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Resumo:

Candida albicans é uma levedura que faz parte da microbiota do
homem. A Colonizacdo ou infecgdo por Candida em sitios como o trato
intestinal, trato urogenital e trato respiratério sdo muito comuns em pacientes
hospitalizados, podendo resultar em septicemia. Foram estudadas 18 cepas
de Candida albicans provenientes de diferentes materiais biolégicos (05
cepas de sangue, 03 de urina, 05 de secrecao traqueal, 04 de secregéo
vaginal e 01 cepa de ponta de cateter), as amostras foram isoladas de
pacientes internados em diversos setores do Hospital Univesitario do Oeste
do Parana. As cepas foram avaliadas quanto a susceptibilidade aos
antifungicos Fluconazol, Itraconazol, Anfotericina B, Cetoconazol, Miconazol,
Nistatina, Clotrimazol e 5-Fluorocitosina através do método de difusdo em
disco. Considerando a classificacdo das cepas como sensiveis,
intermediarias e resistentes todas as leveduras em estudo apresentaram
sensibilidade frente aos antifungicos Anfotericina B, Fluconazol,
Cetoconazol, Itraconazol e Nistatina. O teste com o Miconazol mostrou que
16 cepas foram sensiveis a droga, o restante intermediario. Com o
Clotrimazol, 17 cepas mostraram-se sensiveis € uma mostrou-se com
sensibilidade intermediaria. Com relagdo a 5-Fluorocitosina todas as
amostras foram resistentes. Os testes de susceptibilidade aos antifungicos
possibilitou o uso da técnica de difusdo em disco como rotina de triagem
laboratorial apenas para o Fluconazol, permitindo assim caracterizar as
amostras de Candida albicans em sensiveis, intermediaria e resistentes.

Introducgao

Nos recentes anos a incidéncia de infeccbes invasivas causadas por
Candida tem aumentado e tem emergido como um importante problema de
saude publica. Este patégeno é responsavel por infecgcbes principalmente
em pacientes imunocomprometidos, incluindo aqueles que s&o submetidos a
terapia imunossupressiva para o tratamento de cancer, 6érgao transplantado
e o amplo uso de antibidticos e cateteres intravasculares™ 234,
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prognostico terapéutico. Na rotina do laboratério de micologia € importante
adequar métodos que possibilitem avaliar a susceptibilidade antifungica
devido ao aumento da resisténcia dessas leveduras e, uma consequente
diminuigcéo do arsenal terapéutico disponivel *®.

O método de determinagao precisa ser reprodutivel, econémico, facil,
rapido, com boa correlagdo clinica, utilizando tecnologia que possa ser
executada na rotina laboratorial.O objetivo deste trabalho foi padronizar a
técnica de disco difusdo para uso em laboratorio de rotina, avaliando a
susceptibilidade de Candida albicans isolados de diferentes materiais
bioldgicos.

Materiais e métodos

Pacientes

Foram estudadas 18 cepas de Candida albicans provenientes de diferentes
materiais bioldgicos (05 cepas de sangue, 03 cepas de urina, 05 cepas de
secregao traqueal, 04 cepas de secrecao vaginal e 01 cepa de ponta de
cateter). As amostras foram isoladas no periodo compreendido entre 2007 a
2008 de pacientes internados no Hospital Universitario do Oeste do Parana
e estdo estocadas no Laboratério de Micologia. As amostras foram
identificadas fenotipicamente através do auxanograma, pesquisa da
formagédo do tubo germinativo e producdo de clamidoconidios, segundo as
técnicas do Manual “The Yeasts” 7. Para este estudo, foram selecionadas
somente amostras identificadas como Candida albicans.

Pesquisa da susceptibilidade

O teste de susceptibilidade utilizado no estudo foi o de difusdo em disco, e
as drogas testadas foram Anfotericina B , Cetoconazol, Itraconazol,
Fluconazol, Miconazol, Nistatina, Clotrimazol e 5-Fluorocistina sendo todas
da(CECON)®. Suspensdes em salina, utilizando a escala 0,5 de McFarland,
das respectivas cepas foram feitas a partir de cultura em Agar Sabouraud
apos 24h de incubagéo, em seguida foi semeado com swab estéril sobre a
superficie da placa contendo Agar Muller Hinton suplementado com 2% de
glicose 0,5 yg/mL de azul de metileno, pH= 7,2 e logo em seguida os discos
de difusdo foram depositados, sobre o Agar inoculado e os mesmos foram
incubados a 37°C/ 24 h e utilizando régua para a leitura do halo, sendo esta
feita apds 24 horas de incubacdo. O teste foi realizado de acordo com o
documento M44-A do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI
2004) e pelo fabricante do “kit” (CECON, Brasil). A leitura foi feita segundo
recomendacdes do fabricante e o documento M44-A do CLSI (Quadro1).

