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RESUMO

Uma das principais criticas a metodologia de estudo da atividade antifungica padronizada
pela Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) — protocolo M27-A3 ¢ o custo do
meio de crescimento RPMI-1640 e do tampdo MOPS (4&cido 3-(N-morfolino)
propanosulfonico). Devido a essas limitagdes, o presente trabalho teve como objetivo
investigar a influéncia de modificacbes na técnica de microdiluicdo em caldo (CLSI,
protocolo M27-A3) na determinacdo de sensibilidade de leveduras ao fluconazol. Para
avaliar esse objetivo foram realizados ensaios univariados modificando o ensaio
preconizado pela CLSI protocolo M27-A3. Leveduras utilizadas nos ensaios pertenceram
aos géneros Candida e Cryptococcus. As modificacOes feitas no protocolo M27-A3
foram: a) mudanca de meio de cultura (cinco meios foram avaliados: 0 meio YNB e
quatro diferentes variacdes da composicédo de Sabouraud); b) tipo de tampéo (bicarbonato
de sodio, tris-HCL e fosfato), concentracéo do indculo (102, 10%, 10° células/mL), tempo
de incubacdo (24 e 48 h) e forma de leitura (visual, corante e espectrofotdmetro) na
concentracdo inibitoria minima das leveduras frente ao fluconazol. Os diferentes meios
de cultivo avaliados (exceto o meio dextrose 2% e peptona de caseina 1%) resultaram em
resultados similares de CIM aos ensaios realizados com o meio padrdo RPMI. Os ensaios
com tampdo Tris-HCI resultaram em resultados similares de CIM aos ensaios realizados
com o tampdo padrio MOPS. A concentragdo de 1x10° células/mL foi a Unica
concentracéo testada que resultou em resultados similares ao protocolo padrdo. Somente
0 tempo incubacdo do ensaio 24hs demonstrou ser adequado para o género Candida. A
leitura visual direta, visual com uso de corante biologico (resazurina) e por
espectrofotometria apresentaram resultados semelhantes. A partir do conhecimento
obtido nos experimentos univariados um novo protocolo foi proposto: a) meio de cultivo:
dextrose 5 g/L e peptona de soja 10 g/L; b) tampdo: Tris-HCL,; c¢) inéculum de 0,5-2,5
x103, d) ensaio de 24 h para Candida spp e 48hs para Cryptococcus neoformans e e)
leitura visual direta. A andlise de variancia demonstrou 95% de regressao comparando-se
os resultados da CIM de 19 leveduras submetidas ao antifungigrama pelo protocolo da
CLSI e o proposto no presente estudo. Esses resultados sdo importantes e robustos e
apresentam uma opgdo mais acessivel para a realizacdo dos ensaios de antifungigrama.
No entanto, se faz necessario um estudo multicéntrico, com um nimero maior de micro-
organismos, para avaliar o efeito do meio nas variag@es intra e interlaboratoriais nas CIM
de fluconazol para as leveduras.

Palavras-chave: suscetibilidade, leveduras, microdiluicdo



ABSTRACT

One of the main criticisms of the Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) standard
protocol for studying antifungal activity - protocol M27-A3 is the cost of the RPMI-1640
growth medium and the MOPS (3- (N-morpholino) propanesulfonic acid) buffer. Due to
these limitations, the present study aimed to investigate the influence of modifications in
the broth microdilution technique (CLSI, protocol M27-A3) on the determination of
fluconazole yeast sensitivity. To evaluate this objective univariate assays were performed
modifying the test recommended by CLSI protocol M27-A3. Yeasts used in the trials
belonged to Candida and Cryptococcus genera. The modifications made to the M27-A3
protocol were: a) culture media change (five media were evaluated: YNB medium and
four different Sabouraud composition variations); b) buffer type (sodium bicarbonate,
tris-HCL and phosphate), inoculum concentration (102, 10%, 10° cells / mL), incubation
time (24 and 48 h) and reading form (visual, dye and spectrophotometer) ) in the MIC of
yeast in front of fluconazole. The different culture media evaluated (except 2% dextrose
medium and 1% casein peptone) resulted in similar MIC results to assays performed with
standard RPMI medium. Tris-HCI buffer assays resulted in similar MIC results to those
performed with standard MOPS buffer. The concentration of 1x10 3 cells / mL was the
only concentration tested that resulted in results similar to the standard protocol. Only the
incubation time of the 24hs trial proved to be suitable for the Candida genus. Direct visual
reading, visual dye use (resazurin) and spectrophotometry showed similar results. From
the knowledge obtained in the univariate experiments a new protocol was proposed: a)
culture medium: dextrose 5 g / L and soybean peptone 10 g / L; b) buffer: Tris-HCL; c)
0.5-2.5 x103 inoculum, d) 24 hr assay for Candida spp and 48h for Cryptococcus
neoformans and e) direct visual reading. The analysis of variance showed 95% regression
comparing the MIC results of 19 yeasts submitted to antifungigram by CLSI protocol and
the one proposed in the present study. These results are important and robust and present
a more affordable option for antifungigram assays. However, a multicenter study with a
larger number of microorganisms is needed to evaluate the effect of the medium on intra
and interlaboratory variations in fluconazole MICs for yeast.

Keywords: susceptibility, yeast, microdilution



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Normas desenvolvidas pelo CLSI para determinacdo da suscetibilidade de
leveduras a diversos antiflngiCoS. .........ccuiveieiiiieie e 21

Figura 2 - Fluxograma das atividades realizadas no projeto. ...........ccoeeevvveriveaienenne. 40


file:///C:/Users/Naira/Dropbox/Quali%20Naira%20-%20DEFESA(Correção%20III)%20-%2015-10.docx%23_Toc22072749

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Estudos que contribuiram para elaboracdo da norma M27-P. ................ 20

Tabela 2 - Efeito do meio de crescimento na CIM de quatro isolados de Candida spp.

Tabela 3 - Efeito do sistema tampdo na CIM de quatro isolados de Candida spp...52

Tabela 4 - Efeito do tamanho do in6culo na CIM de quatro isolados de Candida spp.

Tabela 6 - Comparagdo de trés formas de leitura na determinacdo da CIM de
fluconazol contra cepas de Candida SPP.....ccveeveereerieeriieiie e 54
Tabela 7 - Metodologia CLSI versus metodologia para laboratérios com recursos
limitados para testes de suscetibilidade antifingica............cccoocvevivevverieicc i 55
Tabela 8 - Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) in vitro de fluconazol, frente a 19
leveduras, utilizando meio RPMI-1640 tamponado com MOPS e meio Sabouraud

dextrose tamponado COM triS-HCL........cccoiiiiie e 56



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

% - Por Cento

°C - Grau(s) Celsius

® - Marca registrada

ng - microgramas

uL - microlitros

5-FC - 5-Floruocitosina

ANF-L - Anfotericina B lipidica

ATCC - American Type Culture Collection

CIM - Concentracdo inibitoria minima

CLSI - Clinical Laboratory Standards Institute

DMSO - Dimetilsulféxido

FCZ - Fluconazol

EUCAST - European for Committee Antimicrobial Susceptibility Testing
EUA - Estados Unidos

HEPES - &cido 4- (2-hidroxietil) 1-piperazino-etanossulfonico
MOPS - cido 3-N-morfolinopropanossulfénico

NCCLS - National Committee for Clinical Laboratory Standards
RPMI — Meio Roswell Park Memorial Institute

Tris - tris (hidroximetil) aminometano

UFC - Unidades Formadoras de Col0nia

YNB — Meio Yeast Nitrogen Base



SUMARIO

LAINTRODUGAO ......cooieieietee s 11
2.REVISAO DA LITERATURA ..ottt 13
S.OBUIETIVOS. ... e 39
B L GEIAL .. 39
3.2 ESPECITICOS ...ttt e e e re e 39
AMATERIAISE METODOS ..ottt 40
4.1 Delineamento eXperimental...........ccccoiveieiiiiieie e 40
4.2 Agente antifUNQICO ......oooiieiieeee e 41
4.3 MICTO-0FGANISIMOS ...ttt ettt ettt b bttt n bbb e 41
4.4 Teste de microdiluic8o em Caldo ........ccoocviiiiiiii e 41
4.5 Procedimento eXperimental..........ccccoiviiiiicie e 42
4.5.1 MEIO 08 CrESCIMENTO ....c.veveeiteiteeiieiee ettt sttt bbbt 42
4.5.2 SOIUGAO TAMPED ...cvvenvereitiiie ittt bbbt nb e 43
4.5.3 ConcentraGao d0 INOCUIO...........cuiueieieiere et 43
4.5.4 Tempo de INCUDAGED .........cuiiiie ettt reesnae s 43
4.5.5 Forma de leitura do ponto final ...........cccooveiiieie i 44
4.6 ANALISE dOS FESUITAAOS .......ouviviiiieiicie e 44
S.RESULTADOS. ... 45
B.CONCLUSAOD ..ottt 61

7.REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......c.cocoovoeieeeeeeeeeeeeeea, 62



11

INTRODUCAO

As infeccBes fungicas invasivas frequentemente estdo associadas a morbidade e
mortalidade significativas, porque essas infec¢fes séo dificeis de diagnosticar e tratar
(ALBATAINEH et al., 2016). Devido ao aumento dessas infecces e & emergéncia de
fungos resistentes a medicamentos, métodos de diagndsticos foram desenvolvidos a fim
de investigar a suscetibilidade antifungica e padronizar a metodologia a ser utilizada
(PAREDES, 2009).

Atualmente, o Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), dos Estados
Unidos, permite estimar a concentragdo inibitéria minima (CIM) das principais espécies
de leveduras oportunistas através da norma M27-A3. A diretriz atual recomenda testar a
suscetibilidade das leveduras, incluindo as espécies de Candida e Cryptococcus
neoformans, usando um método de microdiluicdo em placa, na qual suspensbes de
coldnias sdo inoculadas em caldo RPMI-1640, tamponado a pH 7,0 com MOPS (&cido
3-N-morfolinopropanossulfénico), contendo diluigdes crescentes dos agentes
antiflngicos, incubando a 35 ° C durante 72 horas, para Cryptococcus neoformans, ou
24/48 horas para as especies de Candida e visualmente determinar a CIM contra um poco
controle de crescimento livre de antifingicos (CLSI, 2008).

O teste de suscetibilidade antifingica €, portanto, um meio de fornecer uma
estimativa da poténcia in vitro de um agente contra um patégeno de interesse, e 0s
resultados podem entéo ser correlacionados com a atividade in vivo observada em estudos
clinicos ou modelos animais de infeccdo (ALBATAINEH et al., 2016). Logo, a CIM
determinaréa se o fungo é suscetivel, dose-dependente ou resistente e pode entdo nortear a
escolha do agente terapéutico mais adequado e/ou predizer a chance de sucesso do
esquema terapéutico (HAZEN, 2013), tornando-se uma ferramenta essencial para orientar
o tratamento de doencas fungicas.

