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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduacédo em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

RELACAO ENTRE A SUSCETIBILIDADE DE Candida spp A
ANFOTERICINA B, COM OBITO OU SOBREVIVENCIA DOS
PACIENTES EM EPISODIOS DE CANDIDEMIA
AUTOR: EVERTON BOFF
ORIENTADOR: SYDNEY HARTZ ALVES
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 22 de janeiro de 2007.

Dentre as infec¢des fungicas, aquelas provocadas por Candida spp séo as mais recorrentes, sendo
as candidemias a forma mais emergente, cujo tratamento mais utilizado tem sido a base de
anfotericina B, apesar das falhas terapéuticas a esse poliénico. Devido a tais falhas, os testes de
avaliacdo da suscetibilidade de fungos a agentes antifungicos passam a ter grande importancia
para confirmar a suscetibilidade aos agentes antifingicos usados. Neste estudo foram avaliadas
144 isolados de Candida spp, oriundas de pacientes imunodeprimidos que evoluiram ao ébito ou
que sobreviveram aos episddios de candidemia. Os testes foram realizados de acordo com o0s
procedimentos e meios de cultura descritos no documento M27-A2 do atual Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI). Testou-se também os meios Yeast Nitrogen Base
dextrosado (YNBd) e Antibiotic Médium 3 (AM3) sendo utilizado um numero maior de
concentracfes de anfotericina B. Os valores de suscetibilidade das cepas provenientes dos
pacientes que evoluiram ao 6bito foram significativamente maiores que os valores obtidos dos
pacientes que sobreviveram a candidemia quando os meios utilizados foram o Antibiotic Médium
3 (AM3) e 0 YNBd, nos quais encontrou-se valores medios de Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) igual a 0,5 pg/dL e valores de Concentracdo Fungicida Minima (CFM) igual a 0,7 pg/dL
para pacientes que sobreviveram a candidemia; valores médios de CIM igual a 0,6 pg/dL e de
CFM igual a 0,9 ng/dL foram encontrados nas cepas dos pacientes que evoluiram ao 6bito. Com
0 meio de cultura RPMI 1640 ndo foram observadas diferencas significativas nos valores de
suscetibilidade entre os dois grupos de pacientes.

Palavras-chave: Anfotericina B, Candidemia, Suscetibilidade.



ABSTRACT

Dissertacao de Mestrado
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RELATIONSHIP BETWEEN SUSCEPTIBILITY OF Candida spp
ISOLATES TO AMPHOTERICIN B, AND DEATH OR SURVIVAL OF
PATIENTS ON CANDIDAEMIA EPISODES
AUTOR: EVERTON BOFF
ORIENTADOR: SYDNEY HARTZ ALVES
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 22 de janeiro de 2007.

Among fungal infections, those caused by Candida spp are the most recurrent. Candidaemias are
the most emergent and amphotericin B has been the mainstay of therapy in spite of its therapeutic
failures. Because of these limitations, susceptibility testing of fungi against antifungal agents has
been evidencing a great importance in order to confirm susceptibility to the used antifungal
agents. In this study, 144 Candida spp isolates from immunocompromised patients, that either
evolved into death (Group 1) or survived to candidaemia episodes (Group 2), were assessed.
Tests were made according to proceedings and culture media described on M27-A2 document
currently provided by Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Media such as Yeast
Nitrogen Base- dextrose (YNBd) and Antibiotic Medium were also tested, being used a higher
number of Amphotericin B concentrations. Susceptibility values of strains from Group 1 were
significantly higher than Group 2 when Antibiotic Medium 3 (AM3) and YNBd were used. The
Minimal Inhibitory Concentration (MIC) and Minimal Fungicidal Concentration (MFC) media
values for strains from patients that survived to candidaemia were, respectively, 0.5 pug/dL and
0.7 pg/dL; whereas MIC and MFC media values for strains from patients that evolved into death
were, respectively, 0.6 pg/dL and 0.9 pg/dL. Significant differences were not observed between
the two groups of strains when using RPMI 1640 medium.

Keywords: Anphotericin B, Candidaemia, Susceptibility.
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1 INTRODUCAO

O conceito de fungo patogénico e de fungo oportunista é vinculado as micoses sistémicas
(RIPPON, 1982). Assim, apenas pequeno numero de fungos é considerado patogénico, isto é,
capaz de invadir tecidos sadios, se multiplicar e provocar dano tecidual no hospedeiro
imunocompetente (GUDLAGSSON et al, 2003).

Ao contrario, fungos oportunistas sdo aqueles que causam doenca apenas quando um ou
mais dos sistemas de defesa estdo alterados. Tais fungos sdo quase sempre cosmopolitas, de
distribuicdo universal e pertencentes a inimeros géneros e espécies (GUDLAGSSON et al,
2003).

Fungos oportunistas sdo a causa de infec¢do com risco de vida em um ndmero crescente
de pacientes imunodeprimidos. A resisténcia intrinsica a terapia antifungica observada para
alguns géneros e o desenvolvimento de resisténcia durante o tratamento em outros géneros, esta
se tornando o maior problema no tratamento dessas doengas (PEREA & PATTERSON, 2002).

O desenvolvimento das pesquisas no campo da micologia demonstra um alarmante
aumento na freqtiéncia de infeccBes fungicas oportunistas, particularmente aquelas causadas por
Candida spp. A candidiase é a principal infec¢cdo micética oportunista do homem (REYES,
2000), enquanto que o numero de ocorréncias de candidemias cresce em todo o mundo,
sobretudo as causadas por Candida albicans (ANAISSIE et al, 2003; PEREA & PATTERSON,
2002; COLLIN et al, 1999; CAMPBELL et al, 1998).