Quadro 1: Interpretagéo do diametro para Fluconazol e CIM (Concentragao Inibi-
téria Minima) correspondente. (M44-A da CLSI 2004).

Antifungico | Conc./Disco | Didmetro da zona (mm) Equivalente MIC (mcg/mL)
Resistente S-DD* Sensivel Resistente S-DD* Sensivel
Fluconazol 25 mcg <14 15-18 219 <64 16 -32 28

*Susceptibilidade Dose Dependente
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Resultados e Discussao

Os resultados do perfil de susceptibilidade, das 18 cepas de Candi-
da albicans frente aos antifungicos testados, quando comparados com os
valores de referéncia do fabricante, mostraram que todas as leveduras foram
sensiveis aos antifungicos Anfotericina B, Fluconazol, Cetoconazol, Itracona-
zol e Nistatina; Frente ao miconazol 16 cepas foram sensiveis a droga, o
restante intermediario. Com o Clotrimazol 17 cepas mostraram-se sensiveis
e uma mostrou-se com sensibilidade intermediaria. Com relacdo a 5-Fluoro-
citosina todas as amostras foram resistentes (Tabela1). Os resultados obti-
dos com o fluconazol foram concordantes entre o Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) e aos fornecidos pelo fabricante. A figura 1 de-
monstra a zona de inibicao para Anfotericina B (B) e o efeito trailing é obser-
vado com o fluconazol(A). A figura 2 mostra a resisténcia da cepa frente ao
antifungico 5-Fluorocitosina (A).

Tabela 1: Perfil de sensibilidade de cepas de Candida albicans isolados de diferentes ma-
teriais biologicos (sangue, secregdo vaginal, secregédo traqueal, urina e ponta de cateter)

pelo método de disco difuséo.

Origem/cepa Anf.B | Flu [ Ceto Itra Nist | Mic Clo 5Flu

Sangue/ 252 | (S) [(S) [(S) (S) (S) (S) (S) (R)

219 | (S) [ (S)* | (S)* (S) (S) (S) (S) (R)

212] (S) [ (S)* [ (S) () (S) (S) (S) (R)

213| (S) [(S) | () (S) (S) (S) (S) (R)

154 ) |(S) | ((S) (S) (S) U] (S) (R)

Sec.Vaginall 178 | (S) | (S)* | (S)* | (S) S) | (9 S) | (R

538| (S) [(S)* [ (S) () (S) (S) Sy | R

515| (S) [(S) | (S) (S) (S) (S) (S) (R)
534 | (S) [(S) | (8) (s)* (S) (S) (S) (R)
Sec.Traqueall 241 | (S) |(S)* | (S | (S) S) | (S) S) | (R

78| (S) |G | OGN () (S) (S) (S) (R)

143| (S) |G |G)F () (S) (S) (S) (R)

14913 | (S) [ (S) | (S) (S)* (S) (S) (S) (R)

15210 | (S) | (S) | (S) (S) (S) ) (S) (R)

Urina/ 185 (S) (S) (S) (S) (S) (S) (S) (R)

05| (5 |G |6 (8) (S) U] (1 (R)

235| (S) [(S)* | (S)* () (S) ) (S) (R)

Ponta Cateter/ 237 | (S) |(S) | (S) (S) S) | (9 S) | (R

(S) — Sensivel; (l) — Intermediario; (R) — Resistente; * Fendmeno trailing; Anf.B - Anfotericina B; Flu - Fluconazol;
Ceto - Cetoconazol; Itra - Itraconazol; Nist - Nistatina; Mic - Miconazol; Clo - Clotrimazol; 5Flu — 5-Fluorocitosina

A grande maioria dos isolados de C. albicans apresentaram forte trailing (Fi-
gural) nos ensaios com itraconazol, fluconazol e cetoconazol entre 24-48h
de incubacgao. O fenomeno trailing representa um crescimento reduzido, mas
persistente, acima da CIM (Concentragéao Inibitéria Minima) para alguns deri-
vados azdlicos.Em geral, tal crescimento surge entre 24-48horas de incuba-
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¢ao, o que faz crer equivocadamente que a levedura em principio é suscepti-
vel, mas que posteriormente, se torna resistente . De acordo com alguns in-
vestigadores, a respeito deste fenébmeno, na verdade, as cepas mantém-se
susceptiveis in vivo. As causas do trailing nao estdo bem definidas, todavia,
o tamanho de in6culo, tempo de incubagéo, concentragcdo de glicose, tam-
pao e pH do meio de cultura e caracteristicas inerentes ao fungo podem es-
tar envolvidos 8°1°,

Figura 1 S Figura 2

Conclusoes

Neste estudo todas as amostras de Candia albicans foram sensiveis ao
fluconazol, e os testes de susceptibilidade antifungica para difusdo em disco
mostram-se eficazes e reprodutiveis.
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