Apesar do teste de microdiluicdo, protocolo M27-A3 do CLSI, ser considerado a
norma padrdo amplamente aceita na determinacgéo da suscetibilidade (JOHNSON, 2008),
em laboratdrios de pesquisas e de rotina a situacdo € diferente e, até mesmo questionada
por alguns autores, visto que, devido ao alto custo para aquisi¢cdo do meio de crescimento
RPMI-1640 e do tampdo MOPS utilizados no teste antifungico, o método torna-se

invidvel financeiramente e frequentemente de dificil execucéo.
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Além disso, com o intuito de melhorar a interpretacdo dos valores de CIM,
algumas modificagdes do método de referéncia ja foram propostas na literatura, tais
como, tempo e temperatura de incubacdo, tamanho do in6culo, composicdo e pH do meio
teste, suplementacdo do meio com glicose, agitacdo das placas, modificacdo do meio
padrdo e determinacdo do ponto final (GHANNOUM et al.,1992; RODRIGUEZ;
MARTINEZ, 1994; GADEA et al., 1997; RODRIGUEZ-TUDELA et al., 2000;
RAMBALI et al, 2001; CORDOBA; AFELTRA; VITALE, 2011; VITALE;
PASCUCCELLI; AFELTRA, 2012; CRUZ et al., 2013; DIAS; BARBUGLI; VERGANI,
2016; HAZEN, 2013).

Sendo assim, o presente trabalho propde comparar os resultados da concentracdo
inibitéria minima (CIM) de fluconazol frente a leveduras patogénicas, obtidos pelo
método referéncia (protocolo M27-A3), com os resultados obtidos por modificacGes
alternativas deste protocolo no que diz respeito ao: meio de crescimento, solu¢ao tampéo
do meio de cultura, tamanho do in6culo, tempo de incubacéo e forma de leitura do ponto
final da reacdo e encontrar modificacGes vantajosas que tornem o teste de suscetibilidade
a antifungicos economicamente viavel, sem interferir sobretudo na leitura da

concentracdo inibitéria minima (CIM).
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1. REVISAO DA LITERATURA

A revisdo da literatura sera apresentada no formato de artigo cientifico e sera
submetida a revista Brazilian Journal of Microbiology.

Influéncia de diferentes condicdes no teste de suscetibilidade a antifingicos:

uma revisédo da norma M27-A3 do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)

Edinaira Sulany Oliveira de Sousa’; Ana Claudia Alves Cortez?; Jodo Vicente Braga de

Sousa%; Marcia de Souza Carvalho Melhem?®

1. Programa de Pos-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas — Universidade Federal do
Amazonas — UFAM. Amazonas, Brazil

2. Departamento de Microbiologia Médica, Instituto Nacional de Pesquisa da Amazbnia —
INPA. Av. André Araljo, Amazonas, Brasil

3. Departamento de Micologia, Instituto Adolfo Lutz. Av. Dr. Arnaldo, S&o Paulo, Brazil

RESUMO

Devido ao aumento das infeccbes e a emergéncia de fungos resistentes a
medicamentos, métodos de diagnosticos foram desenvolvidos a fim de investigar a
suscetibilidade antifungica e padronizar a metodologia a ser utilizada. Atualmente, o
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), dos Estados Unidos, permite estimar a
concentracdo inibitéria minima das principais espécies de leveduras oportunistas através
da norma M27-A3, utilizando o teste de microdiluicdo em caldo. Apesar de ser
considerada a norma de referéncia de modo a ter resultados reprodutiveis e acurados,
aumentar a capacidade de ensaio e limitar o viés humano, o método € frequentemente
inacessivel a laboratorios clinicos de rotina e pesquisas, sobretudo em paises de baixa
renda. Além disso, diversos trabalhos na literatura demonstram que ainda ha um grande
numero de fatores que precisam ser considerados ao tentar avaliar a atividade in vitro dos
agentes antifingicos. Neste artigo de revisdo sao apresentadas informacgdes a respeito das
limitagbes da norma M27-A3 que, apesar dos avancos e melhorias obtidas com a
padronizacao dos métodos de antifungigrama pelo CLSI, ainda persistem.

Palavras-chave: CLSI, leveduras, microdiluicéo, suscetibilidade, antifingicos
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1. Introducéo

As infeccdes fangicas invasivas, frequentemente, estdo associadas a morbidade e
mortalidade significativas porque sao dificeis de diagnosticar e tratar [1]. Apesar dos mais
recentes desenvolvimentos de ferramentas de diagnostico e opcdes terapéuticas, as
infeccBes fungicas tém sido uma das principais causas da alta taxa de morbidade e
mortalidade humana, sendo os géneros de Candida, Cryptococcus e Aspergillus os
principais agentes etioldgicos dessas infeccdes, afetando principalmente individuos
imunocomprometidos [2,3]. Nestes pacientes, as micoses geralmente se comportam como
infec¢Oes oportunistas, causando doenca disseminada e fatal [4].

Devido ao aumento dessas infeccdes e a emergéncia de fungos resistentes a
medicamentos, métodos de diagndsticos foram desenvolvidos a fim de investigar a
suscetibilidade antifingica e padronizar metodologias [5]. Atualmente, a norma M27-A3
do instituto norte americano Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) permite
estimar a concentracdo inibitéria minima (CIM) dos principais antifngicos frente as
distintas espécies de Candida e Cryptococcus neoformans. O protocolo recomenda o
método de microdiluicdo em placa, na qual suspensdes de colonias, em caldo RPMI-1640,
tamponado a pH 7,0 com MOPS (acido 3- (N-morfolino) propanosulfénico), sdo
adicionadas sobre 10 concentracdes de cada antifungico. Segue-se incubacéo a 35° C
durante 72 h, para Cryptococcus neoformans, ou 24 a 48 h para as espécies de Candida
para determinacdo a olho nd da CIM, tendo como controle o crescimento do inoculo
isento de antiflngicos [6].

Apesar de ser considerada a norma de referéncia para determinacdo da
suscetibilidade antifungica, h4 propostas de modifica¢bes do ensaio, sobretudo no que diz
respeito ao (i) meio de crescimento, (ii) solucdo tampdo do meio de cultura, (iii)
concentracdo do inoculo, (iv) tempo de incubacdo e (v) forma de leitura do ponto final de
reacdo (eucast). Além disso, com o intuito de melhorar o método, ha sugestdes de
alteragdes no protocolo [7—11] e propostas de um ensaio de microdilui¢do que possa ser
implementado em ambientes com recursos limitados [12]. Nesta revisao, as limitacdes da

norma M27-A3 sdo apresentadas e discutidas.
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2. Resisténcia a antifungicos

Comparados ao numero e classes de medicamentos antibacterianos, 0s
antifingicos apresentam grande descompasso e a explicacdo para isso € 0
desenvolvimento lento de novos farmacos antifungicos [3]. Um exemplo disso €é o fato
de que até a década de 70, apenas anfotericina B e 5-fluorocitosina encontravam-se
disponiveis para a terapéutica de micoses sistémicas [13-15].

A partir da década de 80, alguns fatores como aumento das fungemias por
leveduras, uso de procedimentos cirdrgicos invasivos, incremento nos métodos
diagnosticos, surgimento de aids e, também, pelo fato dos antifungicos até entdo
disponiveis no mercado ndo atenderem a necessidade médica, a busca por novos farmacos
foi intensificada, resultando na descoberta de novos medicamentos para o tratamento das
infeccdes fungicas, incluindo azdis (1980) e equinocandinas (2000). Entretanto, desde
entdo ndo houve nenhuma outra nova classe de agentes antifangicos desenvolvida [13].

Outros farmacos azlis de nova geracdo para uso no tratamento de infeccGes
fangicas estao sendo avaliados, e a busca por novos farmacos, com novos mecanismos de
acao, os quais podem evitar as toxicidades e interagdes medicamentosas associadas aos
antifungicos disponiveis, também estdo em desenvolvimento, clinico ou pré-clinico, para
o tratamento de infeccBes fangicas invasivas [16].

E certo que a disponibilidade de novos antifingicos nos ultimos anos
proporcionou aos clinicos mais opg¢des, aumentando 0 uso desses compostos, ndo apenas
para o tratamento da infeccdo diagnosticada, mas também como tratamento profilatico,
empirico ou preventivo [2]. Entretanto, com o uso frequente e profilatico desses agentes
antifingicos, inimeras cepas de fungos se tornaram resistentes aos Unicos farmacos
disponiveis atualmente, limitados a apenas trés classes principais de drogas antiflngicas,
azois, polienos e equinocandinas [17].

A crescente resisténcia de algumas espécies aos agentes antifungicos é
considerada um dos mais graves problemas de satde hoje em todo 0 mundo e o tratamento
das infecgcbes fungicas pode ser desafiador devido ao namero limitado de farmacos
utilizaveis na pratica clinica, além das interacbes medicamentosas e toxicidades
associadas a certas classes de antifungicos que podem limitar sua eficacia [18]. Embora

a resisténcia antifingica ndo tenha atingido o nivel de resisténcia visto em algumas



16

espécies bacterianas, estudos recentes e publicagdes indicam que este pode ser um grande
problema emergente com alguns patégenos fungicos invasivos [1].

2.1 Resisténcia aos Azo0is

Antes da introducéo dos azois, ndo havia necessidade real do teste de sensibilidade
antiflngica, pois a anfotericina B era o Unico agente disponivel para tratar a candidiase
sisttmica [19], entretanto, a nefrotoxicidade do polieno levou ao questionamento de seu
uso no tratamento de pacientes graves e debilitados. A introdugdo de fluconazol
proporcionou terapia antifungica alternativa e menos toxica [19,20] e, por mais de duas
décadas, os azois foram a classe mais amplamente utilizada de drogas antiflngicas [21].

O fluconazol - resultado de um programa de pesquisa que visava 0
desenvolvimento de um agente antifungico de amplo espectro ativo pelas vias oral e
intravenosa -, é sem duivida o farmaco antifingico mais utilizado na terapia de
manutencdo no tratamento de infecc¢des superficiais e sistémicas, tendo sido desenvolvido
com base em sua combinacdo Otima de eficacia antifungica, caracteristicas
farmacocinéticas aceitaveis, solubilidade aquosa e perfil de seguranga [20]. Atua inibindo
a enzima fungica 3A do citocromo P450, lanosina 14 a- desmetilase, que é responsavel
pela conversdo do lanosterol em ergosterol, o principal esterol na membrana celular
fangica. A deplecdo resultante de ergosterol altera a fluidez da membrana, resultando em
um acumulo de intermediarios esterois toxicos [22-24]. O efeito final é a inibi¢do da
replicacdo; portanto, os azodis clinicamente aprovados (fluconazol, itraconazol,
voriconazol, posaconazol e isavuconazol) apresentam atividade fungistatica contra as
leveduras das espécies Candida e Cryptococcus [25,26].

