes de suscetibilidade das cepas de Candida frente a0

Fluconazol
Sensivel Sensivel-dose-dependente Resistenie
Espécies NCCLS EUCAST NCCLS EUCAST NCCLS EUCAST

N(%) N(%} N(%) N(%) N(%} N(%)

C.albicans 34(100,0) 34(100,0) 0 0 ¢ 0
C.glabrata 3497.1) 34(97.1) 0 0 12,9 12,9
C.parapsilosis 34(97.1) 3497.1) 0 0 1(2,9) 1(2,9)
Clhrusei 0 0 25(71.4) 28(80.0) 10(28.6) 7(20.0)

C.tropicalis 3597 34(94.4) 1(2,8) 2(5.6) 0 0

Tabela 14- Interpretagio dos testes de suscetibilidade das cepas de Candida frente a
Itraconazol (REX et al, 1997)

Sensivel

Sensivel-dose-dependente Resistente
Espécies NCCLS EUCAST NCCLS EUCAST NCCLS EUCAST
N(%%) N(®%0) N(%%) N(%) N(%e) N(%)
C.albicans 34(100,0)  34(100.0) 0 0 0 0
C.glabrata 0 ] 1(14,3) 3(28,6) 34(85,8) 32(63.8)
C.parapsilosis 33(94,3) 35(100,0) 2(5,7) 0 0 0
C.krusei 6(17,1) 14(40.0) 28(80,0) 19(54,3) 1(2,9) 25,7
C.tropicalis 7(19.4) 10¢27.7) 7(19.4) 5(13,8) 22(61,1) 21(58,3)
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Tabela 15- Interpretagio dos testes de suscetibilidade das cepas de Candida frente a
Anfotericina B(REX et al, 1997)

Sensivel Resistente
Espécies NCCLS EUCAST NCCLS EUCAST

N(%) N(%) N(%) N(%)

C.albicans 34(100,0) 34(100,0) 0 0
C.glabrata 31(71L.4) 34(97.1) 4(28.6) 1(2,86)
C.parapsilosis 22(62.9) 28(80.0) 13(37.1) T(20,0)
Clrusei 20¢57.1) 2077, 15(42.9) 8(22.9

C.tropicalis 27(75,0) 36(100.0) 925,0) 0
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5- DISCUSSAO
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Infecgdes sistémicas por leveduras sdo responsaveis por alta mortalidade entre
os pacientes inumossuprimidos, submetidos a cuidados intensivos, pds-cirurgicos, €
pacientes neutropénicos (FIDEL et al., 1999; UZUM et al., 2000).

As espécies de Candida s3o mais freqiientemente isoladas da cavidade oral e
sio detectadas como colonizantes em aproximadamente 31 a 55% dos individuos
saudaveis. Os indices de colonizagdo aumentam de acordo com a severidade da doenga e
tempo de hospitalizagio. Candida abicans é isolada em cerca de 70 a 80% dos pacientes
infectados, enquanto que, o isolamento de outras espécies de Candida era pouco freqiiente.
Entretanto, dados mais recentes, relatam um aumento no isolamento de espécies niio
albicans, especialmente de Candida parapsilosis, Candida glabrata, Candida tropicalis e
Candida krusei {TESTORE et al., 2004).

Neste estudo, de janeiro de 1999 a dezembro de 2003, 3.926 cepas de Candida
foram isoladas, a partir de espécimes clinicos de 3.297 pacientes atendidos no Hospital das
Clinicas da Unicamp. Candida albicans foi o microrganismo mais freqtientemente isolado
64,4%, seguido de C.tropicalis com 11,8%, C.glabrata com 10,8%, C.parapsilosis com
6,5% e 3,5% de C. krusei, como demonstrado na figura 1.

Candida glabrata sempre foi considerada uma levedura saprofita, relativamente
nfio patogénica, componente da microbiota de individuos saudaveis e, raramente, agente
causal de infec¢Oes sistémicas em humanos. Atualmente, na dependéncia do local da
infecgdo, pode ser considerada a terceira espécie mais comumente isolada. Neste estudo o
isolamento de C.glabrata também ocupa o terceiro lugar, presente em 10,8% dos

isolamentos.

Embora sejam muito variaveis as doengas de base dos pacientes envolvidos
neste estudo, foi possivel perceber uma maior quantidade de isolados de Candida albicans
64,4%, seguidos de Candida tropicalis 11,8%, Candida glabrata 108% e Candida
parapsilosis 6,5%. Tal prevaléncia se aproxima dos padrdes observados em outros hospitais
da América Latina, onde em hemoculturas, C.albicans predomina com 51,6% seguida da
C.parapsilosis com 25,8%, C.tropicalis 13,3%, C.glabrata 3,3%(ANTUNES et al.,2004).
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As clinicas que obtiveram o maior niumero de isolamentos de cepas de Candida
a partir de espécies clinicas de seus pacientes foram: medicina interna (15,6%),
pneumonologia (13,9%), neonatologia (10,1%), gastrenterologia (8,5%), pronto socorro
(7,6%), pediatria (6,4%) e moléstias infecciosas (6,3%) (Figura 2).

Neste estudo com os pacientes hospitalizados no HC — UNICAMP, cepas de C.
albicans foram mais isoladas de escarro (34,8%), urina (20,5%), lavado brénquico (11,6%)
e swab perineal (8,3%), Candida parapsilosis esta mais freqientermente relacionada a
presenga de catéteres (10,0%) e hemoculturas (24,1%), enquanto que C.glabraia,
C.tropicalis ¢ C.krusei, foram mais freqientes em urina, com 50,0%, 35,0% e 33,3%

respectivamente (Tabela 2).

Quanto ao isolamento das diferentes espécies de Candida dos pacientes das
diversas especialidades médicas do hospital, C.albicans foi mais freqiientemente isolada de
pacientes da pneumologia (15,5%), C.krusei, C.glabrata e C.fropicalis de pacientes da
medicina interna com 22,1%, 21,1% e 19,9% dos isolados respectivamente e C.parapsilosis

com 14% dos isolamentos de pacientes da dermatologia (Tabela 3).

Anteriormente a0 desenvolvimento dos azdis, havia pouca necessidade clinica
para os testes de suscetibilidade. O uso de drogas sistémicas no tratamento de infecgbes
fiingicas, como anfotericina B, introduzida nos anos 50, era relativamente simples. Com o
advento da S-flucitosina, nos anos 70 e subseqiientemente dos azéis nos anos 80 e 90, a

situacdo se tornou mais complexa (DENNING et al., 1997).

Atualmente, o uso de antifungicos profilaticos, tem sido cada vez mais
difundido, especialmente entre pacientes imunossuprimidos, para reducfio da colonizagio e
na tentativa de prevenir as infecgBes sistémicas. Tal procedimento, porém, aumenta a
necessidade de uma avaliagdo do perfil de suscetibilidade das cepas isoladas, a fim de
acompanhar o desenvolvimento de resisténcia. Deste modo, as técnicas padronizadas pelo

NCCLS (TESTORE et al,, 2004) tém sido as mais utilizadas, embora algumas variaveis

pré-analiticas ainda possam ser questionadas,

Discussdo

6l



Este trabalho buscou avaliar comparativamente estas varidveis pré-analiticas,
por meio da realiza¢iio concomitante de uma técnica semethante proposta por um o6rgéo,
Europeu, o EUCAST (European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing)
(CUENCA-ESTRELA et al., 2002).