O sistema imunoldgico é o maior determinante na manifestacdo de grande parte das
infeccBes fungicas, principalmente naquelas onde ocorre evolucdo para fungemia, como por
exemplo, nas candidemias (CANUTO & RODERO, 2002; PEREA & PATTERSON, 2002). Os
principais fatores predisponentes a essas infecgdes, sdo principalmente a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), corticoterapia, uso de drogas citotoxicas, linfomas e
leucemias entre outros (HOSPENTHAL et al, 2003).

Nos casos de candidemia e em outras micoses sistémicas, a anfotericina B, apesar do seu
potencial nefrotoxico, é o farmaco de escolha, notadamente quando o paciente for
imunodeprimido. A anfotericina B é um antibiético macrolideo poliénico de ocorréncia natural,
produzido pelo Streptomyces nodosus (GUDLAUGSSON et al, 2003). A anfotericina B liga-se
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ao ergosterol da membrana das células fangicas, formando poros ou canais que possibilitam a
saida de potassio e outros eletrélitos, bem como moléculas, que acarretam a morte celular
(LOEFFLER & STEVENS, 2003; WHITE et al, 1998; POWDERLY et al, 1988; BOSSCHE et
al, 1983).

No uso prolongado de anfotericina B, os pacientes podem evidenciar distdrbios da funcédo
renal, ou seja, diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular e da funcéo tubular. A depuracdo da
creatinina diminui e ha perdas de potassio. Pode ocorrer a potencializacdo da nefrotoxicidade por
deplecdo de sodio. A funcdo renal, em geral, é recuperada apds suspensdo do farmaco, porém,
pode haver lesdo residual apos doses elevadas (POWDERLY et al, 1988).

As avaliacOes da suscetibilidade dos fungos aos agentes antifingicos tém sido realizadas
com a anfotericina B desde 1956. Todavia, a padronizacdo dos ensaios para suscetibilidade so foi
publicada em 1997. As necessidades de utilizagdo dos ensaios com antifungicos sdo crescentes
devido ao aumento das doencas fungicas em pacientes imunodeprimidos e principalmente a
emergéncia do fenémeno de resisténcia (PEREA & PATTERSON, 2002).

Nesse contexto, a deteccdo da resisténcia in vitro a anfotericina B tem gerado
interpretagdes conflitantes, porque as técnicas do National Commitee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS), hoje referido como Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI),
M27-A (1997) e M27-A2 (2002) para esse poliénico, ndo definem valores de Concentragao
Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM) de anfotericina B que possam
ser utilizados como parametros de interpretacdo da sensibilidade ou resisténcia do fungo causador
de candidemia, valores estes chamados de “breakpoints”. Todavia, o documento M27-A2
descreve uma técnica para garantir resultados reprodutiveis entre instituicdes. O documento
especifica a padronizacdo do meio, inoculo, condi¢des laboratoriais como tempo, temperatura e
concentracdo da droga. (HOSPENTHAL et al, 2003).

O presente trabalho propds sugerir um “breakpoint” para a anfotericina B, com base na
avaliacdo da suscetibilidade de amostras de Candida spp, isoladas de dois grupos de pacientes
imunodeprimidos: aqueles que evoluiram ao 6bito e aqueles que sobreviveram a candidemia.

A importancia de sugerir um “breakpoint para a anfotericina B € dispor de um parametro
confiavel que julgue, com seguranca, se os isolados clinicos sdo sensiveis ou resistentes a esta

droga, redefinindo a terapia antes instituida, estabelecer um provavel prognostico da candidemia
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(Gbito/sbrevivéncia) e finalmente complementar um dado que ainda ndo esta determinado na
M27-A2.

A comparacdo entre os meios de cultura RPMI 1640, Antibiotic Médium 3 (AM3) e Yeast
Nitrogen Base-dextrose (YNB), sendo os dois primeiros sugeridos pelo documento M27-A2, se
fez necessaria devido a sugestdes e constatacdes de diversos autores de que o meio RPMI 1640,
ndo seja 0 meio ideal para deteccdo de resisténcia a anfotericina B. Assim utilizou-se também os
meios AM3 e YNBd.

Os trés hospitais envolvidos no estudo, sdo trés hospitais considerados referéncias no
estado do Rio Grande do Sul, sendo eles o Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM), o
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e a Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre
(SCPA).

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Relacionar a suscetibilidade (CIM e CFM) de Candida spp frente a anfotericina B com

evolucdo a ébito ou sobrevivéncia dos pacientes a episodios de candidemia.

1.1.2 Objetivos especificos:

1) Comparar as Concentrac@es Inibitérias Minimas (CIMs) para anfotericina B de amostras
de Candida spp isoladas de pacientes imunodeprimidos com candidemia que evoluiram
ao 6bito, com as cepas de pacientes com candidemia que sobreviveram.

2) Comparar as ConcentracGes Fungicidas Minimas (CFMs) para a anfotericina B de
Candida spp isoladas de pacientes com candidemia que evoluiram ao Obito, com as
amostras de pacientes com candidemia que sobreviveram.