Uma vez que 0s azois representavam a Unica opcao terapéutica menos toxica e
mais comoda que a anfotericina B, e que frequentemente os pacientes faziam uso de
cetoconazol ou fluconazol por tempo muito prolongado, surgiu, ainda na década de 80,
por conta do uso excessivo dos azois, inimeros relatos de resisténcia de C. albicans a
fluconazol, sobretudo em pacientes portadores de aids [27-29].

Leveduras como C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C.
krusei, s&éo comumente isoladas do sangue de pacientes infectados e podem apresentar

diferentes mecanismos de resisténcia a antifungicos, incluindo mutacdes de genes que
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codificam alvos moleculares de azdis e superexpressao de transportadores de farmacos
[17]. Hoje, sabe-se que, os pontos de mutacdo no gene ERG11 que codifica a enzima-
alvo, resultam em alteracdo na estrutura molecular da enzima e menor afinidade aos
azois; a superexpressdo desse gene resulta na superproducdo da enzima-alvo, criando a
necessidade de maiores concentracdes do farmaco dentro da célula, para inativar toda as
moléculas dessa enzima [30].

Assim, dado que, essas infec¢Oes estdo frequentemente associadas com alta
mortalidade e que ha constantes falhas terapéuticas relacionadas ao isolamento de cepas
resistentes, é necessario, ter algum método para investigar a suscetibilidade antifungica,
uma vez que, a suscetibilidade in vitro de um organismo infectante ao agente selecionado
é um dos fatores que podem influenciar a probabilidade de que a terapia seja bem-
sucedida [31].

3. Determinacéo da suscetibilidade antifungica

A determinacéo da suscetibilidade relativa dos fungos, bem como, o interesse em
métodos laboratoriais para orientar a selecdo da terapia antifingica s foi possivel gracas
ao desenvolvimento de metodos de referéncia padréo que vieram em resposta ao aumento
do numero de agentes antifngicos disponiveis e, principalmente devido a alta incidéncia
de infeccdes sistémicas por fungos [6]. A partir do método considerado referéncia é
possivel determinar a concentracao inibitoria minima (CIM) na qual o fungo é suscetivel,
dose-dependente ou resistente [32].

De modo geral, as técnicas disponiveis para avaliagdo in vitro da atividade
antifungica sdo conhecidas como diluigdo em agar, difusdo em agar e diluicdo em caldo.
O principio desses métodos € expor um inoculo definido do micro-organismo a
conhecidas concentracdes da droga a ser testada, em condicdes 6timas de crescimento, e
observar se o crescimento fungico € minimizado ou ndo. A leitura final dos testes de
diluigdo em meio liquido ou sélido permitira identificar a menor concentracéo do farmaco
gue inibe o crescimento de determinado micro-organismo [33].

O Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) e o European for Committee
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) publicaram as duas diretrizes mais
utilizadas, em todo o mundo, para testar a suscetibilidade de leveduras por microdiluicdo
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em caldo, documentos M27-A3 e E. Dis. 7.3, respectivamente [6,34]. Ambas sdo
equivalentes, embora apresentem diferencas metodoldgicas e interpretativas nos pontos
de corte (breakpoints) [35]. Nesse contexto, um grande desafio é ter pontos de corte
harmonizados. A Europa e outras regides adotam as recomendacdes do EUCAST, uma
vez que o acesso as diretrizes é livremente disponivel no site do comité e isso é certamente
uma atragao frente aos protocolos comercializados pelo CLSI [36].

Kassim e colaboradores [35] cita uma série de desvantagens dos protocolos com
antibacterianos do CLSI, quando comparados ao EUCAST, a saber: i) o custo para se
obter as diretrizes do CLSI que chega a $ 500, para ndo membros do Instituto, ou $ 350,
para membros, para um pacote de trés documentos; ii) a influéncia que a Food and Drug
Administration (FDA) tem na determinagdo da CIM e isso também levanta grandes
preocupacdes sobre a influéncia das industrias farmacéuticas no estabelecimento das
diretrizes; iii) o comité de votacdo do CLSI que € composto por representantes, tanto da
academia quanto do setor produtivo; iv) os antibioticos e/ou antiflingicos que néo
estiverem registrados nos EUA ndo sdo incluidos nas diretrizes do CLSI; v) muitos
detalhes sobre o processo de tomada de decisdo ndo sao acessiveis ao publico.

Independentemente das suas vantagens, 0s métodos de referéncia de
microdiluicdo em caldo para testes de sensibilidade antifingica sdo demorados e
trabalhosos para os laboratérios clinicos de rotina e também de pesquisas. Por essa razéo,
estdo disponiveis métodos comerciais que apresentam boa correlagdo com os métodos de
referéncia, como E-test®, Sensititre® e Vitek2®, incluindo manuais, semi-automatizados
e automatizados, que ndo requerem manipulacdo complexa e sdo métodos alternativos,
com boa correlacéo clinica, para testar agentes antifingicos in vitro [2]. Seja qual for o
método, a interpretacdo dos resultados deve ser cuidadosa, uma vez que a determinagdo
da concentracdo inibitoria minima (CIM) é dificil, pois ha também fatores do hospedeiro

envolvidos e nem sempre ha correlacdo entre a CIM e o desfecho clinico [5].

4. Microdiluicdo em Caldo: norma M27

O primeiro método corretamente otimizado e padronizado para testar a
suscetibilidade de leveduras foi o método de macrodilui¢cdo em caldo desenvolvido pela

entidade responséavel pela normalizagéo de técnicas de laboratorio clinico nos Estados
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Unidos (EUA), o CLSI, antigo NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory
Standards), em 1992 (documento M27-P). Posteriormente, foi adaptado para permitir
uma microdiluicdo em placas e testar grandes nimeros de isolados. Entretanto, estudos
de suscetibilidade a antifingicos antes do desenvolvimento desse método, foram
inconsistentes e ndo reproduziveis, pois existiam muitos fatores que influenciavam esses
testes. Sendo assim, como reflexo do maior interesse da comunidade médica e cientifica,
em 1985, o NCCLS, estabeleceu um subcomité que seria responsavel pela analise das
diferentes variaveis envolvidas no teste in vitro de sensibilidade de leveduras a agentes
antifingicos. No mesmo ano, apds publicar seu primeiro relatorio, o CLSI concluiu que
seria proveitoso desenvolver metodologia mais reprodutivel para testes de referéncia [6].

Embora houvesse, a partir desse relatorio, acordo em relacdo a varios elementos
da metodologia, esta era a diluicdo em caldo; devido a exemplos de antagonismos entre
farmacos, por parte de alguns meios de cultura complexos em relacdo a certos agentes
antifngicos, o meio escolhido deveria ser completamente definido; a normalizacdo do
trabalho deveria envolver leveduras, visto que estas eram a causa predominante de
infeccdes flngicas, precisava-se, no entanto, de dados adicionais para resolver outras
questdes, tais como: preparacdo e tamanho do inéculo, meio de cultura, tempo de
incubacao, temperatura e determinagdo do ponto final da CIM.

Como parte da estratégia para obter um método com alta reprodutibilidade de
resultados, varios estudos multicéntricos foram realizados para definir as condic¢@es ideais
do ensaio e hoje séo tidos como pioneiros para a norma M27. A Tabela 1 apresenta os
principais trabalhos iniciadores da norma M27-P do CLSI, os quais forneceram dados

para a padronizacdo de testes de suscetibilidade de leveduras aos agentes antifingicos.



Tabela 1 - Estudos que contribuiram para elaboracéo da norma M27-P.
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Pesquisador/ano Fator investigado Resultado Referéncia
Pfaller et al., Preparacgdo do indculo Definido Método [37]
1988 de levedura espectrofotométrico
Selecdo do Meio de
cultura: (YNB, Definido Meio: RPMI-
Pfaller et al., SAAMF, RPMI-1640 1640 [38]
1990 ou High-reSO|Uti0n e Temperatura 35°C
broth) e Temperatura
ideal de incubacéo
Definida Incubagdo: 48
Tempo de incubacao, h
concentracdo do e Concentragéo de
Fromtling et inoculo e definicdo  Indculo: 2,5 x 10 2 UFC/ [39]
al.,1993 dos critérios para mL
determinacéo do Critério de leitura
ponto final da CIM definido
o Aceita metodologia de
Espinel-ingroff et ) microdiluigio
al., 1992 Comparagao (Equivaléncia de
Barchiesi et Macrodiluicao versus ttad . [40,41]
icrodiluica resultados entre 0s
al. 1994 Microdiluicéo ,
métodos)
Estabelecido Candida
Pfaller et al., 1995 Cepas ATCC para parap5|l_05|s e Candida [42]
controle de qualidade krusei como cepas
ATCC de controle
CIM para cepas Definidos os valores de
Barry et al., 2000  controle em leituras CIMsem24hed48h [43]

de24hed48h

para alguns antifangicos

Como resultado desses estudos colaborativos do subcomité, o CLSI publicou em

1992, um método de referéncia para a determinacéo da sensibilidade de Candida spp. em

meio liquido, que resultou na norma proposta M27 (M27-P), denominada técnica de

diluicdo em caldo ou macrodiluicdo. Nos quatro anos seguintes, de 1992 a 1996, o

subcomité focou em estabelecer as faixas de referéncia de CIM para duas cepas de

controle de qualidade e, apds, diversos trabalhos realizados avaliando a equivaléncia de

resultados obtidos com a macrodilui¢do versus microdilui¢do, foi possivel disponibilizar
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uma metodologia para o teste de microdiluicdo em caldo correspondente a do teste de
referéncia por macrodiluicdo, que foi incluida na norma revisada, publicada em 1995
(M27-T).

Em revisdo posterior do documento, o CLSI desenvolveu “pontos de corte”
relevantes para 0s agentes antifingicos disponiveis na época (anfotericina B, 5-
fluorcitosina e derivados azélicos) e incluiu na norma M27-A em 1997. Desde ent&o, com
0 objetivo de facilitar a concordancia entre laboratorios na determinagéo da sensibilidade
de leveduras aos agentes antifangicos, o subcomité esforgou-se em desenvolver as faixas
de referéncia das CIMs de 24 h e 48 h, frente aos antifingicos anfotericina B, 5-
fluorcitosina, fluconazol, cetoconazol, itraconazol, posaconazol, ravuconazol e
voriconazol [43]. O resultado desse estudo foi incluido, em 2002, na segunda edicao da
norma, denominada M27-A2. Mais tarde, a norma foi revisada, resultando na atual M27-
A3, publicada em 2008 (32 edicao). Nesta revisao, incluiu-se as leituras de CIM para 0s

antifngicos da classe das equinocandinas: caspofungina, micafungina e anidulafungina.