Ambas as técnicas sdo bastante semelhantes em varios aspectos (Quadrol),
diferenciando-se essencialmente na concentragio do inoculo final, que para NCCLS ¢
0,5 — 2,5 x 10°UFC/mL, enquanto para o EUCAST ¢é de 0,5 — 2,5 x10° UFC/mL. O periodo
de incubacio do teste é de 24 horas para o EUCAST, uma vez que um inoéculo maior
permite uma leitura mais rapida. S3o necessarias leituras de 24 a 48 horas para o teste

realizado de acordo com o NCCLS.

As placas de microtitulaggo utilizadas para o EUCAST, sio de “fundo chato”,
para permitir leitura em espectofOtometro com comprimento de onda de 450 nm. Para o
NCCLS as microplacas sdo de “fundo U”, que permitem leitura visual. No documento M27
A2, a leitura espectrofotométrica j& é discutida (CUENCA-ESTRELA et al., 2002; NCCLS
M27 A2, 2002).

Neste trabalho, as leituras para 0 NCCLS foram realizada tanto visual quanto
espectrofotométricamente. As leituras ndo foram relatadas em diferentes tabelas uma vez

que resultaram em CIM iguais.

Para este estudo, foram realizados testes de suscetibilidade para 175 cepas
selecionadas dentre as cepas isoladas a partir de cultura de sangue, cateter e urina: C.
albicans, C.parapsilosis, C.krusei, C.glabrata e C.tropicalis para ambas metodologias.
Nos anexos 2 a 6 estdo relatados todos os resultados de CIM para as quatro drogas

avaliadas para todas as cepas de cada uma das espécies.

Para o inicio do estudo comparativo foram avahadas, por ambas as
metodologias, as cepas padrio ATCC preconizadas para uso no controle de qualidade dos
testes {tabela 4), podendo-se observar, uma boa correlago entre os resultados obtidos com
duas metodologias. Neste momento, também foi realizada a metodologia NCCLS em
placas de fundo chato, para avaliagdo da leitura. Para preparagdo do inoculo, utilizou-se a
contagem em camara para garantia de concentrago fixa: sempre Ix 10’ UFC/mL para
NCCLS e 1 x 10° UFC/mL para EUCAST.
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Para determinacio do numero ideal de cepas teste para permitir uma
comparagdo estatistica adequada entre as duas metodologias, inicialmente o teste foi
realizado para 10 cepas de cada espécie. Pelo intervalo de variagdo entre as CIM obtidas,

foi calculado o “n” de cada espécie. Estes dados encontram-se na tabela 5.

Deste modo, foram avaliadas ao todo 35 cepas * 1 de cada espécie, para ambas

as metodologias, NCCLS e EUCAST.

Nas tabelas de 6 a 9, constam as analises descritivas da comparagdo enire os
resultados de CIM obtidos para as duas metodologias, considerando-se a concordancia

exata entre as metodologias e até 4 dilui¢Bes de diferenca.

Tomando-se apenas a concordéncia exata entre as 2 metodologias, os melhores
resultados foram obtidos para as cepas de C. parapsilosis frente a wtraconazol (88,57%)
(Tabela 7) e cetoconazol (85,71%}) (Tabela 8).

Considerando a diferenca de até 1 dilui¢8io e apenas resultados que apontaram
acima de 90% de concordéncia, os melhores dados foram obtidos para C.Arusei frente a
anfotericina B (97,14%) (Tabela 6) e fluconazol (94,2%) (Tabela 9), C.glabrata frente a
itraconazol (97,14%) (tabela 7) e C.parapsilosis frente a itraconazol (100,0%) (Tabela 7) €
cetoconazol (91,4%) (Tabela 8).

Com até 2 dilui¢tes de diferenca, os melhores resuitados foram obtidos frente a
anfotericina B com 100,0% de concordancia, para todas as espécies avaliadas (Tabela 6).
Para itraconazol 100% de concordincia entre as metodologias foi obtida frente a
C.glabrata, C.krusei e C.tropicalis, aceitando-se a diferenca de 2 diluigdes (Tabela 7). Na
tabela 8 pode-se observar que 100% de concordincia somente foi possivel para as cepas de
C.parapsilosis e C.krusei, frente a cetoconazol. Frente a fluconazol, aceitando-se até 2
diluicbes de diferenca enire as CIM de ambas as metodologias, apenas para C.albicans a

concordancia foi de 97,1 ao invés de 100,0% (Tabela 9).

Outros autores, comparando estas metodologias (CUENCA-ESTRELLA et al.,
2002), consideram apenas diferencas de até, no maximo, 2 dilui¢bes, obtendo
concordancias de 80,7 — 100%, por agente antifingico Neste trabalho, nas mesmas

condicdes, as variagdes foram de 79,1 a 100%.
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Na tentativa de selecionar o método mais confiavel em cada uma das situacoes,
considerando para tal a metodologia que oferecia resultados de CIM mais altos, foram
elaboradas tabelas de 10 a 13.

Nestas tabelas, estio destacados os valores de concordincia exata entre as CIMs
obtidas por ambas as metodologias (NCCLS=EUCAST), ja citados nas tabelas anteriores e
também € possivel visualizar qual a metodologia que apresentou as CIMs mais altas, frente
a cada valor de diferenga entre as diluicdes. Assim, na tabela 10, quando houve para C.
albicans, frente a anfotericina B, a diferenca de até 1 diluigio, a CIM obtida para o NCCLS
foi correspondente a 73,53% das cepas, contra 58,83% do EUCAST. De modo geral
pode-se observar que, para a maioria das drogas avaliadas, as CIMs mais altas foram
obtidas com a metodologia NCCLS. Frente ao itraconazol (tabela 11) a excegdo ocorreu
com as cepas de Candida krusei apenas na avaliagdo de diferenca de até uma diluicio a
favor da metodologia EUCAST Para o cetoconazol (tabela 12) a exceclo foi Candida
tropicalis na avaliagio de diferenca de até uma e duas diluigdes a favor da metodologia
EUCAST, e para o fluconazol (tabela 13) as excegbes foram a Candida albicans e Candida

tropicalis nas avaliagBes de diferenca de até 2 diluigdes a favor da metodologia EUCAST.

De modo geral, os testes realizados com as cepas de C.parapsilosis foram o0s

que apresentaram mais resultados homogéneos entre ambas as metodologias.
Este tipo de analise, ndo foi relatada, até o momento por outros autores.

Para a seguranga do paciente, talvez seja importante considerar as CIMs mais
altas. No entanto, qual destas CIMs tem melhor correlagio com o que ocorre “in vivo”,
ainda ndo se pode afirmar. Até mesmo os conceitos de sensibilidade e resisténcia ainda sdo
bastante restritos (REX et al., 1997).

Na tentativa de estabelecer um parAmetro para interpretacio dos testes de
suscetibilidade, o NCCLS, propds os seguintes valores de corte, para fluconazol, um
microrganismo com CIM < 8ug/ml, ¢ considerado sensivel, entre 16 e 32ug/mlL, sensivel-
dose-dependente e, > 64pg/ml, é considerado resistente . Para itraconazol,

CIM < 0,12pug/mL indica sensibilidade, entre 0,25-0,5pg/mL, sensivel-dose-dependente e
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>1ug/mL resistente. De acordo com a literatura frente a anfotericina B, aproximadamente
94% das espécies de Candida sdo inibidas numa concentragio de lpg/mL (PFALLER
etal, 2000 e REX et al., 2000).