3) Comparar o desempenho dos meios RPMI 1640, Antibiotic Médium 3 (AM3) e Yeast
Nitrogen Base dextrosado (YNBd) na determinacdo da CIM e CFM.
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4) Evidenciar o perfil de suscetibilidade de Candida spp, isoladas de episodios de
candidemia, frente a anfotericina B, em trés hospitais do Rio Grande do Sul.
5) Selecionar CIMs e/ou CFM a anfotericina B que possam sinalizar o provavel desfecho

(6bito/sobrevivéncia) dos episodios de candidemia.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Leveduras do género Candida

Leveduras sdo estruturas somaticas globosas, ovais ou alongadas que se reproduzem por
brotamento ou cissiparidade, podendo formar cadeias de células alongadas com constricdes no
local dos septos (pseudo-hifas) e/ou hifas verdadeiras, estruturas observadas no género Candida,
dependendo das condicdes de crescimento (GHANNOUD & RICE, 1999; MACHADO, 1998;
KWON-CHUNG & BENNETT, 1992).

Apesar de existirem relatos de infec¢bes causadas por Candida reconhecidas por
Hipdcrates no século V a.C., as primeiras observacdes microscopicas deste microrganismo s
ocorreram em 1839, com as pesquisas de Langenbeck, posteriormente confirmadas por Berg e
Gruby, conforme citagOes de Hazen et al (1994).

O género Candida é composto por cerca de 154 espécies, das quais seis sdo mais
frequentemente isoladas em infec¢bes em humanos. Enquanto Candida albicans é a espécie mais
significante e abundante, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida
krusei, Candida lusitaniae e Candida guilliermondii sdo também isoladas como importantes
agentes causadores de infeccdo. No entanto, € emergente 0 aumento de infeccBes devido a
espécies ndo-albicans, tais como Candida glabrata e Candida krusei (LOPEZ et al, 2005;
COLOMBQO, et al, 2003; DIGNANI et al, 2003; SANT’ANA et al, 2002; VARGAS & JOLY,
2002; EDWARDS, 2000; SOBEL et al, 2000; PFALLER et al, 1999; ABI-SAID et al, 1997,
ARIF et al, 1996), o aumento de isolados resistentes, particularmente em pacientes recebendo
profilaxia com fluconazol e a diversidade de outras espécies de Candida (que eram raras nas duas
ultimas duas décadas) encontradas como agentes em infeccdes (GUDLAUSSON et al, 2003).

Apos o advento dos primeiros agentes antifungicos na terapéutica moderna, testes in vitro
com isolados de Candida spp passaram a ser realizados, demonstrando que a suscetibilidade
antifungica e variavel. A partir de 1997, o CLSI disponibilizou o documento M27-A, atualizado
em 2002 (M-27-A2), com o objetivo padronizar os ensaios de avaliacdo da atividade antifungica
in vitro (COLOMBO et al, 2003; PEREA & PATTERSON, 2002; REYES & MAHMOUD,
2000; NCCLS, 2002).

A crescente incidéncia das infec¢bes nosocomiais causadas por Candida trazem como
consequéncia a prolongada permanéncia hospitalar e acentuado aumento da morbidade e
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mortalidade de pacientes que contraem tais infeccdes (PFALLER, 1995). Segundo dados do
CLSI, nos Estados Unidos, entre 1980 e 1990, o numero de infec¢Bes fangicas nosocomiais
duplicou, com Candida sp sendo responsavel por 85,6% destas infeccdes, emergindo como o 6°
patdgeno mais freqlente e o 4° patdgeno em unidades de tratamento intensivo, superado apenas
por Staphylocossus sp coagulase negativa, Staphylococcus aureus e Enterococcus sp
(QUINDOS, 2002; BARAN et al, 2001; JARVIS, 1995; MURPHY et al, 1993).

2.2 Candidiases e candidemias

As espécies de Candida sdo microrganismos que podem ser recuperadas de diversas
fontes ambientais, tais como solo, alimentos, agua, plantas e diversos animais. Um aumento na
incidéncia de infecgdes causadas por Candida tem sido constantemente notada em pacientes
imunocomprometidos, tais como pacientes de unidades de tratamento intensivo, em condigOes
pos-cirargicas e pacientes neutropénicos. Fatores de risco especificos para candidemia e
infeccdes em tecidos profundos incluem o uso de cateter intravascular, hiperalimentacdo
parenteral, uso de antibioticos de amplo espectro e neutropenia. A maioria das infeccdes sdo de
origem enddgena com as taxas de coloniza¢do aumentadas de acordo com a severidade da doenca
e da duracdo da hospitalizacdo. Candida albicans representa 70 a 80% dos isolados, enquanto
Candida glabrata e Candida tropicalis representam 5 a 8% dos isolados, enquanto outras
especies ndo-albicans sdo menos freqlientemente encontradas, porém em crescente incidéncia.
Aquisicdo nosocomial e a transmissdo interpessoal, especialmente entre neonatos, podem
acontecer (AQUINO et al, 2005; CASTAGNOLA et al, 2004; ASMUNDSDOTTIR et al, 2002;
CANUTO & RODERO, 2002; DIEKEMA et al, 2002; KRCMERY & BARNES, 2002; MARR
et al, 2002; ESPINEL-INGROFF, 2001; COLLIN et al, 1999; GHANNOUD & RICE, 1999;
VERDUYN et al, 1999; VISCOLI et al, 1999).