2008 -
2002 - Norma
Norma M27- M27-A3
w4 1997- A2
Norma M27-
A
et 1995 -
Norma
M27-T
> 1992-
Norma
M27-P

Figura 1 - Normas desenvolvidas pelo CLSI para determinagéo da suscetibilidade de leveduras a
diversos antifungicos. 1992 - Acordo sobre todos as questdes; 1995 - Disponibilizou-se uma
metodologia para o teste de microdiluicdo; 1997 - Revisdo posterior do documento e
desenvolvimento de pontos de corte; 2002 — Desenvolveu-se faixas de referéncia das CIMs de 24

e 48 horas; 2008 -Leituras de CIM para caspofungina, micafungina e anidulafungina.
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Entretanto, apesar dos avancos e melhorias obtidos com a padronizacdo dos
métodos de antifungigrama pelo CLSI, algumas limita¢6es ainda persistiram, como: a ndo
deteccdo confiavel da resisténcia de Candida spp. frente a anfotericina B, o crescimento
e a simplificacdo da leitura para C. neoformans que precisava ser melhorada e o ponto
final da reacdo para fluconazol que precisava ser claramente definido [6]. E embora as
muitas publicagdes que demonstravam a necessidade de revisdo, para melhorar o teste de
microdiluicdo, a dltima atualizacdo do protocolo, no que diz respeito & fatores como:
meios de cultura, tampdo, pH, inoculo e leitura foi em 1992, quando o subcomité
apresentou os trabalhos pioneiros e estes forneceram dados para a padronizagéo de testes
de suscetibilidade de leveduras aos agentes antifingicos. Depois, em 1994, optou-se pela
facilidade do teste em microdiluigéo, no lugar do teste em macrodiluig&o.

O fato é que, a micologia clinica baseia-se neste método de suscetibilidade para
selecionar o agente de escolha para uma infec¢do fungica e para conhecer a epidemiologia
local e global da resisténcia antifungica [2]. O método de microdiluicdo em caldo,
relatado no documento M27-A3 do CLSI, agora é uma referéncia amplamente aceita;
contudo, a selecdo do farmaco apropriado se amplia na medida em que ha busca por

melhorias no protocolo do teste [44].

4.1 ModificacOes propostas da Norma M27-A3 do CLSI

Na década de 90, muitas modifica¢cdes da norma M27-P foram desenvolvidas, em
resposta a problemas especificos e, algumas delas encontram-se descritas na atual norma
em uma tabela de “modificagdes para circunstancias especiais”’, com respectivas
referéncias bibliograficas. Estas incluem: o uso do Antibiotic Medium 3 para auxiliar na
deteccdo da resisténcia de Candidas spp. frente a anfotericina B [45], 0 uso do meio yeast
nitrogen base (YNB) para destacar o crescimento de C. neoformans e melhorar a
relevancia clinica das CIMs frente aos antifngicos [46,47] e a suplementacdo do meio
com glicose para que tenha a concentracdo final de 20g/L, para melhora do crescimento
do ind6culo [48]. Entretanto, embora estas referéncias tenham mais de 20 anos publicadas,
a utilidade de cada modificacdo ainda ndo foi estabelecida pelo comité e é fornecida
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apenas como referéncia para os laboratorios interessados em estudar adaptacdes da norma
M27-P, ndo fazendo parte da atual metodologia [6].

A inclusdo de novas etapas no protocolo atual do CLSI também ja foi sugerida
por outros autores. Por exemplo, Vitale e colaboradores [7] avaliaram a influéncia do
tamanho da cépsula polissacaridica produzida pelo C. neoformans, na atividade in vitro
de cinco agentes antifingicos (anfotericina B, fluconazol, voriconazol, itraconazol,
fluorcitocina). O desenvolvimento da capsula foi induzido adicionando NaHCO3 ao meio
e depois incubando-se as células em 5% de CO.. O fluconazol apresentou maiores CIMs
apos a inducédo da capsula e, como resultado, os autores mostraram que, a determinacgéo
da atividade antifungica apds a inducdo da capsula € clinicamente mais relevante para
avaliar a correlacdo entre os resultados in vitro e o desfecho clinico. Os autores sugerem
acrescentar essa etapa de inducdo de capsula no teste de microdiluicdo, norma M27-A3
do CLSI, uma vez que esta influencia a atividade in vitro dos agentes antifingicos.

Da mesma forma, Cordoba e colaboradores [8] demonstraram que o tamanho da
capsula polissacaridica produzida pelo C. neoformans, que é maior infectando células in
vivo do que naquelas cultivadas em condi¢des normais de laboratorio, influenciam a
suscetibilidade in vitro dos agentes antifangicos e, que no geral, isolados com capsulas
maiores foram mais resistentes a anfotericina B quando comparados com aqueles isolados
com céapsulas menores.

Garcia-Effron e colaboradores [9] demonstraram que a adi¢do de albumina de soro
bovino (ASB) na metodologia do documento M27-A3 do CLSI, melhora a identificacdo
de Candida spp. resistente as equinocandinas, uma vez que in vivo, esta classe de farmaco
esta altamente ligada as proteinas séricas. O teste foi realizado de acordo com o método
do documento CLSI M27-A3 com 50% (p / v) de soro e diferentes concentracdes de ASB
(de 2,5 a 100 mg / mL). Os autores concluiram que RPMI-1640 com 50 mg / mL de
albumina de soro bovino foi melhor do que 0 RPMI-1640 sozinho na deteccao de isolados
resistentes de Candida spp. € que a adi¢do dessa proteina ao RPMI-1640 poderia ser
considerada uma modificacdo do teste de suscetibilidade as equinocandinas do CLSI. No
entanto, as condicdes ideais de teste devem ser ainda estabelecidas, e os estudos de

reprodutibilidade com varios laboratdrios séo essenciais para propor tal modificacéo.
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O impacto do pH na suscetibilidade antifungica de C. albicans obtidos de
pacientes com candidiase vulvovaginal, foi investigada por Liu e colaboradores [10]
usando como referéncia 0 método de microdiluicdo em caldo (CLSI, documento M27-
A2). O teste de sensibilidade antifingica foi realizado em pH 7,0 e pH 4,0. As
concentragcBes inibitérias minimas (CIMs) de miconazol, clotrimazol, fluconazol e
nistatina contra C. albicans em pH 4.0 foram significativamente maiores do que aquelas
em pH 7,0 (0,25 vs 0,03 pg / mL; 0,50 vs 0,03 pg / mL; 0,50 vs 0,25 pg / mL e 32 vs 2
pg / mL, respectivamente) e os autores recomendam que o meio de crescimento em
diferentes valores de pH deve ser utilizado para testes de suscetibilidade de acordo com
a origem de isolamento de C. albicans.

Zaragoza e colaboradores [49], demonstram que o crescimento de C. neoformans
e outras leveduras ndo fermentadoras pode ser melhorado pela introducdo de novos
fatores nos protocolos sugeridos pelo CLSI e pelo EUCAST. Os autores concluiram que
as condic¢0es do teste, incluindo YNB como meio de ensaio, agitagcdo das placas, leitura
apos 48 h de incubagdo, um tamanho de indculo de 10° UFC / mL e incubagdo a 30 ° C,
facilitaram as determinag0es da CIM, sem uma superestimacéo dos valores.

Também, Rodriguez - Tudela e colaboradores [11] independentemente do meio
utilizado (RPMI 1640, RPMI 1640 com 2% de glicose e Yeast Nitrogen Base —YNB),
verificaram que a agitacéo favoreceu o crescimento de C. neoformans, demonstrando que
seu crescimento em culturas estaticas é muito pobre. Os autores recomendam que, para
um futuro desenvolvimento e/ou atualizacdo do teste de suscetibilidade antifungica, a
inclusdo de agitacdo durante a incubacéo, particularmente para C. neoformans, deve ser
considerada, demonstrando a necessidade de atualizacdo do teste de suscetibilidade
antifungica para C. neoformans. A agitagdo sugerida hoje no protocolo é opcional ao

executador.

4.2 Fatores que influenciam a concentracdo inibitoria minima (CIM)

4.2.1 Meio de Crescimento

Os fungos sdo células eucaridticas e assim representam 0 micro-organismo mais

complexo e evoluido, estudado até agora; portanto, nenhum meio de cultura isoladamente
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é suficiente para isolar e cultivar todos os fungos clinicamente importantes [26,50]. A
disponibilidade de nutrientes essenciais em um meio de cultura, como glicose e composto
de nitrogénio, dita as taxas de crescimento das células de levedura e estas ajustam,
finamente, seu crescimento e comportamento de acordo com 0s nutrientes disponiveis,
podendo se adaptar ao esgotamento nutricional através do desenvolvimento de
mecanismos alternativos [51].

Leveduras mostram exigéncia de minerais que se assemelham aos de outros
organismos vivos e, em particular, € necessario fornecimento de potassio, ferro,
magnésio, manganés, calcio, cobre e zinco. Muitos outros nutrientes sdo conhecidos por
estimular o crescimento de leveduras (acido pantoténico, inositol, acido nicotinico,
tiamina, acido p-aminobenzoico e piridoxina), embora ndo sejam absolutamente
necessarios para o crescimento celular. Candida albicans, por exemplo, é capaz de viver
e se desenvolver em meios com sais de amonio como Unica fonte de nitrogénio, embora
0s aminoacidos, quando presentes, sejam a fonte preferida. Estes sdo tomados de maneira
sequencial, o que reflete as propriedades e especificidades das permeases localizadas na
membrana celular da levedura [52].

Esses micro-organismos flangicos, sdo capazes de sintetizar todos os 20
aminoacidos proteinogénicos, incluindo nove que séo essenciais para 0s seres humanos e
que devem ser adquiridos da dieta (fenilalanina, valina, treonina, triptofano, isoleucina,
metionina, leucina, lisina e histidina). 1sso ocorre porque as enzimas que catalisam etapas
particulares da biossintese dos aminoacidos essenciais aos seres humanos séo especificas
dos fungos e, estes desenvolveram suas préprias vias de biossintese [53]. O trabalho
realizado por Lee e colaboradores [54] demonstrou que 0 meio sintético de aminoéacidos,
desenvolvido a partir do perfil de aminopeptidase de C. albicans, composto por apenas 6
(seis) aminoacidos, biotina, sais inorganicos e glicose, suportou o crescimento étimo
desse micro-organismo.

Hoje, o teste de sensibilidade antiflngica é feito com 0 meio RPMI-1640 (com
glutamina, sem bicarbonato e com indicador vermelho), nome devido ao Roswell Park
Memorial Institute, tamponado com acido 3- (N-morfolino) propanosulfénico (MOPS)
0,165 mol/L. Este meio € uma modificacdo do meio 5A descrito por McCoy e

colaboradores que estabeleceram o “Novikoff hepatoma” como um tipo de tumor



26

hepético que requeria 12 aminoacidos e glutamina para seu crescimento in vitro [55].
Mais tarde, foi modificado para ser usado em crescimento de células humanas, como um
meio quimicamente definido, sendo vantajoso em apoiar o crescimento celular rapido e,
considerado também o melhor meio de uso geral para cultivar, in vitro, varios tipos de
celulas de mamiferos [56].