Levando-se em consideracdo a recomendacio do documento NCCLS M27 — A2
(2002) as 175 cepas avaliadas foram classificadas quanto 4 sua suscetibilidade, frente aos

resultados obtidos para as duas metodologias empregadas (tabelas 14 a 16).

Frente ao fluconazol (tabela 14), os resuitados foram bastante concordantes,
exceto para C. krusei, onde a metodologia NCCLS revelou cepas mais resistentes. Para o
itraconazol (tabela 15), de modo geral, a metodologia NCCLS apontou cepas mais
resistentes. Frente a anfotericina B (tabela 16) as cepas menos sensiveis foram observadas

pela metodologia NCCLS, com excegiio da Candida albicans.

Avaliando os dados de CIM frente a itraconazol e anfotericina B, as cepas
menos sensiveis foram reveladas pelo NCCLS. Dados estes, compativels com 0s

observados nas tabelasde 9a 12.

Candida albicans, que tem sido o patogeno mais freqlientemente isolado em
infecgBes filngicas, é comumente sensivel as drogas disponiveis. Por sua vez, algumas
espécies apresentam resisténcia intrinseca, nfio dependente da exposi¢do a droga. Por
exemplo, C. krusei, que possui CIM bastante alta para o fluconazol. Similarmente, a CIM
frente ao fluconazol para cepas de C.glabrata pode ser associada com suscetibilidade
intermediaria ou resisténcia, quando estas s3o isoladas de pacientes submetidos a profilaxia
com este antifimgico {SILVA, 2001). Mesmo que inicialmente sensivel ao fluconazol, pode
rapidamente se tornar resistente a esse agente durante a terapia. Falha clinica associada com
desenvolvimento de resisténcia a anfotericina B ¢ principalmente limitada a cepas de
C. lusitanie (DENNING et al., 1997, FAVEL et al., 2000).

Do ponto de vista clinico, cepas consideradas resistentes microbiologicamente,
podem responder perfeitamente a um tratamento, pois a concentragio do farmaco no local
da infeccio pode ser muito mais elevada que a CIM daquele organismo. Uma cepa €

resistente a um antimicrobiano quando a CIM é mais elevada que o habitual para aquela

Discussdo

63



determinada espécie. Para definir a CIM habitual, é necessario realizar testes de
suscetibilidade e determinar qual € a distribuicio e a moda das CIM (valor que se repete o

maior nimero de vezes) (TUDELA ef al., 2001).

A suscetibilidade “in vitro” para diferentes espécies de Candida frente a
anfotericina B, fluconazol, itraconazol e cetoconazol, tem sido estudada por muiios
pesquisadores. O largo valor obtido para maiona das espécies apresenta uma variedade na
resposta “in vitro” para as drogas mais comuns usadas nas institui¢des médicas. Segundo a
literatura, a CIM de anfotericina B frente a (. parapsilosis pela técnica de microdiluigo
em caldo é de 0,25 a 2,0pug/ml., para fluconazol, de 0,5 a 4,0pg/mL, para itraconazol, de
0,12 a 0,5ug/mL e para o cetoconazol, de 0,03 a 0,25ug/mb. (NCCLS M27-A2, 2002).

De modo geral, os valores de CIM por microdiluigio em caldo, neste estudo,

encontra-se em acordo com a literatura (CUENCA-ESTRELLA, ef al., 2002).

Em nossa instituigio o Hospital das Clinicas da Unicamp, considerado uma
instituicdo de atendimento terciario que atende a um grande nimero de pacientes que fazem
uso de antifiingicos, o indice de resisténcia das cepas isoladas. Frente ao fluconazol o indice
de resisténcia é de 6,8%,para metodologia NCCLS e de 5,1% para EUCAST. Frente ao
itraconazol é de 32,6% para metodologia NCCLS e de 31,4% para o EUCAST.E frente a
anfotericina B foi de 23,4% para NCCLS e de 9,1% para EUJCAST.

De modo geral, os dados de sensibilidade ¢ resisténcia sdo compativels com 0s
obtidos por PFALLER et al., 2000 e REX et al., 2000.

Finalmente, apos todas estas analises, um procedimento mais adequado & rotina

de um laboratério de microbiologia, estaria assim constituido:
- Meio de cultura: RPMI 2% glicose com 0,165m MPOS pH 7,0;
- Temperatura de incubagdo: 35° C;
- Indculo: 0,5 22,5 x 10° UFC/mL;

- Tipo de placa de microtitulagio: fundo chato
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As leituras seniam realizadas apds 24 h e 48 h de incubacdo, com a
determinaco da CIM por espectrofotometria, considerando para anfotericina B, redugio da

DO em 95% e para os azdis, reduco da DO em 50%.

A necessidade de realizacio de testes de suscetibilidade a antifiingicos €
incontestivel, no entanto, varios critérios devem ser observados para que os resultados
possam ser adequadamente utilizados. Entretanto, a metodologia mais adequada,
independentemente de suas dificuldades técnicas, serd aquela que permitir a obtengéo da

melhor correla¢do de resultados “in vivo €” in vitro”.
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Cepas de Candida albicans prevaleceram sobre as demais espécies, embora exista
um grande nimero de isolados de outras espécies.

As clinicas de gastroenterologia, medicina interna, neonatologia e pneumonologia
foram as que mais se destacaram no isolamento de espécies de Candida.

As espécies de Candida foram mais isoladas a partir de materiais clinicos como:
escarro, urina, swab perineal e lavado brénquico.

De modo geral, a correlagio entre as duas metodologias foi de 80 - 100%, aceitando-
se a diferenca de até 2 diluigdes.

Se forem consideradas as CIM altas mais seguras, para a maioria das drogas e cepas
estudadas seria mais adequada a aplica¢iio do método NCCLS.

Existem pros e contras em ambas as metodologias avaliadas e talvez uma selegio de
prés, de ambas, podem resultar em uma terceira, a mais adequada 4 realizagio
rotineira e que permita um reduzido nimero de erros por fatores pré-analiticos.

A melhor metodologia sera aquela com aceitavel correlagio “in vitro”, “in vivo”,
qualidade esta que, até¢ o momento, nenhum dos protocolos propostos para avaliagio

de suscetibilidade a antifitngicos possul.
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Anexo 1A - Dados de coleta e isolamento de leveduras do génere Candida a partir de

espécimes clinicos coletados de pacientes do HC-UNICAMP

ND

ROTINA DATA  PACIENTE HC CLINICA MATERIAL . IDENTIFICACAO

LIF CLINICOS

4862 18/1-0b 13/fev €80 8247476 GO urina i C. trapicalis

4866 21-cb 13/fev ECT 459063-3 Neure urina ave C. tropicalis

4883  4l/1-0b 27/ fev GR 834312-5 Trauma sangue sepse C. tropicalis

4907 63-o0b 10/mar AMSP 834420-5 Trauma urina ni C. tropicalis

4924 95/1-ob  24/mar AAD 628958-7 UTL sangue m C. tropicalis

4931 100/1-0b  27/mar EC 837467-7 Gastro sangue ni C. rropicalis
ponta de

5045 163-0b 29/abr ACS 84124544 Trauma cateter H C. tropicalis

5103 208-0b 16/mai GGG 841614-8 Trauma urina ni C. tropicalis

5182 1786 14/ma DAJ 714359-8  Pediatria urina T C. tropicalis

5204 247-0b 10/un CBH T74220-9 UTI urina sepse C. tropicalis
ponta de

3243 300-0b 14/jul EHS 801252-0 Deuro cateter ni C. tropicalis

5588  406-0b 16/set VSR 856047-2  Pediatria urina febre a/e C. tropicalis
ponta de