As manifestagdes clinicas incluem candidiases cutanea, mucocutanea cronica,
vulvovaginal, no trato urinario e infeccdo ocular (especialmente endoftalmites), podendo
acontecer em um evento primario, como cirurgias, ou como um evento secundario em pacientes
com candidemia. Endocardites podem acontecer com qualquer dos fatores de risco acima
descritos ou entre wusuarios de drogas intravenosas. Infecgdes disseminadas incluem
acometimentos da meninge, figado, bago, 0ssos e trato gastrointestinal. A maioria das infeccGes
por Candida envolvem a formacédo de biofilme, que ficam implantados em dispositivos como
catéteres e valvulas cardiacas. Estes biofilmes consistem em uma matriz de microcoldnias de
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leveduras e hifas arranjadas em uma estrutura bilateral, promovendo maior resisténcia aos
agentes antifungicos. Em outras condicdes, tais como endocardites, também pode ser observado a
formagdo de biofilmes, que podem se formar nas proprias valvulas danificadas do corag&o.
Biofilmes também séo observados em Candida dubliniensis, uma espécie que compartilha varias
caracteristicas fenotipcas com Candida albicans. A producéo de biofilme é variavel em Candida
parapsilosis, com isolados recuperados de candidemia com producdo acentuada de biofilme. Em
adicdo a formacéo de biofilmes, Candida albicans tem diversos fatores de viruléncia descritos,
que contribuem para sua patogenicidade, incluindo aderéncia as células epiteliais e endoteliais,
producdo de proteinases e fosfolipases, variabilidade fenotipica, formacao de pseudo-hifas e hifas
verdadeiras. Tanto hifas como pseudohifas sdo estruturas invasivas que sdo expressas durante 0s
estagios iniciais da infeccdo, enquanto a forma leveduriforme estd correlacionada com a
disseminacdo hematogénica. O dimorfismo levedura/hifa € um determinante maior de viruléncia
de Candida albicans, o que fica demonstrado em mutantes que possuem reduzida viruléncia, pois
ndo formam a estrutura filamentosa (AQUINO et al, 2005; PFALLER & DIEKEMA, 2004;
CANUTO & RODERO, 2002; NUCCI & COLOMBO, 2002; PEREA & PATTERSON, 2002;
GHANNOUD & RICE, 1999; WHITE et al, 1998; PFALLER, 1995; POWDERLY et al, 1988).

. | América Hungria Paises Irlanda
Espécie ((:fggg? Latina (Eggé) I(Eigg%a (1996- Baixos dz)lgég:[e
(1997) 2000) (1995) 1994)
C. albicans 53 41 56 53 77 60 53
C. parapsilosis 23 38 9 21 7 2 11
C. glabrata 11 2 19 12 17 27
C. tropicalis 8 12 7 6 4 4 6
C. - 2 1 4 - 2 -
guilliermondii
C. krusei 2 0 2 1 6 2 -
Candida spp 3 5 6 3 3 13 3
Referéncia Pfaller et al. (1998) Pfaller et | Hopeetal. | *NINSS | Bruun et
al. (1999) (2002) (2002) | al. (1995)

* Nosocomial Infection National Surveillance Service.

* * Dados expressos em porcentagem

QUADRO 1 - Distribuicao das espécies de Candida isoladas de episodios de candidemia, em

varios continentes




24

2.3 Drogas antifungicas

A emergéncia de doencas fungicas associadas com a SIDA, os avang¢os na metodologia
diagnostica e nos procedimentos terapéuticos e cirdrgicos, o aumento dos casos de mortalidade
decorrente de infecgdes flngicas, associado com o largo uso de terapias com agentes
imunossupressores tem estimulado pesquisas diretas para a descoberta de novos agentes
antifungicos (CASTAGNOLA et al, 2004; ASMUNDSDOTTIR et al, 2002; DIEKEMA et al,
2002; MARR et al, 2002; PEREA & PATTERSON, 2002; ESPINEL-INGROFF, 2001;
GHANNOUD & RICE, 1999; VERDUYN et al, 1999; VISCOLI et al, 1999; WHITE et al,
1998; RICHARDSON & WARNOCK, 1993; WALSH & LEE, 1993, BODEY, 1992)

Contrastando com o elevado nimero de antibacterianos comercialmente disponiveis, a
terapéutica antifungica sistémica € bastante limitada, devido especialmente ao fato que fungos e
hospedeiros sdo ambos eucarioticos, o que resulta em uma série de efeitos colaterais associados a
terapia. Desta forma, inicialmente os agentes antifungicos disponiveis tinham acdo pouco efetiva
e ndo-especifica, sendo o iodeto de potassio um dos primeiros compostos utilizados a partir de
1903, mas que ainda hoje mantém importancia em alguns tratamentos, como nos casos de
esporotricose (SIDRIM, 2004).

Nos ultimos anos uma série de novos compostos antifingicos tem sido desenvolvidas,
exercendo acdo sob as diversas estruturas flngicas, destacando-se 0s compostos com agdo no
conjunto de microttibulos (griseofulvina), na sintese do Acido Desoxirribonucléico (DNA)
(fluocitosina), na sintese do ergosterol (antifungicos azdlicos, alilaminas e derivados
morfolinicos), sobre a membrana fungica (antifungicos poliénicos e equinocandinas) e sobre a
sintese proteica (sordarinas) (PETER et al, 2005; YOUNG et al, 2003; CANUTO & RODERO,
2002; LUPETTI et al, 2002; WHITE et al, 1998; SOKOL-ANDERSON et al, 1988; THOMAS,
1986).

A determinacdo da suscetibilidade aos agentes antifangicos é dificil e um consenso ainda
ndo foi obtido. As CIMs sdo pouco preditivas no sucesso ou falha terapéutica. Uma boa
correlagdo entre os resultados in vitro e in vivo tem sido observado somente nos pacientes com
candidiase orofaringea associada com infeccdo pelo HIV e a combinacdo de drogas antifungicas

ainda estd sob investigacdo. O papel dos fatores de crescimento hemopoiéticos (G-CSF, GM-
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CSF) como adjuvantes ndo esta completamente estabelecido (LUPETTI et al, 2002; NATH et al,
1999; WHITE et al, 1998; POWDERLY et al, 1988).