Desde a norma M27-P, o meio RPMI-1640 foi considerado apropriado e
escolhido, a partir do trabalho de Pfaller e colaboradores [38] por proporcionar o nivel
mais elevado de concordancia interlaboratorial. Todavia, os autores afirmaram que isso
ndo foi, significativamente, diferente do observado com meio Yeast Nitrogen Base
(YNB) e, além disso, 0 uso de YNB (pH 7), suplementado com glicose (concentracao
final de 0,5 g/L), € um meio alternativo e descrito na atual norma para destacar o
crescimento de C. neoformans e melhorar a relevancia clinica das CIMs dos agentes
antifangicos [46].

Segundo Radetsky e colaboradores [57] as vantagens do meio RPMI-1640 é que
ele é prontamente disponivel, econdmico, de qualidade controlada, quimicamente
definido, simples de preparar, tamponado (carbonato e fosfato) e contém um indicador de
pH (vermelho de fenol). Entretanto, no que diz respeito a economia e facilidade de
preparo, percebe-se claramente que esta referéncia estad desatualizada. Além do mais,
mesmo utilizando RPMI-1640, uma das principais limitagdes da metodologia M27-A3,
até os dias de hoje, é a deteccdo confidvel da resisténcia a anfotericina B em isolados de
Candida spp. As pesquisas citadas a seguir, buscaram alternativas para o uso do meio
padrdo, na tentativa de auxiliar na deteccdo dessa resisténcia. Todas sem sucesso de
padronizacao pelo comité.

Na década de 90, a fim de identificar meios alternativos e condi¢cfes de pH que
pudessem identificar de forma confiavel isolados resistentes a anfotericina B, Rex e
colaboradores [58] concluiram que o Antibiotic Medium 3 tamponado, em pH 5 ou pH 7,
produziu resultados superiores entre os meios testados (caldo Sabouraud, Antibiotic
Medium 3, caldo casitone e YNB) e, identificou, facilmente, uma série de isolados
resistentes dentro das primeiras 24 h. Lozano-Chiu e colaboradores [45], também

concluiram que o uso do caldo Antibiotic Medium 3 poderia auxiliar na deteccdo de
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resisténcia, entretanto, por possuir variabilidade substancial entre lotes, este meio néo foi
padronizado até hoje para testes de suscetibilidade.

A fim de resolver o impasse no uso do Antibiotic Medium 3, Cuenca-Estrella e
colaboradores [59] analisaram e compararam os resultados das CIMs obtidas com a
utilizacdo do caldo Iso-Sensitest, um meio semi-definido, com as CIMs obtidas com o
caldo RPMI-1640 e Antibiotic Medium 3. Os autores verificaram que por Iso-Sensitest
as CIMs foram altamente reprodutiveis e identificavam isolados de Candida spp.
resistentes a anfotericina B. Os autores concluiram que a discriminacao mais pronunciada
foi conseguida através do teste utilizando Iso-sensitest como meio suplementado com
glicose e leitura espectrofotométrica apos 24 h de incubagé&o.

Apesar destes estudos, nada foi anexado e a norma M27-A3 ainda usa 0 RPMI-
1640 como meio de crescimento. Ademais, a falta de concordancia quanto a
suplementacdo do meio RPMI-1640 para que contenha uma concentracéo final de glicose
de 20g/L e uso de YNB, para promover crescimento de C. neoformans e melhorar a
relevancia clinica das CIMs dos antifingicos, continua sendo uma limitacdo importante
da atual norma M27-A3.

Apesar do exposto, ndo se encontra na literatura recente, estudos que busquem o
uso de outros meios de crescimento no teste de suscetibilidade a antifingicos. Os
trabalhos atuais s&o sempre voltados para o desenvolvimento de pontos de corte
relevantes para os antifingicos disponiveis e, também, para a tentativa de
desenvolvimento de ensaios de referéncias para fungos que nao estdo incluidos na atual
norma, como espécies de Paracoccidioides, Histoplasma e Malassezia pachydermatis
[60-62]. Enquanto isso, definir um meio de crescimento ideal, que seja de facil preparo,
barato e que permita maior confiabilidade na deteccdo dos isolados resistentes, bem

como, melhore a relevancia clinica das CIMs dos antifngicos testados, continua incerto.
4.2.2 Solugdo Tampao para Meio de Cultura

O uso de solucBes tampdo para manter o pH dentro de um intervalo desejado é
uma pratica muito comum em estudos quimicos, bioquimicos e bioldgicos [63]. O &cido

3- (N-morfolino) propanosulfonico, de sigla MOPS, é um tampdo desenvolvido para uso
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geral em bioguimica. Com um pKa de 7,15 a 20° C é muito util para tamponamento de

sistemas bioldgicos e ensaios que utilizam um pH neutro [64].

Segundo o CLSI [6], a solucdo-tampdo considerada satisfatoria nos testes de
sensibilidade a antifangicos é obtida com MOPS, pois € compativel com os antifingicos,
ndo antagonizando ou produzindo interagBes com 0s mesmos. Entretanto, ndo ha descrito
na norma atual qualquer trabalho que seja a referéncia para esta escolha, pois o trabalho
de Pfaller e colaboradores [38], que definiu o meio ideal para a atual metodologia, ndo
usou outra solucao-tampao nos meios de crescimento. Todos os meios foram tamponados
somente com MOPS a pH 7,0. Portanto, ndo sendo possivel escolher qual seria 0 melhor
tampé&o para o teste.

Os dois estudos descritos a seguir, apesar de antigos, contém testes que
compararam bicarbonato de soédio, MOPS-Tris e tampdo fosfato como alternativa de
sistemas tampdes mais baratos nos testes de suscetibilidade antifungica. O primeiro foi
de Gadea e colaboradores [65] que compararam o efeito dos sistemas tampdes utilizados
na atividade in vitro da anfotericina B, fluorcitosina, fluconazol, itraconazol e cetoconazol
contra 93 isolados clinicos de leveduras pela técnica de microdiluicdo em caldo. Os
autores concluiram que, independentemente do sistema tampdo usado, os trés métodos
eram de reprodutibilidade comparavel e os resultados podiam ser lidos facilmente, tanto
espectrofotometricamente quanto a olho nd, com exceccao de C. parapsilosis e C.
neoformans. Estas espécies ndo cresceram adequadamente em qualquer uma das
condigdes testadas: RPMI 1640 com 2% de glicose e tamponado com 0,165 M de MOPS
a pH 7,0; RPMI-1640 nas mesmas condi¢des, porém tamponado a pH 7,4 e RPMI-1640
com 2% de glicose e tamponado a pH 7,4 com 0,15% de bicarbonato de sédio.

O segundo foi de Mcintyre e Galgiani [66], que utilizaram meio de cultura
SAAMF (synthetic amino acid medium fungal) na atividade antifungica de cilofungina e
observaram que ndo houve varia¢des nos resultados de suscetibilidade entre os sistemas
tampdes utilizados: HEPES, MOPS, combinacdo de MOPS-Tris ou fosfato.

4.2.3 Concentracao do Indculo

Pfaller e colaboradores [37] definiram, a partir de um estudo comparativo entre

quatro métodos de preparo de indculo (espectrofotométrico, cartdo de Wickerham,
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hemocitémetro e sistema Prompt de inoculagédo), que o método espectrofotométrico seria
o escolhido para a preparacdo de indculos de leveduras, por apresentar maior
reprodutibilidade e menor variabilidade. Fromtling e colaboradores [39] definiram que o
tamanho do indculo ideal para o teste de suscetibilidade era na ordem de 2,5 x 103

células/mL.

A partir disso, a preparacao do indculo para o teste, segundo o protocolo M27-A3,
é a seguinte: (1) deve-se realizar a subcultura das leveduras, em tubos estéreis com agar
Sabouraud dextrose ou agar batata-dextrose, executando passagens para assegurar sua
pureza e viabilidade. A temperatura de incubagdo deve permanecer em 35°C. (2) O
indculo deve ser preparado escolhendo-se cinco colbnias, com didmetro de ~1mm de
cultura de 24 h, para espécies de Candida ou cultura de 48 h para C. neoformans. As
colbnias devem ser suspensas em 5mL de solucdo salina estéril 0,145 mol/L (salina a
0,85%) (3). A suspensdo resultante deve ser colocada em agitador vortex durante 15
segundos e a densidade celular, ajustada com espectrofotdmetro, acrescentando-se
solucdo salina suficiente para obter transmitancia equivalente a de uma solugdo-padrao
0,5 da escala de McFarland, sob comprimento de onda de 530nm. A suspenséo padréo de
levedura deve ser homogeneizada durante 15 segundos em vortex, diluida 1:50 e depois
1:20 com o meio de cultura, para se obter o in6culo 2X concentrado usado no teste (de 1
x 10% a5 x 103 CFU/mL). O in6culo (2X) sera, entdo, diluido a 1:1 quando for inoculado
na placa de microtitulagdo chegando a concentracéo final desejada (0,5 x 10%a 2,5 x 103
CFU/mL) [6].

Ainda na década de 90, quando o subcomité do CLSI estava investigando as
variaveis que afetavam o teste de suscetibilidade de fungos aos antimicéticos, Ghannoum
e colaboradores [46] ap0s estudar uma série de condi¢Bes ideais para determinar a
suscetibilidade de Cryptococcus neoformans a agentes antifingicos, propds que a
microdiluicdo, utilizando 10* células por mL, como indculo final, YNB (pH=7) como
meio de crescimento e 48 h como periodo de incubacdo, era um método simples, preciso
e reprodutivel para testar a suscetibilidade de C. neoformans ao fluconazol, anfotericina
B e fluorcitosina.

Rodriguez-Tudella e colaboradores [11] ap6s examinar 0s trés meios
recomendados pelo protocolo M27-A3 do CLSI (RPMI 1640, RPMI 1640-2% de glicose
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e YNB), verificaram que indculo de 10° UFC/mL produzia crescimento 6timo para C.
neoformans, demonstrando a necessidade de revisdo no teste de referéncia norte
americano.

Também, Cuenca-Estrella e colaboradores [59] verificaram que o teste de
suscetibilidade realizado com Antibiotic Medium 3 e empregando indculo de 103 UFC /
mL conseguiu distinguir entre isolados de Candida spp. resistentes e suscetiveis.
Aferiram, também, que o método de leitura, o tempo de incubacdo e a adi¢do de glicose
ndo apresentou efeito significativo nas concentragc@es inibitorias minimas. No entanto,

in6culo maior (10° UFC / mL) interferiu nos valores de CIM.
4.2.4 Tempo de Incubagéo

O estudo que deu origem ao tempo de incubagdo de 24 h para Candida spp., usado
no teste de microdiluicdo, foi de Fromtling e colaboradores [39] no qual os autores
verificaram que, o crescimento em 24 h era uniformemente pobre em todos 0s meios e
ndo tinha reprodutibilidade. Em contraste, a incubacdo por 48 h apresentou crescimento
com baixos valores de desvio padrdo. Como conclusdo, os resultados da microdiluicdo
com leitura de CIM realizada em 48 h (72 h para C. neoformans) tiveram maior
concordancia com o método de referéncia por macrodiluicdo em caldo.