5598  416-2-0b 22/set BAS 551006-6 Gastro cateter bact. Febre C. tropicalis

leucocitose

3624  450-1ob 12/out MVR 822964-2  Urologia sange ale C. tropicalis

5924 542/03-0b  20/dez ALBM 841720-3 Hemato sangue THIN C. tropicalis
ponta de

5934 533/03-0b  30/dez CPC 867921-7 Cir. trauma cateter 1 C. tropicalis

522-1/03-
5824 ob 9/dez I8 856301-6  Urologia sangue it} C. tropicalis
5810 499/03%-0b  16/nov JWN 851485-3 Gastro sangue ni C. tropicalis
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3076 472 4/ffev I8 7890555 Pneumo Pta cateter  febre C. rropicalis
3092 677-10B  Sfev GCS 7165449 Onco Sangue Neutropenia C. tropicalis
312 014-10B  12/ffev FMNS 7913864 Caism Sangue iebre C. tropicalis
3249 83-0B 19%mar SO 7966158 Oriop Sangue febre C. tropicalis
3257 91-0B 26/mar RIS 7975113 Neuro Usina Sc. Uretral C. tropicalis
3261 96-0OB 27/mar NC 7121106 Cir. Vasc Urina afe C. tropicalis
3779 27508 28fun LSO 6568604 Gastro Sangue febre C. tropicalis
3796 296 5/l OA 8102602 Cardio Sangue Sepsis C. tropicalis
3810 319-1 16/ul AN 6605943 Cir Trauma Sangue febre C. tropicalis
3952 369 5fago AAl 4320927 Neuro Sangue TCE C. tropicalis
4080 3536 19/age FS 8136093 Pneumo Pta cateter  febre C. tropicalis
4111 437 8/set ISL 7221209 Ped Sangue Sepsts C. tropicalis
4267 486-1-0B  l4/fout  DCL 8029832 Gastro Sangue febre C. wropicalis
4490 616-1-OB 16/dez  AAFC 7733408 QGastro Sangue NI C. wopicalis
Bex.
4813 662-0b 14/fan DAO 95344-1 Urologia urina Neurogénica C. tropicalis
4818 669-0b 22an CMA 830505-6  Pneumo urina febre C. tropicalis
4849 05/1-0b 8/fev AR 688917-1  Cardio wrina ni C. tropicalis
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Anexo 1B - Dados de coleta e isolamento de leveduras do género Candida a partir de

espécimes clinicos coletados de pacientes do HC-UNICAMP

N®  ROTINA DATA PACIENTE  HC CLINICA MATERIAL IDENTIFICACAC

LIF CLINICOS

4711 510-2 S/ev JEY 8296857 MedInterna BAL sida C.parapsilosis

4727 57 11/fev SAQE 5787104 Nefro urina IRC C parapsilosis

4865 20-0b ld/fev IPD 595532-5 Onco urina ni C.parapsilosis

4508 66-0b 10/mar AEBG 833582-5 Pediatria sangue ni C.parapsilosis

4951 117-0b 28/mar ER 719326-6 Trauma sangue i C. parapsilosis
ponta de

5033 149.0b 23/abr AP 833828-7 Tt cateter prun atipica C. parapsilosis

5082 1422 15/abr ICL 8105414 Nefro urina ni C. parapsilosis
pontade  neuiropenia

3163 237-0b 8/jun 0 818072-9 Hemato cateter febril C. parapsilosis

5241 297-0b 144t CSRS 8463254 Ut urina m C. parapsilosis

5480 377-0b 20/ago CALC 8341232 gastro sangue m C. parapsilosis

3541 3369 22/ago IASS 851705-1 NEFRO urina ire C. parapsilosis

5544 3390 23/ago MGC 792848-9 NEFRO urina ni C.parapsilosis

dor

5591 410-ob 19/set MEN 31244920 PS urina abdminal C.parapsilosis

5642 463-0b 17/out VR 7944920 Pediatria sangue febre C.parapsilosis
poniz de infecelio

5668 3774 17iset ANLM 793477-3 PS cateter fangica C.parapsilosis

2985  624-0B 104an IMS 1328005 Gastro Urina HAS C. parapsilosis

3099 684-10B Tifev MF 7650301 Med int. Sangue NI C. parapsilosis
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N{_\

ROTINA DATA  PACIENTE HC CLINICA MATERIAL L IDENTIFICACAQ
LIF CLINICOS
3120 024-10B 1/fev IBR 7802820 EGA Sangue febre C. parapsilosis
3124 027-0OB 15/fev HSMGG 7574529 Ped LCR Meningite C. parapsilosis
3167  73-0B 18/mar VB 7919688 Ped Urina IRC C. parapsilosis
3356 1183 25/mar GV 7974458 Ml LCR Neuro C. parapsiiosis
3778 27408 28fun VO3S 2586848 Ped Sangue DMSO C. parapsilosis
Cir.
3807 314-1 14/ul MAS 7890864  Trauma Sangue NI C. parapsilosis
3954 3N 5/ago KAP 6414607 Ped Sangue Infeccéio C. parapsilosis
Med
4288 4225 29/set JAM 4755502 interna Urina NI C. parapsilosis
4306 4295 2/out PL 4873011 Onco Urina NI (. parapsilosis
4348 568-0OB 18/nov AQT 8231073 Ut Sangue Sepsis C. parapsilosis
4475 602-0OB 12/dez M3 8252378 Gastro Pta cateter NI C. parapsilosis
Med Intern
3920 538/03-0b  20/dez AN 8671041 a sangue febre C.parapsilosis
ponta de
5791  471/03-0b  23/out GBAC 847723-7  Pediatria cateter foi C.parapsilosis
Med Intern
5795  479/03-0b  3/mov GC 859242-5 a urina febre C.parapsilosis
Lig.
5879 4926 11/dez MICF 826764-8 Nefro peritoneal irc C.parapsilosis
5835 533/03-0b  13/dez MSR 5613262  (astro sangue febre C.parapsilosis
pos op. +
5921  539/03-0b  21/dez W8S T7698-7 Gastro sangue febre C.parapsilosis
mfittrado
3842 4646 19/mov ALA 864875-1  Pneumo BAL LSD C.parapsilosis
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Anexo 1C - Dados de coleta e isolamento de leveduras do género Candida a partir de

espécimes clinicos coletados de pacientes do HC-UNICAMP

NC!