2.4. Antifangicos poliénicos

Em 1949, Hazen & Brow isolaram nos laboratorios New York State (NYS) um antibiotico
poliénico natural, procedente do actinomiceto Streptomyces noursei. Em homenagem ao
laboratorio, este antibiotico foi nomeado nistatina. No entanto, a elevada toxicidade deste
composto quando administrado endovenosamente e a auséncia de absorcdo gastrointestinal,
impulsionaram a busca de novos compostos, 0 que resultou numa classe de aproximadamente
200 compostos, quimicamente caracterizados por um anel de atomos de carbono fechado por
lactonizacdo, contendo em alguns dos atomos de carbono, duplas ligages conjugadas e do outro,
uma regido hidrofilica com varias oxidrilas (HSUCHEN & FEINGOLD, 1973).

Devido a elevada toxicidade desses compostos, apenas dois deles encontram indicagfes
para 0 uso clinico: a nistatina, de uso topico, e a anfotericina B (Figura 1), para uso topico ou
sistémico. A anfotericina B, lancada em 1956, € ainda um dos antifungicos mais confiaveis e
regularmente administrado para tratamento das micoses invasivas, visto que seu espectro de acao

abrange quase todos os fungos patogénicos (WALSH & LEE, 1993).

FIGURA 1 - Anfotericina B



26

2.4.1 Mecanismo de acdo dos antifingicos poliénicos

Desde 1950 até a descoberta dos azolicos, 0s agentes antifangicos poliénicos, tais como a
anfotericina B, representaram o padrdo da terapia para infeccdes fungicas sistémicas (SUGAR,
1986). H& uma associacdo entre a suscetibilidade aos poliénicos e a presenca de esterdis na
membrana plasmatica das células (LUPETTI et al, 2002; NATH et al, 1999; WHITE et al, 1998;
POWDERLY et al, 1988; HSUCHEN & FEINGOLD, 1973).

Todos os organismos suscetiveis aos poliénicos, por exemplo, os fungos, algas e os
protozoarios, contém ester6is em sua membrana exterior, enquanto 0S 0Organismos
intrinsicamente resistentes ndo (NORMAN et al, 1972). A importancia dos esterdis da membrana
para a atividade dos poliénicos é suportada também por estudos onde se mostrou que os fungos
podem ser protegidos da acdo inibitdria de determinados poliénicos pela adicdo de esterdis ao
meio de cultura (PETER et al, 2005; YOUNG et al, 2003; CANUTO & RODERO, 2002;
LUPETTI et al, 2002; GHANNOUD & RICE, 1999; WHITE et al, 1998; SOKOL-ANDERSON
et al, 1988; THOMAS, 1986; ZYGMUNT et al, 1966; LAMPEN et al., 1960; GOTTLEIB et al.,
1958). Foi sugerido que este efeito é devido a uma interacdo fisico-quimica entre os esterois
adicionados e os poliénicos, 0s quais impedem que a droga ligue-se com os esterois celulares,
sendo melhor comprovado utilizando-se metodologias espectrofotométricas diretas (LAMPEN et
al., 1960), sugerindo uma interacdo direta entre o esterol adicionado e o agente antifingico
(KLEINSCHMIDT et al, 1972; NORMAN et al, 1972).

Para a maioria dos poliénicos, tais como a anfotericina B, foi proposto que a interagdo do
antifungico com o esterol da membrana resulta na producéo de poros aquosos constituidos de oito
moléculas de anfotericina B ligadas hidrofobicamente aos esterois da membrana (DE KRUIJFF
et al, 1974; HOLZ , 1974). Esta configuracdo conduz a uma alteracdo na permeabilidade celular,
com a perda de componentes citoplasmaticos vitais e a morte do organismo (KERRIDGE et al,
1980; KERRIDGE et al, 1985). A composicdo dos fosfolipidios foi implicada também na
suscetibilidade das leveduras aos poliénicos (HSUCHEN & FEINGOLD,1973; RAO et al,
1985a; RAO et al, 1985b; BOSSCHE et al, 1983). Além disso, a morte de Candida albicans foi
atribuida aos danos oxidativos causados pelos poliénicos (GRAYBILL et al, 1997; TITSWORTH
etal, 1973).
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Embora a anfotericina B seja o agente antifingico mais eficaz efetivelmente disponivel,
seu estreito indice terapéutico continua a limitar sua utilidade clinica (CHENG et al, 1982;
GALLIS et al, 1990; LOPEZ-BERESTEIN et al, 1987; WIEBE et al, 1988). Para reduzir os
efeitos adversos, a anfotericina B foi formulada em lipossomos para permitir o uso de doses mais
elevadas com menor toxicidade as células dos mamiferos (JULIANO et al, 1987; PAYNE et al,
1987). Diversas preparacdes lipossomais de anfotericina B foram desenvolvidas, como
ABELCET, Amphoteck e AmBisome. Uma preparac¢ao lipossomal da nistatina, outro antifngico
poliénico, esta sob avaliacdo pré-clinica e clinica (CANUTO & RODERO, 2002; WALLACE et
al, 1996). A hipotese € de que, uma vez que a anfotericina B é incorporada em lipossomas, pode
participar de um mecanismo seletivo de transferéncia, que envolve sua transferéncia do
lipossoma “doador” para o “alvo” na membrana flngica (ergosterol), auxiliado pelos
fosfolipidios fangicos e/ou do hospedeiro (CANUTO & RODERO, 2002; JULIANO et al, 1987).