Assim, a metodologia da norma M27-A3 para Candida recomenda ponto final de
leitura apds 48 h, com excecdo para equinocandinas. Pois, segundo a norma, para a
maioria dos isolados, a diferenca entre leitura apos 24 h e ap6s 48 h € minima e ndo altera
a categoria de interpretacdo, ou seja, ndo muda a classificacdo do isolado como “sensivel"
ou “resistente” [6]. Entretanto, Arthington-Skaggs e colaboradores [67] sugeriram a
inclusdo de leituras ap6s 24 h, porque: (a) é possivel, com frequéncia, ler resultado de
CIM e (b) as leituras podem ser mais relevantes, do ponto de vista clinico, no caso de
alguns isolados. Segundo os autores os isolados cuja leitura precoce é importante sdo 0s
que apresentam aumento dramatico de CIM, das 24 h para 48 h, devido ao crescimento
residual e significativo (inibicdo apenas parcial do crescimento em amplo intervalo de
concentragBes crescentes do antifungico fungistatico, fendmeno conhecido como
trailing). Logo, com ocorréncia estimada em, aproximadamente, 5% dos isolados, o

trailing pode ser suficiente para fazer com que um isolado sensivel as 24 h, se torne
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resistente apos 48 h. Dessa forma, a norma M27-A3 fornece intervalos de CIM, para
ambas as leituras, de 24 h e 48 h, em testes de microdilui¢do, para duas cepas ATCC para
controle de qualidade frente a oito antifingicos sistémicos. A norma ndo deixa claro,
entretanto, se os resultados obtidos apds 48 h de incubacdo sdo mais adequados do que
aqueles obtidos apds 24h, ou vice-versa. O crescimento do indculo é que ira definir o

tempo final de reacéo para a leitura da CIM.
4.2.5 Leitura dos Resultados

A metodologia da norma M27-A3 recomenda que as placas de microdiluicdo
sejam incubadas a 35° C, observando presenca ou auséncia de crescimento visivel a olho
nu. Apos isso, 0s poc¢os da placa de microdiluicdo recebem uma pontuacdo (escore) e 0
crescimento em cada pogo é comparado com o do pogo controle do crescimento (isento
de antifangico) com auxilio de um espelho de leitura (ou ndo). A seguir, cada pogo da

placa de microdiluicao recebe um valor numérico, usando a seguinte escala:

0 = opticamente claro, correspondendo a 100% de inibicé&o;

1 = crescimento indefinido, correspondendo a 75%;

2 = reducéo proeminente de crescimento, correspondendo a 50 %;

3 = ligeira reducdo do crescimento, correspondendo a 25%;

4 = nenhuma reducéo do crescimento, correspondendo a 0% de inibicéo;

Para anfotericina B, os pontos finais da reacdo séo, claramente, definidos, sendo
facil distinguir a CIM como a menor concentracéo de antifingico, que impede qualquer
grau de crescimento discernivel. Em geral, ndo sdo vistos pontos finais da reacdo mal
definidos. Sendo, portanto, a CIM da anfotericina B definida como a menor concentracdo
em que se observa o escore 0 (opticamente claro). Para fluorcitosina e para os azois 0s
pontos finais da reagdo s&o menos, claramente, definidos do que os descritos para
anfotericina B, o que pode constituir uma fonte substancial de variabilidade. A CIM
destes € definida como a menor concentracdo em que se observa o escore 2 (reducéo
proeminente de crescimento) ou mais. Esse escore corresponde a, aproximadamente, 50%
ou mais da inibicdo do crescimento, como determinado numericamente em
espectrofotdmetro [6]. No entanto, a leitura a olho nd € objetiva e depende da experiéncia

do técnico [5].
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Dessa forma, o valor da automatizacdo por leituras espectrofotométricas foi
enfatizado pelo EUCAST que prop0e sua obrigatoriedade nos testes com leveduras. Além
desse ponto, 0 EUCAST indicou modificagcdes de alguns parametros do CLSI , como
preparacdo e concentracdo do inoculo, suplementacédo de glicose no RPMI. Diferente do
CLSI, 0 EUCAST considera como ponto final da reacdo o po¢o onde ha absorbancia (sob
filtro 530nm), de 50% ou menos em relacéo ao controle positivo, oferecendo, portanto, a
vantagem de se obter uma leitura mais objetiva para a determinacéo da CIM. Além disso,
usando procedimentos cinéticos, a CIM dos antifingicos podem ser determinadas em
qualquer momento desejado durante o periodo de incubacdo, ndo sendo necessario o
periodo de 24 h ou 48 h para a leitura final [68]. Diante das contribuicdes do EUCAST,
a norma E.Def.7.3 é, atualmente, considerada como referéncia européia e utilizada
amplamente.

Os ensaios colorimétricos estdo sendo cada vez mais usados em testes com fungos
pela facilidade da leitura a olho ni em laboratorios de rotina, mas a questdo do trailling
ndo € controlada e o técnico deve estar muito bem capacitado para efetuar as leituras [69—
71]. Sais de tetrazoOlio e o corante Alamar Blue ® (azul de resazurina), um eficaz
indicador de crescimento microbiano, sdo frequentemente usados em tais testes [70,72—
74].

5. Conclusao

Apesar da Norma M27-A3 ser a norma de referéncia em uso para auxiliar 0s
laboratdrios clinicos nos testes de sensibilidade a antifungicos desde 1992, ainda ha
muitas possibilidades de melhorais a metodologia do protocolo. E, mesmo com muitas
publicagGes com intuito de avaliar e sugerir melhorias para no desempenho da Norma,
parece haver dificuldade para insercdo de novas modificacdes e publicacdo de um
protocolo atualizado. Nesse sentido é de grande interesse que estudos multicéntricos

sejam implementados para investigar os parametros propostos na literatura.
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2. OBJETIVOS

3.1 Geral
Investigar a influéncia de modificagdes na técnica de microdiluicdo em caldo

(CLSI M27-A3) na determinacao de sensibilidade de leveduras patogénicas frente ao

fluconazol.

3.2 Especificos

Investigar e reunir a literatura especializada sobre a técnica de microdiluicdo em

caldo para leveduras e discutir sobre as limitacdes da Norma M27-A3;

e Estudar a influéncia de diferentes meios de crescimento, solucdo tampéo,
concentracdo do inoculo, tempo de incubacdo e forma de leitura na CIM das

leveduras frente ao fluconazol;

e Comparar os resultados da CIM de fluconazol obtidos pelo método referéncia
(protocolo M27-A3), com os resultados obtidos por modificagdes alternativas

deste protocolo;

e Encontrar modificacdes vantajosas que tornem o teste de suscetibilidade a

antifingicos economicamente viavel.



3.  MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento experimental
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A determinagdo da suscetibilidade das cepas ao fluconazol seguiu as condic¢des do

método de microdilui¢do em caldo (Norma M27-A3) realizado de acordo com o CLSI. A

partir das condigdes do protocolo M27-A3, experimentos univariados foram realizados

para estudar a influéncia de diferentes fatores (meio de crescimento, solucdo tampéo,

concentracdo do indculo, tempo de incubacédo e forma de leitura do ponto final) na CIM

das leveduras contra o antifingico fluconazol. Quando uma variavel foi estudada, as

demais foram fixadas como constantes. A figura 2 apresenta o fluxo resumido das etapas

que foram executadas.

‘ Reativagdo das cepas ‘

Norma M27-A3 com diferentes

de soja 1%

* Dextrose 2% e
peptona de carmne 1%
* Dextrose 2% e petona
de caseina 1%

* Dextrose 0,5% ¢
peptona de soja 1%

0,165M (pH 7,0)
« Fosfato de Sodio
0,165M (pH 7,0)
* Tris-HCL 0,165M
(pH 7.0)

+0,5x10°22,5x 10° UFC/mL

Figura 2 - Fluxograma das atividades realizadas no projeto.

modifica¢des
MEIO TAMPAO INOCULO TEMPO DE FORMA DE
INCUBACAO LEITURA
* RPMI-1640 * MOPS 0,165M *0,5x 1022 2,5x 102UFC/mL « Visual
* Yeast Nitrogen Base (pH 7.0) +0,5% 10%a 2.5 x 10 UFC/mL « 24 horas o 1su.at
* Dextrose 2% ¢ petona * Bicarbonato +0,5%10%a 2,5 x 10* UFC/mL » 48 horas orante

« Espectrofotémetro

Os itens com o simbolo (*) s&o os padronizados pelo CLSI para a metodologia de microdiluicao.

Fonte: autor.
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3.2 Agente antifangico

A solugdo estoque concentrada de fluconazol (Iberoquimica Magistral, Jundiai,
Brazil) foi preparada de acordo com as recomendac@es do fabricante e armazenada a -20

° C até ser usada.

4.3 Micro-organismos

C. albicans (ATCC 60193 e 36232), C. glabrata (ATCC 2001), C. guilliermondi
(ATCC 6260), C. tropicalis (ATCC 13803 e 750), C. krusei (ATCC 34135),
Cryptococcus neoformans (WM148, sorotipo A, VNI), Cryptococcus neoformans
(WM628, sorotipo AD,VNIII) e oito isolados clinicos, obtidos de amostras bioldgicas de
pacientes diagnosticados na Fundacdo de Medicina Tropical — Doutor Heitor Vieira
Dourado (FMT-HDV), em Manaus, Amazonas, Brasil, foram utilizados para investigacao
da influéncia dos fatores.

O acesso dos isolados clinicos foi autorizado pelo Certificado de Apresentagédo
para Apreciacdo Etica (CAAE) — Processo N° 907497183.0000.0005. Candida
parapsilosis ATCC 22019 e Candida krusei ATCC 6258 foram incorporadas como cepas
controle de qualidade (CQ) em cada conjunto de experimento (CLSI, 2008).

4.4 Teste de microdiluicdo em caldo

As determinagdes da CIM (ug/mL) de fluconazol frente as leveduras avaliadas foi
utilizada a norma M27-A3 (CLSI, 2008). Resumidamente, 100 uL de cada meio de
cultura testado foram dispensados em todos os pocos da microplaca. Posteriormente, as
concentracdes de fluconazol foram dispensadas nos po¢os das linhas 1 a 10 das placas de
microdilui¢do em volumes de 100 pL. com uma pipeta multicanal. A fileira 1 continha a
concentragdo mais alta da droga (64 pg/mL) e a fileira 10 continha a menor dilui¢do da
droga (0,125 pg/mL). As placas de microdiluicdo foram armazenadas dentro de sacos
plasticos a -70 ° C até serem usadas. Cada poco foi inoculado no dia do teste com 100 pL

da correspondente suspensdo do inoculo de cada uma das cepas testadas. Para cada placa



42

do teste, foram incluidos dois controles isentos de farmaco, um pogo com 100 uL do meio
mais 100uL de suspensao do indculo correspondente (controle de crescimento) e o outro pogo
somente com o meio estéril livre de drogas e de in6culo (controle da esterilidade), fileira 11
e 12, respectivamente.