ROTINA  DATA  PACIENTE HC CLINICA MATERIAL . IDENTIF.
LIF CLINICOS
4645 231 18/jan ARS 831403-% Med.Int. uring ni C.albicans
4793 638-ob 2fjan AA 3030424 M sangue Clalbicans
4807  654-0b &fjan CASC 152984.3 UTIL sangue febre C.albicans
4821 674-0b 24/jan LNM 826942-8 Caism urina n: C.albicans
4816 666-0b 17Han MHPT 7679709 Pediatria sangue febre C.albicans
4856 12-ob 1Hfev M 8312950 Gastro sangue m C.albicans
4874  32/1-0b 20/fev 1LBO 384142-3 Trawmma sangue n C.albicans
4885  42/1-0b 27Hev OCsS 676516-1 Cardic sangue eba? C.albicans
4888 45-0b 27Hev AHAS 820065-8 MI urma febre C.albicans
4913 T7-0b 14/mar AFB 6220777 Endocrino urina m C.albicans
4915 81-0b 17imar vCA 837782.5 Pediatna sangue ni C.albicans
ponta de
4929 99-0b 26Gi/mar e 417770-0 Neuro cateter ni C.albicans
4939 108-0b 28/mar MCF 836547-0 Trauma sangue ™ C.atbicans
4938 124-0b Sfabr JOB 08782-6 PS sangne pam C.albicans
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o . D.
N ROTINA DATA  PACIENTE HC CLINICA  MATERIAL . IDENTIF.
1IF CLINICOS
dor baixo
3057 192-0b 11/mai AFC 598911-6 Ps urina ventre C.albicans
5062 199-0b 15/mat EOM 841058-8  Med Interna sangue prm C.albicans
3063 202-0b 15/mai OB 842688-6 Gastro sangue ni C.albicans
5081 1420 15/abr AS 395245-6 Preumo LPL neo pulmio  C.albicans
5103 211-0b 18/mai M 477292-6 M sangue sida C.atbicans
3114 223-0b 2% mai BG 484817-9  Med Interna uring ni C.albicans
5158 230-0b 3/jun IGC 846000-6 Gastro sangue pancreatite  C.albicans
3056 191-0b 10/mai AGC 303566371 PS sangue ni C.albicans
ponta de
5206  236-0b 13/4un AB 842637-7 Ul cateter sepse C.albicans
5238  29%4-ob 11/l FMN 849601-1 Pediatria sangue ni C.albicans
5240  296-ob 16/l AT 84991667 MedInierna sangue ni C.albicans
5245 303-0b 15/ul MI 847548-5 neuro sangue ui C.albicans
porita de
5346 2361 24/jun ACA 830855-6 Newro cateter sepse C.albicans
5404  343-0b 3145u CAP 24830 Neuro urina secr. Urinaria  C.albicans
5491 393-0b 8/set CAS 31166049 caism urina of C.athicans
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NO

ROTINA DATA  PACIENTE HC CLINICA  MATERIAL o IDENTIF.
LIF CLINICOS
5561 3433 28/ago HsM 841423-7 Pediatria urina irctHebre C.albicans

choque
3604  427-0b Tfout JAD 176817-8  Cir. Trauma Sangue Séptico C.albicans
5622  448-2-0b 15/out AAB 860925-4  Cir trauma sangue febre C.albicans
3265  327-1-0b  28/ul 5SRO 830606-6 ni sangue ni C.albicans
5817 507/030b  30/nov AL 8629844 GASTRO LPL SEPSE C.albicans
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Anexo 1D - Dados de coleta e isolamento de leveduras do génere Candida a partir de

espécimes clinicos coletados de pacientes do HC-UNICAMP

N°  ROTINA DATA  PACIENTE HC CLINICA  MATERIAL > IDENTTF.

LIF CLINICOS
3116 009-0B 11/fev HSR 7010470 Cir. Trauma Sangue NI C. glabrata
3155 60-0B 9/mar NFM 7759644 Onco Sangue NI C. glabrata
3160 66-0OB 10/mar JRF 4819560 Cardio Sangue R C. glabrata
3848 368 314ul EAC 7504839 EGA Sangue febre C. glabrata
3883 2760 4/l ABC 3738816  Med interna Urina 1o C. glabrata
43580 5219 idez NBS 3867180 Med interna  Pta cateter febre C. glabrata
4682 381 28fjan KCLSS 610701-8 Caism urina C.glabrata
4686 419 30/jan R 30129147 PS uIing iTu C.glabrata
4870 27-0b 18/fev MID 833902.9 Trawma sangue ni C.glabrata
4919 90-0b 20/mar S8 8374722 UTI urina 1 C.glabrata
4947 113-0b 28/mar CBRM 441283-9  Med.Interna urina ni C.glabrata
5015 1188 28/mar NSF 549424-0  MedInterna urina itu C.glabrata
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NO

ROTINA DATA  PACIENTE HC CLINICA  MATERIAL . IDENTIF.
LIF CLINICOS
5027 136/1-ob  20/abr QICM 840123-2  MedIntema urina ferimento  C.glabrata
5044  162-0b 29/abr ECS $35078-8  MedInterna sangue ] C.glabrata
3076 1388 11/abr MAS 835100-7 Gastro 1AS ascite C.glabrata
3091 1464-1 22/abr MMSB 841629-3  Med.Interna urina U C.glabrata
3102 206-0b 13/ma TAA 802855-9 Pediatria urina ITu C.glabrata
5108 214/2-0b  20/mai MBR 712755-2 Ps urina ITuU C.glabrata
5239 295-0b 16/ul B 770976-2 Trawma sangue ni C.glabrata
5253 312-0b 214t FF 848801-2 gastro sangue bacteremia  C.glabrata
3267  328cb 284ul AM 847275-0 gastro sangue m C.glabrata
3300 2005 29/mai AMR 839953-0 Med. uring hsa C.glabrata
5327 2257 16/jun EPR 847132-2 Vascular urina ni C.glabrata
3336 2311 18/tun AF 844809-6 Onco LAS ascitetsepse  C.glabrata
5407  346-0b 314ul DL 330348-1 MedInterna urma febre C.glabrata
5488  389-0b Zlset IsC 240488-6 urina dm C glabrata
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NO

ROTINA  DATA  PACIENTE HC CLINICA  MATERIAL . IDENTIF.
LIF CLINICOS
3577 3343 2/set CAB 209011-0 NEFRO urina tx-renal C.glabrata
3585 4G1-0b 8/set RO 769325.2 Gastro urina febre C.glabrata
5614 437-1-0b 8/out FAD 855282-7 MedIntema sangue febre C.glabrata
5685 3849 22/set CANP 701150-1 Cir. wrma mfeccio C.glabrata
5836  5334/03-0b  13/der HC 866937-9 Ps sangue sepse C.glabrata
5804  4%0/03-cb  12/nov G 846132-5 Med Interna urina febre C.glabrata
526-2/03-
5829 ob 13/dez MV 841386-3 Hemato uring febre C.glabrata
487-1/03-
5800 ob 10/nov MSM 852621-6 Med Interna urina sepse C.glabrata
5935  554/03-0b  30/dez NCDB 373752-9 UTl urina m C.glabrata
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Anexo 1E - Dados de coleta e isolamento de leveduras do género Candida a partir de

espécimes clinicos coletados de pacientes do HC-UNICAMP

N' ROTINA DATA  PACIENTE HC CLINICA ~ MATERIAL P IDENTTF.
LIF CLINICOS
3241 7408 16/mar RIB 631602% Nefro Urina R . Krusei
3241 74-0OB 16/mar RIB 6316029 Nefro Urina R C. Krusei
e 2427-1 17/4un GCC 8039934 Gastro LAS Ascite C. Krusei
3978 402 20/ago RCS 4164519 Mi Urina NI C. Krusei
4468  595-0B 3/dez MCS 470629 EGA Urina NI C. Krusei
4804  650-0b 8/fjan rAC 790425-9 T™O sangue T™O C.krusei
4867 22-0b 13/fev BO 826064-6 Caism urina distiria C.krusei
4903 39-0b 6/mar GAR 640849-0 Nefro urina nefrolitiase Clkrusei
4903 59-0b 6/mar GAR 640849-C Nefro urina nefiolitiase C.krusei
3110 217-b 22/mai JLSS 5049334 Nefro urina litiase C.krusei
5113 2220b 25/mai BT 763442-4 PS Liq. Peritoneal il C.krusel
5156 228-0b 2/jun FFC 7061651 Onco urina U C.krusei
5221 266-0b 17/umn CcM 669162-9  Med Interna urina itu Clhrusei
3405  344-0b 314ul APG 8483094 Caism urina ni C.krusei
1631 2122 17han EAA 7062425 Pneumo Urina Gestante C. krusei