2.4.2 Evolugéo da resisténcia a anfotericina B

Desde 1956, quando Gold et al isolaram a anfotericina B, a partir do Streptomyces
nodosus (RIPPON, 1982) que pesquisadores tém investigado a suscetibilidade de diferentes
patdgenos fungicos a este agente, com base nas observacdes disponiveis sobre o desenvolvimento
da resisténcia em bactérias. Neste contexto os primeiros estudos foram desenvolvidos por
Borowski & Rutecka (RYLEY et al, 1984) e Fisemberg et al (EISEMBERG et al, 1956), que
evidenciaram que Candida era invariavelmente sensivel aos poliénicos.

Outros autores tentaram, sem sucesso, induzir a resisténcia in vitro empregando técnicas
de subcultivo de leveduras em meios contendo concentracfes crescentes de anfotericina B
(HEBEKA & SOLOTOROVSKY, 1962; BRADLEY & FARBER, 1960; CASIDA & MC COY,
1952). Também observaram que as cepas tornadas “resistentes” evidenciavam caracteristicas
fenotipicas singulares como: tendéncia ao crescimento filamentoso (HEBEKA &
SOLOTOROVSKY, 1965), incapacidade de firmar clamidoconidios (ATHAR & WINNER,
1971), incapacidade de reduzir o sulfito de bismuto (ATHAR & WINNER, 1971; HEBEKA &
SOLOTOROVSKY, 1965; HEBEKA & SOLOTOROVSKY, 1962), reducdo da viruléncia a
camundongos (ATHAR & WINNER, 1971; HEBEKA & SOLOTOROVSKY, 1965; HEBEKA
& SOLOTOROVSKY, 1962), crescimento mais lento (HAMLTON-MILLER, 1972;
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BODENHOF, 1969; BODENHOFF, 1968; HEBEKA & SOLOTOROVSKY, 1965), decréscimo
da habilidade de formar pseudomicélio (HAMILTON-MILLER, 1972; ATHAR & WINNER,
1971), resisténcia cruzada entre poliénicos (ATHAR & WINNER, 1971; HEBEKA &
SOLOTOROVSKY, 1962; SORENSEN et al, 1959; LITTMAN et al, 1958) e reducdo do
cotetdo de ergosterol (ATHAR & WINNER, 1971).

Embora a resisténcia a anfotericina B estivesse caracterizada in vitro somente em 1962
Larsch (LARSCH, 1962) observou que cepas de Candida albicans isoladas de pacientes tratados
cm anfotericina B para histoplasmose, eram menos sensiveis a este poliénico do que as cepas
isoladas anteriormente a medicacdo. Stein et al (REYNOLDS et al, 1977) também relataram
isolamento de Candida albicans inicialmente a nistatina que desenvolveu resisténcia ap0s meses
de tratamento.

Em 1968, Bodenhoff (BODENHOFF, 1968), ao relatar dois casos de resisténcia a
poliénicos in vivo enfatizou a ocorréncia de resisténcia cruzada entre anfotericina B e nistatina e a
avaliacdo laboratorial desse fenémeno deveria acompanhar a terapéutica.

Além destes, outros autores relataram a existéncia de amostras de Candida resistentes in
Vvivo e in vitro a antifangicos poliénicos, conforme ilustra 0 Quadro 2.

Em 1980, Dick et al verificaram que 7,4% das amostras de Candida isoladas de pacientes
com cancer eram resistentes aos poliénicos.

Entre 1980 e 1991 a avaliacdo da suscetibilidade a antifingicos passou a ser mais
freqlientemente estudada e a preocupacdo passou a ser na padronizacdo de ensaios que, a
exemplo das técnicas bacterioldgicas, pudessem garantir a efetiva constatacao da sensibilidade ou
resisténcia a antifungicos. Neste periodo foram desenvolvidos estudos voltados a escolha do
melhor meio de cultivo para os testes, qual o nimero de células fungicas (inoculo), o tempo e
temperatura de incubagdo, bem como os critérios de leitura (REX et al, 1995).

Em 1992 o NCCLS dos Estados Unidos publicou o documento M27-P, constituindo-se na
primeira proposta de padronizacdo dos ensaios para fungos leveduriformes. Apds cinco anos de
avaliacdo, em 1997 publicou-se o documento M27-A (aproved), o qual foi reestruturado em
2002, resultando no documento M27-A2, atualmente vigente para avaliacdo da suscetibilidade de
fungos leveduriformes a antifingicos (WHITE et al, 1998; RICHARDSON & WARNOCK,
1993; WALSH & LEE, 1993; BODEY, 1992; NCCLS, 1992).
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Espécies Numero de x Problema C A o

; . Infeccéo Resisténcia a Referéncia

isoladas pacientes base
Candida . - SCHOLER &
parapsilosis 1 Endocardite Anfotericina B POLAK, 1984
Candida 1 Candidiase cMec Anfotericina B | BODENHOFF,
albicans generalizada e Nistatina 1968
Candida Candidiase | Sarcoidose o BODENHOFF,

i 1 Nistatina
albicans oral pulmonar 1968
Candida . - SCHOLER &
parapsilosis 1 Endocardite Anfotericina B POLAK, 1984
Cangjlda'l 1 Pielonefrite Anfotericina B WOODS et al,
tropicalis 1974
Candida Cirurgia - SAFE et al,
krusei . bexiga Anfotericina B 1977
Candida 1 Gastroenterite Anfotericina B SAFE et al,
parakrusei e otite 1977
Candida Pancitopenia - SAFE et al,
tropicalis 1 idiopética Anfotericina B 1977