As placas de microdilui¢do foram incubadas a temperatura de 35 °C e lidas apds
24 horas para Candida sp. e 48 horas para Cryptococcus sp., exceto quando a variavel
tempo de incubacéo foi estudada. Os organismos CQ também foram testados da mesma

maneira e foram incluidos cada vez que um conjunto de isolados foi testado.

4.5 Procedimento experimental

O teste de sensibilidade a microdiluicdo em caldo foi realizado conforme
protocolo padrdo (CLSI, 2008), com condicdes de teste modificadas para experimentos
especificos, conforme descrito a seguir. Todos os procedimentos foram realizados em

duplicata para cada micro-organismo testado.

45.1 Meio de crescimento
Os meios avaliados em substituicdo ao RPMI-1640 foram:

a) Yeast Nitrogen Base (YNB);

b) Dextrose 20 g/L e peptona de carne 10 g/L;
c) Dextrose 20 g/L e peptona de soja 10 g/L;

d) Dextrose 20 g/L e peptona de caseina 10 g/L;
e) Dextrose 5 g/L e peptona de soja 10 g/L.

YNB foi preparado conforme recomendado pelo laboratério Difco (Detroit, Mich)
e todas as peptonas eram do laboratério Himédia (india, Mumbai). Todos os meios foram
tamponados para pH 7,0 com tampdo 0,165 M de MOPS (acido 3-(N-morfolino)
propanosulfonico) e foram esterilizados por filtracdo usando uma membrana de 0,22mm

(Millipore) ou autoclavados, quando necessario.
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4.5.2 Solugdo Tampéo

O meio RPMI-1640 foi tamponado a pH 7,0 com MOPS (Sigma Aldrich Quimica)
em todos os testes, exceto quando a varidvel tampdo foi estudada. Neste caso, em
substituicdo ao tampdo MOPS (0,165M) da norma, as solu¢Ges tampao tris-HCI, fosfato
de sodio ou bicarbonato de sddio foram investigadas. Todos foram adicionados ao meio
RPMI-1640 para produzir uma concentragéo de 0,165M (CINTYRE; GALGIANI, 1989;
GADEA et al., 1997).

4.5.3 Concentracdo do inéculo

A fim de comparar a influéncia do tamanho do inéculo na concentracdo inibitéria
minima das leveduras, placas de microdiluigdo foram inoculadas com 100 mL dos
seguintes inoculos finais: (i) 2,5 x 10 células/mL, (i) 2,5 x 10° células/mL (tamanho
considerado ideal para o teste de suscetibilidade), (iii) 2,5 x 10* células/mL e (iv) 2,5 x
10° células/mL.

Antes de realizar o teste, para verificar a pureza e a viabilidade, os isolados de
levedura foram cultivados em tubos contendo agar Sabouraud dextrose a 35 ° C por 24
horas para Candida sp. e 48 horas para Cryptococcus sp. Os indculos foram preparados
colhendo-se cinco col6nias de 21 mm de diametro das culturas e suspendendo o material
em 5 ml de solucéo salina estéril a 0,85%. A suspensao resultante foi agitada no vortice
por 15 s, e a densidade celular foi ajustada pelo método espectrofotométrico (CLSI 2008;
PFALLER, 1988).

4.5.4 Tempo de incubacéo

Para avaliar a variavel tempo de incubacéo, placas contendo meio RPMI-1640
foram incubadas a 35 ° C seguindo a metodologia Padrdo M27-A3 (CLSI, 2008) e as
leituras visuais foram realizadas ap0s 24 e 48 horas para todas as linhagens testadas.
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4.5.5 Forma de leitura do ponto final

Ap0s 24 horas de incubagado, utilizando meio RPMI-1640, as leituras com corante
Resazurina 0,04% (Sigma-Aldrich®) e com leitor espectrofotométrico (RBK 3.500 A)
foram investigadas em substituicdo a leitura visual preconizada no protocolo M27-A3,

onde ¢ observada presenca ou auséncia de crescimento visivel na placa (CLSI, 2008).

Na determinacdo com o auxilio do corante Resazurina 0,04% (Sigma-Aldrich®),
o ponto final foi considerado onde o crescimento microbiano era visivelmente detectavel
pelo corante (STOPPA, 2009) e na determinagao por leitura espectrofotométrica do ponto
final, a CIM foi considerada onde se obteve uma leitura com absorvancia igual ou inferior
a 50% em comparagdo ao pogo onde houve o crescimento da levedura, ou seja, o controle

positivo (EUCAST, 2015).

4.6 Andlise dos resultados

Foi realizada uma andlise de correlacdo pareada entre as CIMs obtidas para o
fluconazol, referente aos organismos testados, contrastando os valores gerados pelo
método de referéncia com os obtidos com os métodos alternativos. De acordo com o
critério adotado, as CIM obtidas pelos métodos alternativos foram consideradas
equivalentes ao método de referéncia quando ambas apresentaram exatamente 0 mesmo
valor ou diferenca de apenas 1 diluicdo, ou seja, valor de referéncia £ 1 diluicao
(COLOMBO, 1995).
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4. RESULTADOS

Os resultados do presente trabalho encontram-se expostos na forma de artigo
original, o qual serd submetido a revista Medical mycology. Logo, apresentam-se nessa

dissertacdo com a formatacao exigida pela revista, porém aqui, na lingua portuguesa.

Avaliacdo da influéncia de diferentes condicGes no teste de suscetibilidade a
antifangicos norma CLSI M27-A3

Edinaira Sulany Oliveira de Sousa’; Silviane Bezerra Pinheiro!; Ana Claldia Alves

Cortez?; Marcia de Souza Carvalho Melhem? Jodo Vicente Braga de Sousa?

1. Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas — Universidade Federal do
Amazonas — UFAM. Amazonas, Brasil

2. Departamento de Microbiologia Médica, Instituto Nacional de Pesquisa da
Amazonia — INPA. Av. André Araljo, Amazonas, Brasil

3. Departamento de Micologia, Instituto Adolfo Lutz. Av. Dr. Arnaldo, S&o Paulo,

Brasil

RESUMO

Uma das principais criticas a metodologia de estudo da atividade antifungica padronizada
pela Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) — protocolo M27-A3 € o custo do
meio de crescimento RPMI-1640 e do tampdo MOPS (&cido 3-(N-morfolino)
propanosulfonico). Devido a essas limitacGes, o presente trabalho teve como objetivo
investigar a influéncia de modificacbes na técnica de microdiluicdo em caldo (CLSI,
protocolo M27-A3) na determinacdo de sensibilidade de leveduras ao fluconazol. Para
avaliar esse objetivo foram realizados ensaios univariados modificando o ensaio
preconizado pela CLSI protocolo M27-A3. Leveduras utilizadas nos ensaios pertenceram
aos géneros Candida e Cryptococcus. As modificacOes feitas no protocolo M27-A3
foram: a) mudanga de meio de cultura (cinco meios foram avaliados: o meio YNB e
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quatro diferentes variacdes da composi¢édo de Sabouraud); b) tipo de tampé&o (bicarbonato
de sodio, tris-HCL e fosfato), concentracéo do indculo (102, 104 10° células/mL), tempo
de incubag&o (24 e 48 h) e forma de leitura (visual, corante e espectrofotdmetro) na CIM
das leveduras frente ao fluconazol. A partir do conhecimento obtido nos experimentos
univariados um novo protocolo foi proposto: a) meio de cultivo: dextrose 5 g/L e peptona
de soja 10 g/L; b) tamp&o: Tris-HCI; ¢) indculum de 0,5-2,5 x103, d) ensaio de 24 h para
Candida spp e 48hs para Cryptococcus neoformans e e) leitura visual direta. A analise de
variancia demonstrou regressao de 95% comparando-se os resultados da CIM de 19
leveduras submetidas ao antifungigrama pelo protocolo da CLSI e o proposto no presente
estudo. Esses resultados s@o importantes e robustos e apresentam uma opgdo mais

acessivel para a realizagdo dos ensaios de antifungigrama.

Palavras-chave: levedura, microdiluicdo, RPMI-1640

Introducao

Devido ao aumento das infec¢Bes fungicas e a emergéncia de fungos resistentes
a medicamentos, métodos padronizados foram desenvolvidos a fim de investigar a
suscetibilidade desses agentes a antiflingicos ®. Atualmente, o Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI), dos Estados Unidos, permite investigar a concentracéo
inibitéria minima (CIM) das principais espécies de leveduras oportunistas por meio da
norma M27-A3. Logo, a CIM permite determinar se o fungo é suscetivel, dose-
dependente ou resistente e pode, entdo, nortear a escolha do agente terapéutico mais
adequado e/ou predizer a chance de sucesso do esquema terapéutico 2, tornando-se uma
potencial ferramenta para orientar o tratamento de doencas fungicas.

A diretriz atual recomenda testar a suscetibilidade das leveduras usando um
método de microdiluicdo em placa, contendo caldo RPMI-1640 e tamponado a pH 7,0
com MOPS (&cido 3-N morfolinopropanossulfonico). No entanto, apesar do protocolo
M27-A3 do CLSI ser uma norma padrdo amplamente aceita na determinacdo da
suscetibilidade 3, em laboratérios de pesquisas e de rotina tem sido criticada visto que,

devido ao alto custo para aquisicdo do meio de cultura RPMI-1640 e do tampéao 3-(N-
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morpholino)-propanesulfonic acid (MOPS), utilizados no teste antifingico, o método
torna-se frequentemente de dificil execucdo em laboratdrios clinicos de rotina e
pesquisas. Além disso, a escolha por parte do comité quanto ao meio de cultura e tampao
utilizados no teste antifingico néo ficou tdo clara e estabelecida * e ndo se encontra na
literatura recente estudos que busquem o uso de outros meios de crescimento no teste de
suscetibilidade a antifungicos. Sendo assim, a necessidade de investigar o uso de meios
de cultura e tampdo alternativos e tornar o teste de suscetibilidade a antifingicos
economicamente viavel sustentaram o presente estudo.

Investigou-se primeiro a influéncia de modificacdes alternativas ao método
referéncia (protocolo M27-A3) na determinagcdo da concentracdo inibitéria minima
(CIM) de fluconazol frente a leveduras patogénicas. Em um segundo conjunto de
experimentos, analisou-se a influéncia combinada dessas modificacdes na determinacéo
das CIM de fluconazol e comparou-se essas CIM com as determinadas pelo método de
microdiluicdo padrdo do CLSI. Os detalhes e as descobertas dessas analises sdo 0 assunto

deste trabalho.