Chogue
1818 75 5fjan AC 329+917 GASTRO TURINA séptico C. krusei
2294 3305 30/4un TFO 6964284 NEFRO URINA Rotina C. krusei
SEC/SEIOMA
2929 5804 13/dez NMS 6352805 HEMATO XD Sinusite C. krusei
CIR/NEUR
1817 189 5/jan MLS 7081241 0 TURINA Ty C. krusei
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N()

ROTINA ~ DATA  PACIENTE HC CLINICA  MATERIAL . IDENTIF.
LIF CLINICOS
2916 1874 16/dez MAF 7864403 CAISM URINA ale C. krusei
2804 4846 30/out DBTL 6849478 P S/CLIN URINA Febre a/e C. krusei
2492 3180 3/set AMB 7715692 CAISM URINA Pré OF . krusei
MED/INTE
2128 2151 28/mai GRS 6364745 R URINA IRC afe C. krusei
MED/ENTE
2074 1847 20/abr IFs 7579624 R URINA TTU por funge  C. krusei
2574 1739 21/set MG 7689324 ONCO URINA Ca mama C. krusei
3800 302-1 ithd JEA 26003321 Cardio Sangue NFPP+cefepime . Krusei
PTA/CATET
1822 24 3fjan RLG 7437153 PED ER Febre C. krusei
2731 6008-2 4/out IMVM T472456 HEMATO  SANGUE Leucopenia C. krusel
1001 5495 20/dez DRCLT ST78TLTT Hemato Pta catéter Poés-TMO C. krusei
1096 331 21/fev AJR 6630530 Hemato Pta catéter NI C. krusei
1705 5441 17/out NZV 7350048 Ped Pta catéter NI C. krusei
1803 541 2%/dez AC 329797 Gastro Sangue Sepse C. kruser
993 3390 29/dez BB T025702 Pnreumo Sangue Linfoma C. krusef
781 1398 13/set FCAP 6804925 PED Sangue NI C. krusei
5794  478/03-0b  3/nov MFS 8630510 Cardio urina ni C.krusei
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ANEXO 2- Resultados de CIM obtides para cepas de C.albicans frénte a anfotericina,

itraconazol,cetoconazol e fluconazol por meio das duas metodologias

CEPAS anfotericing Itraconazol Cetoconzzol Fluconazol
C.albicans NCCLS EUCAST NCCLS EUCAST NCCLS EUCAST NCCLS EUCAST
MIC{ug/mbL) MIC(ug/mL) { MIC{ug/ml.) | MIC(ug/mL) | MiCug/mL) | MIC(ug/mL) | MIC(ug/ml.} | MIC(ug/mL)
5622 0,300 0,500 0.060 0,060 <=} 06 <=0} 06 (.250 1,000
4793 0,123 0,060 0,060 0,060 <=(,06 <=(3,06 0,250 1,006
5238 0,250 0,500 0,060 <={} 06 <=(},06 <=(0,06 3,250 0,500
4821 1,000 0,500 0,060 0,060 <={),06 <=0,06 0,250 1,000
5346 0.250 0,500 0,060 <=(,06 <=, 06 <=() 06 0,230 4,500
3056 0,250 0,250 0,060 0.125 <={},006 0,125 <=(},25 0,250
5240 0,500 6,300 0,060 <=() 06 <={},06 <=(), 06 0,250 0,250
4807 0,500 0,500 <=3 06 <=0.06 <=(},0)6 0,500 <=6,25 0,250
5062 0,500 0,500 <=0,06 0,060 <=0,06 0,500 <=} 25 <={) 25
3206 0,500 (1,250 0,123 0,123 <=(3,06 <=0 06 0,250 0125
5622 0,500 0,500 0,060 0,060 <={} 06 <=4{), (5 0,250 1,000
4793 4125 4,060 0,060 0,060 <=0),06 <=(), 06 0,250 1,060
5238 0,250 0,500 0,060 <={},06 <=(,06 <=(,06 0,250 0,500
4821 1,000 0,500 0,060 0,060 <=(} 06 <=(},06 0,250 1,000
5346 0,250 0,500 0,060 <=(},06 <=0,06 <=0 06 0,250 0,500
3056 0,250 0,250 0,060 0,125 <=(),06 0,125 <=(),25 0,250
5240 0,500 0,500 0,060 <=006 <={},06 “<=(),06 0,250 0,250
4807 0,500 0,500 <={},06 <={} 06 <=(} 06 0,500 <=} 25 0,250
5062 0.500 4,500 =(1,06 0,060 <=={} ()6 0.500 <=f) 25 <=} 25
5206 0,500 0,250 0,125 0,125 <=3 06 <=0} 06 0,250 0,125
4856 1.600 (0,300 0,128 <=0 (13 <=0 03 0,030 0,250 0,250
5491 1,000 0,500 0,125 0,125 <=(,03 <=(}.03 4,125 0,250
4888 0,560 1,000 0,123 0,123 <=(,03 <={,03 0,250 0250
4874 0,500 0,250 0,123 <=(3,03 <=0 (3 <={3,03 0,250 0,250
46435 1,000 0,250 0,125 <=(},03 <={)(}3 <=(,03 0,250 0,230
4885 1,000 0,500 <=(),(3 <=(3,03 <=(0),(3 <=(,03 6,250 0,250
5158 0,500 0,500 <=(},03 <=(1,003 <=(,03 <=(0,03 0,250 0,250
5265 0,500 0,500 <=0,03 <=(}. 03 <=0,03 <=f 13 0,500 0,504
4915 0,500 1,000 0,125 <=0 03 0,125 <=0,03 0,250 0,250
5561 8.250 1,600 0,123 0,125 0,125 4,125 0,250 0,250
5063 0,500 0,230 0,123 <=0.03 0,125 0,123 2,250 0,250
5037 (0,500 0,230 <=}, (3 <=0.{3 0,125 <=(},03 {4,250 0,250
4816 1,000 4,250 0,125 <={},(3 <=0.03 <=(} 03 0,250 (3,250
5081 1,000 0,500 <=(},03 <=0.03 <=0,03 <=(,03 0,250 0.250
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ANEXO 3- Resultados de CIM obtidos para cepas de C.fropicalis frente a anfotericina,