. . MERZ &

Cangjlda_l " 1 Fungemia Transpla,nte de Anf_oter!cma B SANFORD,
tropicalis medula 6ssea |e Nistatina 1979
Cand'd.a 1 Tratp - Leucemia Anfotericina B PAPPAGIANIS
lusitaniae respiratorio etal, 1979
Candida . . - DRUTZ &
tropicalis 1 Fungemia Leucemia Anfotericina B LEHRER, 1978
Candida 3 Leucemia Anfotericina B |DICK et al,
albicans e Nistatina 1980
Candida 3 Funaemia Leucemia Anfotericina B |DICK et al,
tropicalis g e Nistatina 1980
Candida 9 Funaemia Leucemia AnfotericinaB |DICK et al,
glabrata g e Nistatina 1980
Ca_ndld_a 1 Fungemia Peritonite Anfotericina B GUINET etal,
lusitaniae 1983
Candida . Anemia - DICK et al,
guilliermondii 1 Fungemia aplastica Anfotericina B 1985

*  Candidiase mucocutanea crénica

**  Posteriormente identificada como Candida lusitaniae

. Nao relatado

QUADRO 2 - Casos de insucesso terapéutico com antibidticos poliénicos, com posterior

comprovacao da resisténcia de espécies de Candida a estes agentes.

Revisando a questdo da resisténcia de Candida a anfotericina B, deve-se alertar para certa

confusdo no tema, pois ha relatos de emergéncia da resisténcia utilizando-se técnicas nédo

padronizadas. A literatura refere que ha variacdo na suscetibilidade entre as espécies, pois
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Candida albicans e Candida parapsilosis sdo consideradas invariavelmente sensiveis; Candida
glabrata é considerada de suscetibilidade intermediaria dependendo da dose. Candida krusei,
Candida kefyr, Candida famata e Candida guillermondii sdo consideradas sensiveis a
anfotericina B, embora, ocasionalmente amostras resistentes de Candida tropicalis e Candida
krusei sejam relatadas. Candida lusitaniae pode ser sensivel ou resistente a anfotericina B
(ELLIS, 2002)

A resisténcia de Candida spp a anfotericina B é considerada um evento de dificil detec¢do
e é causado pelo decréscimo do ergosterol na membrana plasmatica e/ou por alteracdes na
composicdo dos lipidios da membrana, ou ainda por alteragdes na relacdo ergosterol/fosfolipidios
da membrana flangica, comprometendo a ligacdo da anfotericina B com Candida spp
(LOEFFLER & STEVENS, 2003; PEREA & PATTERSON, 2002; WHITE et al, 1998)

2.4.3 Mecanismo de resisténcia aos antifingicos poliénicos

Apesar de mais de 30 anos de uso clinico, a resisténcia aos antibidticos poliénicos, tais
como a anfotericina B e a nistatina, € rara, com o0s isolados resistentes sendo na maior parte
especie menos comuns de Candida, como Candida lusitaniae, Candida glabrata e Candida
guilliermondii (MARTINS & REX, 1996). Fryberg (1974) sugeriu que o desenvolvimento da
resisténcia ocorre pela selecdo natural de células resistentes, presente em pequeno ndmero na
populacdo. Estas células naturalmente resistentes produzem esterois modificados que ligam
nistatina com afinidade mais baixa. A taxa de crescimento na presenca de nistatina é
consequentemente dependente do balanco entre a taxa de crescimento normal (na auséncia de
nistatina) e a taxa em que a nistatina causa dano na membrana celular. Esta Gltima taxa é
presumida ser uma funcédo da afinidade da nistatina com os esterdis da membrana: quanto maior é
a afinidade da nistatina pelos esterois, maior sera a taxa dos danos da membrana.

O fato da resisténcia aos poliénicos ser gradualmente perdida apds a passagem em uma
série de meios contendo nistatina representa, presumivelmente, uma repopulacdo das células que
produzem esterois, com uma afinidade mais elevada para a nistatina, embora esta hipotese nédo
esteja claramente explicada. Athar e Winner (1971), entretanto, sugeriram que a resisténcia

resulta de mutagdes.
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A maioria dos conhecimentos dos mecanismos de resisténcia aos poliénicos em espécies
fungicas vieram dos estudos usando células mutantes: a) crescimento de células em presenca de
concentracfes crescentes de agentes antifungicos; b) exposicdo das células a um gradiente de
concentragfes (ATHAR & WINNER, 1971); ou c) criagdo de mutantes utilizando-se agentes
mutagénicos (HAMILTON-MILLER et al., 1972). Hamilton-Miller (1972) propds uma hipotese
“bioquimica” onde a resisténcia ocorre devido as mudancgas, quantitativas ou qualitativas, nos
niveis de esterdis das células. De acordo com esta hipdtese, células resistentes com conteddo
alterado de esterois devem ligar quantidades menores de poliénicos do que as células suscetiveis.
As dificuldades de ligacdo entre poliénicos e células de Candida albicans mutantes pode ser
atribuido a: a) a uma diminuicdo do conteudo total de ergosterol da célula, sem mudancas
concomitantes na composicdo do esterol; b) redisposicdo de alguns ou de todos os esterdis
ligantes ao poliénico por outros que ligam-se ao poliénico com menor afinidade, por exemplo,
substituicdo do ergosterol, do coleterol, ou do estigmasterol por 3-hidroxi ou 3-0xo esterol; ou c)
reorientacdo ou alteracdo do ergosterol existente, de modo que a ligacdo com os poliénicos seja
estericamente ou termodinamicamente menos favoravel (MICHAELIS & BERKOWER, 1995).