Materiais e métodos

Antiflngico

A solucdo estoque concentrada de fluconazol (Iberoquimica Magistral, Jundiai,

Brazil) foi preparada e armazenada a -20 ° C até ser usada.

Isolados e cepas padréo

C. albicans (ATCC 60193 e 36232), C. glabrata (ATCC 2001), C. guilliermondi
(ATCC 6260), C. tropicalis (ATCC 13803 e 750), C. krusei (ATCC 34135),
Cryptococcus neoformans (WM148, sorotipo A, VNI), Cryptococcus neoformans
(WM628, sorotipo AD,VNIII) e oito isolados clinicos, obtidos de amostras bioldgicas de

pacientes diagnosticados na Fundacdo de Medicina Tropical — Doutor Heitor Vieira
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Dourado (FMT-HDV), em Manaus, Amazonas, Brasil, foram utilizados para investigacdo
da influéncia dos fatores.
Candida parapsilosis ATCC 22019 e Candida krusei ATCC 6258 foram

incorporadas como cepas controle de qualidade (CQ) em cada conjunto de experimento
5

Delineamento experimental

A determinagdo da suscetibilidade das cepas ao fluconazol seguiu as condic¢Ges do
método de microdilui¢do em caldo (Norma M27-A3) realizado de acordo com o CLSI. A
partir das condicdes padrdes do protocolo M27-A3, experimentos univariados foram
realizados estudando a influéncia de fatores (meio de crescimento, solucdo tampéo,
concentracdo do indculo, tempo de incubacdo e forma de leitura do ponto final) na CIM

(ng/mL) do fluconazol frente as cepas e isolados.

Teste de microdiluicdo em caldo — Norma M27-A3

Os testes foram realizados de acordo com a Norma M27-A3 °. Volumes de 100 uL de
cada meio de cultura foram dispensados em todos os pogos da microplaca (placa
descartdvel de 96 pocos). Posteriormente, as concentracdes de fluconazol foram
dispensadas nos pocos das linhas 1 a 10 das placas de microdiluicdo em volumes de 100
uL com uma pipeta multicanal. A fileira 1 continha a concentragcdo mais alta da droga (64
pg/mL) e a fileira 10 continha a menor dilui¢do da droga (0,125 pg/mL). As placas de
microdiluicdo foram armazenadas dentro de sacos plasticos a -70 ° C até serem usadas.
Cada poco foi inoculado no dia do teste com 100 pL da correspondente suspenséo do
indculo de cada uma das cepas testadas. Para cada placa do teste, foram incluidos dois
controles isentos de farmaco, um pogo com 100 pL. do meio mais 100uL de suspensdo do
indculo correspondente (controle de crescimento) e o outro pogo somente com o meio estéril
livre de drogas e de in6culo (controle da esterilidade), fileira 11 e 12, respectivamente.

As placas de microdiluicdo foram incubadas a temperatura de 35 °C e lidas apos 24

horas para Candidas sp. e 48 horas para Cryptococcus sp, exceto quando a variavel tempo
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de incubacdo foi estudada. Os organismos CQ também foram testados da mesma maneira
e foram incluidos cada vez que um conjunto de isolados foi testado.

Experimentos univariados
Meio de crescimento
Os meios avaliados em substituicdo ao RPMI-1640 foram:

a) Yeast Nitrogen Base (YNB);

b) Dextrose 20 g/L e peptona de carne 10 g/L;
c) Dextrose 20 g/L e peptona de soja 10 g/L;

d) Dextrose 20 g/L e peptona de caseina 10 g/L;
e) Dextrose 5 g/L e peptona de soja 10 g/L.

YNB foi preparado conforme recomendado pelo laboratério Difco (Detroit, Mich)
e todas as peptonas eram do laboratdrio Himédia (india, Mumbai). Todos os meios foram
tamponados para pH 7,0 com tampédo 0,165 M de MOPS (acido 3-(N-morfolino)
propanosulfonico) e foram esterilizados por filtracdo usando uma membrana de 0,22

(Millipore) ou autoclavados, quando necessario.

Solucéo Tampéo

Em substituicdo ao tampdao MOPS (0,165M) da norma, foi investigada a
influéncia das solucdes tampéo tris-HCI, fosfato de sodio ou bicarbonato de sddio. Todos

foram adicionados ao meio RPMI-1640 para produzir uma concentragio de 0,165M ©7.

Concentracdo do inéculo

A fim de comparar a influéncia do tamanho do in6culo na concentragéo inibitoria
minima das leveduras, placas de microdiluicdo foram inoculadas com 100 mL dos

seguintes indculos finais: (i) 2,5 x 102 células/mL, (ii) 2,5 x 10% células/mL (tamanho
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considerado ideal para o teste de suscetibilidade), (iii) 2,5 x 10* células/mL e (iv) 2,5 x
10° células/mL.

Tempo de incubacéao

Para avaliar a variavel tempo de incubacédo, placas contendo meio RPMI-1640
foram incubadas a 35 °C seguindo a metodologia Padrdo M27-A3 ° e as leituras visuais

foram realizadas apds 24 e 48 horas para todas as linhagens testadas.
Forma de leitura do ponto final

As leituras com corante Resazurina 0,04% (Sigm-Aldrich) e com leitor
espectrofotométrico (RBK 3.500 A) foram investigadas em substituicdo a leitura visual

preconizada no protocolo M27-A3 °.

Na determinagdo com o auxilio do corante, o ponto final foi considerado onde o
crescimento microbiano era visivelmente detectével pelo corante %, pois a resazurina (7-
hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-6xido) de cor azul ¢ oxidada na presenca de células
viaveis a resofurina, substancia de coloragdo vermelha, facilitando a verificagao da
presenga de crescimento microbiano. Na determinagao por leitura espectrofotométrica, as
CIMs foram consideradas onde se obteve uma leitura com absorbancia igual ou inferior

a 50% em comparagdo ao controle positivo °.

Analise dos resultados

Foi realizada uma anélise de correlacdo pareada entre as CIMs obtidas para o
fluconazol, referente aos organismos testados, contrastando os valores gerados pelo
método de referéncia com os obtidos com os métodos alternativos. De acordo com o

critério adotado, as CIM obtidas pelos métodos alternativos foram consideradas
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equivalentes ao método de referéncia quando ambas apresentaram exatamente 0 mesmo

valor ou diferenca de apenas 1 diluigdo, ou seja, valor de referéncia + 1 diluigdo °

Resultados

Efeito do meio de crescimento

Experimentos foram realizados com a finalidade de investigar a substituicdo do

meio de cultura RPMI-1640 na determinacdo da CIM de fluconazol frente a fungos

patogénicos. A Tabela 2 apresenta o resultado da CIM do fluconazol frente a diferentes

cepas padrdes em diferentes meios de cultura. Com excecao do caldo Sabouraud contendo

peptona de caseina, os diferentes meios de cultivo avaliados resultaram em resultados

similares de CIM aos ensaios realizados com o0 meio padrdao RPMI.

Tabela 2 - Efeito do meio de crescimento na CIM de quatro isolados de Candida spp. frente ao

fluconazol.
CIM de Fluconazol (pg /mL) em cada meio testado
Sabouraud dextrose modificado
Micro- ATCC: RPMI YNB®  Dextros Dextros Dextrose Dextrose
organismos n° 1640 e20g/L e20g/L 20g/Le 5g/lLe
e e Peptona Peptona
Peptona Peptona de de soja
desoja decarne caseina 10g/L®
10 g/L® 10g/L® 10g/L®
C. albicans 60193 1 1 o1 1 0,25 0,125
5 5 5
C. tropicalis 750 0,25 0,25 0,25 0,25 0,5 0,25
C. krusei 6258 8 8 8 8 8 8
C. parapsilosis 22019 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

aATCC, American Type Culture Collection; PYNB, yeast nitrogen base medium. Peptonas usadas eram do laboratério
Himédia. Referéncias CIMs foram determinadas pelo método de microdiluicdo de caldo — Norma M27-A3, incubagao
35°C, 24 horas. Todos os meios foram tamponados a pH 7,0 usando MOPS 0,165M.



52

Efeito da solucdo tampéo

Investigou-se a substituicdo do tampdo da norma (MOPS) pelos tampdes: tris-HClI,
fosfato e bicarbonato. Todos as solugdes estavam com a concentragdo 0,165M e pH 7. Os
ensaios com tampdo Tris-HCI resultaram em resultados similares de CIM aos ensaios

realizados com o tampé&o padrdo MOPS (Tabela 3).

Tabela 3 - Efeito do sistema tampdo na CIM de quatro isolados de Candida spp. frente ao

fluconazol.

CIM de fluconazol (ug / mL) em RPMI-1640

_ ) ATCC tamponado com:
Micro-organismos
n°® MOPS Bicarbonato Fosfato Tris-HCL
0,15%
C. albicans 60193 0,125 - 0,125 0,125
C. tropicalis 750 0,25 - 0,25 0,25
C. krusei 6258 8 - 8 8
C. parapsilosis 22019 0,5 - 1 0,5

aATCC, American Type Culture Collection; °ndo houve crescimento; Referéncias CIMs foram determinadas pelo método
de microdiluicdo de caldo — Norma M27-A3, incubagédo 35°C, por 24 horas. Todos os meios foram tamponados a pH 7,0
usando as respectivas solug¢do tampéo descritas na tabela.

Efeito do tamanho do in6culo

Foi investigada a influéncia da concentragdo de indculum (células/mL) na CIM
de fluconazol frente a leveduras. A norma Norma M27-A3 preconiza em seus ensaios um
indculum de 2,5 x10° células/mL. Os resultados desse ensaio (Tabela 4) permitem
concluir que as diferencas logaritmicas na concentracao de células promovem diferencas
significativas na CIM. Sendo que, a concentracdo de 1x103 células/mL foi a Gnica que

resultou em resultados similares ao protocolo padrao.
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Tabela 4 - Efeito do tamanho do in6culo na CIM de quatro isolados de Candida spp. frente ao

fluconazol.

CIM de fluconazol (ug / mL) em RPMI-1640 com tamanho

_ ) ATCC: de in6culo de:

Micro-organismos

ne 2,5x 10° 2,5x 102 2,5x 10* 2,5% 10°

células células células células

C. albicans 60193 0,125 0,125 0,125 > 64
C. tropicalis 750 0,25 - 0,5 > 64
C. krusei 6258 8 - 32 32
C. parapsilosis 22019 0,5 - 2 > 64

aATCC, American Type Culture Collection; °ndo houve crescimento; Referéncias CIMs foram determinadas pelo método
de microdiluigdo de caldo — Norma M27-A3, utilizando meio RMPI-1640 tamponado (MOPS 0,165M) pH 7,0a35°Ce

apos 24 horas de cr