itraconazol,cetoconazol e fluconazol por meio das duas metodologias
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CEPAS anfotericina liraconazol Cetoconazol Fluconazol
C.tropicalis NCCLS EUCAST NCCLS EUCAST NCCLS EUCAST NCCLS EUCAST
MIC(ug/mL) | MIC(ug/ml) | MIC(ug/mL) | MIC(ug/mL) | MIC(ug/mL) | MIC(ug/mL) | MIC(ug/mL) | MIC(ug/mL)
5045 2,000 3,500 0,250 0,125 0,500 1,000 0,500 0,500
4974 2,004 0,560 0,125 0,125 <=().06 <t} (06 8.000 16,000
5598 0,500 0,560 0125 0,125 <=0, 06 <=(},06 0,250 0,500
3934 2,000 0.500 0,125 0,060 <=(},06 0,500 1,000 0,500
4883 2.000 0,500 0,230 0,125 <==(), 06 <=(},06 1,000 4,000
5243 2,600 0,500 0,125 0,060 <={),06 <a=(},06 0,500 1.600
5824 0,500 {1,500 0.125 <=(} 06 <={}06 <=(3,06 {1,500 0,300
5924 2,000 0,500 2,000 0,500 1,000 0,500 16,0600 10,000
5810 1,000 0,500 0,250 0,125 0,060 0.230 0,500 0,500
4931 1,000 1,000 32,060 32,000 0,250 1,080 0,500 1,060
3261 1,000 1,000 1,000 1,000 0,030 <=0 03 1,000 0,230
3112 1,000 1,000 1,000 1,000 0,030 0,030 0,250 0,250
5204 0,500 0,250 0,500 0,500 <=0, 03 <=(}, (3 2,000 0,500
3076 0,500 1.000 1,600 1,000 <=(), (3 <=(3,03 0,250 0,250
4862 1,000 1,000 1,000 2,000 (1,030 0,030 0,250 0,500
5588 1,000 1,000 1,000 1000 <==(1,03 <=(}.03 0,230 3,250
5103 1,000 1,000 1,000 2,000 <=0,03 <={) 03 0,250 0,250
4849 1,000 1.000 1,000 1,000 <=(,03 <=0 (3 0,250 0,500
5264 1,000 1,000 1,000 1,000 <=() (13 0,125 0,250 0,250
4111 2,000 1,000 0,250 1,000 <={) 03 <=(} (3 1,000 0,250
5182 1,000 1,000 1,000 1,600 0,250 0,030 2,000 1,600
4907 0,500 1,600 4,000 8,000 2,000 8,000 4,000 8.000
3257 0.500 {3,250 1.000 1,000 <=(3,03 <=0(,03 0,125 (3,500
3952 0,504} 0,250 1,000 2,000 0,030 0,030 0,500 0,500
5614 0,500 0,500 1,000 0,500 0,030 <=0, 03 0,300 0,500
3779 0,500 0,250 1,060 1,000 <=0.03 <={},03 0,500 0,500
3810 2,000 4,500 0,500 1,000 0,125 <=(},03 0,500 2,000
4490 2,600 1,000 1,000 1,000 0,030 0,500 0,500 2.600
3796 1,000 0,500 1.000 1,000 <=(0,03 <=(,03 0.500 0,500
4813 1.000 0,500 0125 0,500 <=0,03 <={) 03 2,000 0.500
4866 0,500 1,000 1,000 2,000 <=0,03 0,030 0,500 0,500
3249 0,500 0,300 2,000 1,000 <=0} (13 <={,03 0,500 0,500
3092 1,000 0,500 0,500 0,125 <= (13 <={) (3 0,500 0,500
4267 0.500 0.500 1,000 1,000 <=0 03 0,030 0,500 0.300
4818 0,500 0,125 0,125 0,125 <=(1,03 =003 0,500 0,500
4080 1,000 0,250 1,000 0,250 <=(,03 0,030 1,000 0,250
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ANEXO 4- Resultados de CIM obtidos para cepas de (. glabrata frente a anfotericina,

itraconazol,cetoconazol ¢ fluconazol por meio das duas metodologias
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CEPAS anfotericina Itraconazol Cetoconazol Fluconazol
C.glabrata NCCLS EUCAST NCCLS EUCAST NCCLS EUCAST NCCLS EUCAST
MICug/mL) | MICug/mb) | MIC(ug/mL) | MIC(og/ml) | MIC(ug/mL} | MIC(ug/mi) | MIC(ug/ml) | MIC(ug/ml}
4580 0160 £.500 64,000 32,600 1,000 0,500 0,500 0,300
5836 (3,100 0,300 32.000 16,000 1,000 0,500 0,500 0,500
3848 (0,500 0,250 8,000 8,000 0,500 0,256 0,500 0,500
4870 0,500 0,300 16,060 32,000 8,000 0.500 00,500 0,500
5239 0,500 (0,360 16,000 8,000 (4,500 0,250 0,500 <=0 25
5044 1,000 0,500 32.000 32,000 1,000 1,600 0,500 0,500
5614 1,000 0,500 32,000 32,000 2.000 0,500 1,000 0,500
3119 0,500 0,500 64,000 16,000 1,000 0,500 (3,500 6,500
5267 1,000 0,300 32,600 16,000 0.560 0,300 0,500 0,500
5253 0,500 0,500 32.000 32,000 1,060 1,064 0,500 0,300
5685 1,000 1,000 2,000 2,000 2,000 1,000 1,000 0,500
3091 1,000 1,000 64,000 64,000 2,000 0,500 0.500 0,125
4919 {.500 1,600 2,000 2,000 2,000 0,500 0,500 0,125
5935 1,000 1,000 2,000 2,000 2,000 0,500 0,500 0,125
5336 0.250 0,500 1,000 1,000 2,000 0,500 1,000 0,500
5585 1,000 1,000 64,000 64000 1,000 0,250 0,500 0,500
5091 1,000 1,000 2,000 2,000 1,000 1,600 0,500 0,500
5015 0.500 1,000 2,000 1,000 1,000 2,000 0,500 0,500
5102 1,000 1,000 1,000 1.000 2,000 2,060 0,250 0,250
5407 2,000 1,000 1,000 1.000 1.000 2,000 0,250 0,250
5829 1,000 0,250 64,000 64,000 4,000 8,000 64.000 64,000
3153 1.000 0,500 2,000 2000 4,000 8,000 0,500 9,500
3488 2,000 6,500 1,000 1,000 1,600 1,000 0,500 1,000
5804 1000 0,500 1,000 0,500 2,000 0,500 0,500 0,250
5300 0,500 0,500 1,600 2,000 1,000 1,600 0,500 0,500
5108 0,500 2,000 1,000 1,000 2,000 1,000 0,500 0,500
5800 1,000 0,250 1,060 1.000 2,000 1,060 1,000 0,500
5877 1,000 1,000 2,000 1,060 4,000 1,006 2,000 (0,500
5076 2,000 1,000 1,000 0,500 4.000 1,006 1,000 0,500
5027 0,500 0,300 1,000 0,500 2,000 1,000 0,500 0,250
4947 0,500 1,000 0,500 1,000 0,500 §.000 0,250 1,000
5833 1,000 {1,560 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,500
4682 2,000 1,060 32,000 16,000 16,000 16,000 32,000 16,000
3160 1,000 1,000 2,600 2,600 8,000 8,000 1.000 1,000
4686 1,000 0,500 2,600 2,600 1,000 4,000 0,500 0,500
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ANEXQO 5- Resultados de CIM obtides para cepas de Cparapsilosis frente a

anfotericina, itraconazol,cetoconazel e fluconazol por meio das duas
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metodologias
CEPAS anfotericina Hraconazol Cetoconazol Fluconazol
C.parapsile
sig NCCLS EUCAST NCCLS EUCAST NCCLS EUCAST NCCLS EUCAST
MICMug/mL) | MiCleg/ml) | MIC(ug/ml) | MiC(ug/mL) | MIC{ug/mL) | MIC(ug/mL) | MIC(ug/mL) | MIC(ug/mk)
4908 0,250 0,500 =0,123 <=3 125 <=().06 <=0,06 0,500 0,500
4951 0,250 6,500 <=0,123 <=(,125 <=().06 <=(0& <=(). 125 0,250
5642 0,250 0,500 <=(,123 <={),125 <=(1.06 <=006 <={),125 0,500
5835 0,250 0,500 <={,125 0,125 <=0, 06 <={,06 <=(0,125 2,000
5033 0,250 0,500 <=(},125 <= 125 <={),06 <=() 06 1,000 0,500
5480 0,250 (.500 <=(},125 0.125 <={),06 <={) 06 0,500 0,300
5668 0,250 0,250 <={),123 <={} 125 <=(,06 <={),06 2,000 2.000
3791 3,560 0,250 <={,125 <=(), 125 <=} 06 <=(} 06 0,500 (.500
5163 0,250 0,500 <=(},125 <=(3 125 <=(3,06 <=(}06 <0,125 (3,500
5920 0,250 0,500 <=(3,125 <=(,123 <=0,06 <=(}, 06 64,000 64,000
4711 0,500 2,000 0,125 0,125 0,030 0,030 0,500 1,000
4288 2,000 0,500 0,125 0,125 0,125 0,030 0,230 0,250
4348 0,500 0,500 0,123 0,125 0,030 0.030 0,250 0,250
3120 0,500 0,500 0,123 6,125 0,030 0.030 0,250 0.250
5921 0,500 0,500 0,125 0,125 0,030 0,030 0,250 0,250
3954 0,300 0.500 0,123 0,125 (3,030 0,030 0,250 0,250
4473 2,000 (3,500 0,125 0,125 0,030 0,030 0.250 0,250
5541 0,500 0,500 0,125 0,125 0,030 0,030 0.250 6,250
2985 0,500 0,360 0,125 0,125 0,030 0,030 0,250 0,250
3099 0,500 2,000 0,125 0,125 0.030 0,030 0,280 0,250
5391 0500 0,500 0,125 0,125 0,030 0,030 0,250 0,250
3544 0,500 0,500 0,125 0,125 0,030 0,030 0.250 0.250
3356 2,000 0,300 0,125 0,125 0,030 0,030 0,250 0,250
4306 2,000 0,500 0,123 0,125 0,030 0,030 0,250 0,250
3778 2,000 0,500 0,125 0,125 0,030 {4,030 0,250 (.250
3124 2,000 0,500 0,125 0,125 0,030 0,030 0.250 0,250
5795 (3,500 0,500 8,125 0,125 0,125 0,030 0,230 0,250
3807 2,000 2.000 0,125 0,125 0.123 0,250 0,250 0,250
5879 2,000 2,000 0.125 0,125 0,030 0,030 0,250 0,250
3167 2,000 0,500 0,125 0,125 0,125 0,030 0,250 0,250
4855 2,000 2,000 0,250 0,123 0,030 0,030 0,250 0.250
3241 2,000 2,600 0,250 0,125 0,250 0,125 0,230 0,250
4727 2,000 0500 0,125 0,125 0,630 9,030 0,250 0,230
5082 2,000 2,000 0,125 0,125 0,030 0,030 0,250 0,250
5842 0,500 0250 0,125 0,125 0,030 0.030 0,500 9,125
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ANEXO 6- Resultados de CIM obtidos para cepas de Ckrusei frente a anfotericina,

itraconazol,cetoconazol e fluconazol por meio das duas metodologias
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CEPAS anfotericina Itraconazol Cetoconazol Fluconazol
Clhruse NCCLS EUCAST NCCLS EUCAST NCCLS EUCAST NCCLS EUCAST
MIC{ug/mL) MIC(ug/mLy | MIC{ug/mL) | MIC(ug/mL) | MIC(ug/mL) | MIC(ug/mL) MIC(ug/mi) | MIC(ug/mlL)
3800 8,000 8,000 0,250 0,250 1,060 0,500 16,000 32,000
1001 8,000 8,000 0,250 0,250 0,300 0.250 16,000 16,000
993 8,000 2,000 0,250 4,250 0,500 0,250 16,000 16,000
781 8,000 2,000 0,250 0,250 0,500 0,500 16,600 16,000
1822 2,000 8,000 0,250 0,250 1,000 1,600 16,000 32.000
1096 8,000 0.000 0,250 0,300 0,500 (.500 =54 =6
2731 0,000 8,000 0,250 0,500 0,500 0,500 =G 32,000
4804 4,000 3,000 0.250 0,250 (4,500 0,250 16,000 64
1805 8,000 §,000 0,250 0,250 0,500 0,250 16,000 =64
1705 0,300 0,500 6,123 0,250 0,500 0,250 32,000 32,000
1818 1,000 2,000 0,500 0,500 1,000 1,000 32,000 16,000
3277 1,000 1,000 0.500 0,500 1000 0,500 32,000 16,000
3746 1,000 0,500 0,123 0,500 2,000 1,060 32,000 32,000
2294 2,000 1,000 0,300 1,000 2.000 1,000 32,000 32,000
5405 1,000 0,500 0,300 0,504 1.000 0,500 12,600 16.000
2929 1,000 1.000 0,500 0500 2,000 0,500 32,000 64,000
1817 0,500 0,500 0,125 0,125 <=0.03 <=0 03 64,000 64,000
2010 1.060 1,000 0,500 0,125 0,500 0,250 16,000 32000
2804 1,000 1,000 0,500 0,125 1,000 0,500 32,000 16,000
2492 2,000 1,060 0,500 0,125 1.000 1,000 32,000 16,000
4468 2,000 1,006 0,500 0,500 1,000 0,300 32,000 32,000
2128 1,000 0,500 0,500 6,128 1,000 (3,500 64,000 32.000
4867 1.000 1,000 0,500 0,125 2,000 0,560 64.000 32,060
5110 2,000 2,000 0,500 0,125 (4,500 0250 16,000 16,000
2074 2,000 1,000 0,300 9,500 2.000 1,000 32.000 32,000
3978 2,000 1,000 0,250 3,125 2000 1,000 8,000 32,000
5156 1,000 1,000 0,500 1,000 1,600 1,600 32,000 16,000
5794 1,000 1,000 0,500 0,500 1,000 1,060 32.000 16,000
5113 2,000 1,600 0,123 0,125 1,060 2,000 32,000 16,000
4949 0,250 1,060 0,250 0,125 2,000 0,500 64,000 32,000
3241 1.000 0,500 1,000 0.25¢ 0,500 0,250 64,600 64,000
4903 1,600 1,000 0.230 0,125 2,000 0,500 32,000 64,000
5221 1,000 1.000 0,125 0,125 0,500 0,300 32,000 32,000
2574 0,500 0,250 0,500 0,125 0,504 1,060 64,000 32,000
1031 0,250 0,500 0,128 0,125 1,060 0,500 32000 64,000
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