Diferentes pesquisadores forneceram evidéncias que sustentam todas estas possibilidades.
Capek & Simek (1971) demonstraram que o desenvolvimento de resisténcia induzida (induzida
por adaptacdo mecanica) em um isolado de C. albicans foi acompanhado pelo decréscimo do
conteddo de ergosterol das células. Esta diminuicdo no contetdo de ergosterol foi devido ndo a
enzimas de degradacdo do ergosterol pré-formado mas pela inibi¢do de sua sintese. Similarmente,
Dick et al. (1980) estudando 27 isolados C. albicans resistentes aos poliénicos, proveniente de
pacientes neutropénicos, demonstraram que estes isolados tinham um decréscimo de 74 a 85% no
seu contetido de ergosterol. Assim, o decréscimo no conteudo de ergosterol pode conduzir a
diminuigdo da suscetibilidade aos poliénicos.

Mbongo et al (1998) forneceram evidéncias adicionais que o mecanismo de resisténcia &
anfotericina B em Leishmania donovani envolvia a substituicdo de um outro esterol para o
ergosterol na membrana da célula. Esta substituicdo é associada com alteracdes na fluidez da
membrana e no decréscimo da afinidade da anfotericina B para tais membranas modificadas.

A funcdo desempenhada pelos componentes da parede celular em afetar a interacdo dos
poliénicos com seu local de agdo primario, a membrana citoplasmatica, foi estudada por Galé et

al (1975) e Kerridge et al (1980). Estes pesquisadores compararam a suscetibilidade aos
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poliénicos em celulas de Candida (fase exponencial e estacionaria) e demonstraram que as
células na fase estacionaria eram mais resistentes do que a na fase exponencial. Esta observacédo
foi atribuida ao fato de que nas células em fase exponencial, danos e a re-sintese dos constituintes
da parede celular ocorrem em uma taxa elevada, tendo como resultado o melhor acesso do
poliénico a membrana celular. Em contraste, nas células na fase estacionaria, isto ocorreria em
taxas muito mais baixas (KERRIDGE et al, 1980). Capek e Simek (1971) relataram a degradacéo
da nistatina por um sistema enzimatico induzido por fungos dermatofiticos. Nenhum outro estudo
confirmou estes resultados. Considera-se improvavel que a modificacdo da droga represente um
mecanismo proeminente do mecanismo de resisténcia aos agentes poliénicos. Além disso, uma
vez que 0s poliénicos ndo necessitam entrar na célula, mecanismos de efluxo sdo improvaveis de
estarem envolvidos no desenvolvimento da resisténcia (LOEFFLER & STEVENS, 2003; PEREA
& PATTERSON, 2002; WHITE et al, 1998; NOLTE et al, 1997).

Limitado nimero de estudos envolvendo a base genética da resisténcia aos poliénicos
foram elaborados, os quais utilizaram, principalmente, Saccharomyces cerevisiae. Molzahn e
Woods (1972) relataram a caracterizacdo de 103 isolados de S. cerevisiae mutantes que eram
resistentes aos poliénicos, como nistatina, filipina e pimaricina. Os mutantes foram alocados em
quatro grupos de genes, pol 1, pol 2, pol 3 e pol 5. Estes autores encontraram uma correlacéo
entre o poliénico usado para os isolados mutantes e (a) extensdo da resisténcia cruzada (b) a
selecdo dos mutantes com mutaces em genes pol particulares. A analise dos esterdis mostrou
que tanto a célula-pai como os mutantes revelaram que ergosterol e 24, (28)-dehidroergosteroal
eram predominantes no tipo “selvagem”. Em contraste, este Gltimo esterol ndo foi detectado em
nenhum dos mutantes, enquanto o ergosterol estava ausente no mutante pol 2 e presente somente
em niveis muito baixos no mutante pol 3. Embora a interacdo entre 0s genes pol seja
desconhecida, os dados obtidos usando-se 0s espectros de absorcéo no ultravioleta sugeriram que
estes mutantes teriam um relacionamento epistatico (MOLZAHN et al., 1972).

2.4.4 Testes de suscetibilidade e avaliacdo da resisténcia

Os testes de suscetibilidade a antimicrobianos tém sido realizados, rotineiramente, na
maioria dos laboratdrios clinicos com o objetivo de avaliar a suscetibilidade dos patégenos frente

aos agentes terapéuticos selecionados. Tais procedimentos visam otimizar o tratamento das
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doencas infecciosas, sobretudo das enfermidades de etiologia bacteriana e fungica (PEREA &
PATTERSON, 2002).

Frente aos agentes antibacterianos, os testes de suscetibilidade tém sido empregados ha
décadas e, mais recentemente tais métodos tém sido adaptados, padronizados e validados para a
avaliacdo de patogenos fungicos leveduriformes e filamentosos (NCCLS, 2002), onde a atividade
inibitoria é avaliada. A atividade inibitoria dos antifungicos é considerada suficiente porque a
funcdo dos antimicrobianos é minimizar a disseminacdo do agente infectante a partir do sitio
infeccioso enquanto que as defesas imunoldgicas do hospedeiro e outros procedimentos (remogéo
de corpo estranho, resseccdo cirurgica, drenagem) favorecem na erradicacdo do patogeno, e
assim, advindo a cura (DORSTHORST et al, 2005; REX et al, 2001).

O avanco dos procedimentos médicos tem gerado um grande contingente de pacientes
imunocomprometidos, os quais, devido a tratamentos, estdo temporariamente deficientes em sua
capacidade de defesa imunoldgica. A estes pacientes sdo requeridas terapéuticas antiinfecciosas
mais enérgicas, capazes de causar a morte do patdgeno agressor. Ha também situacdes como
infeccdes no tecido cardiaco, sistema nervoso central e 0ssos que, mesmo 0 paciente sendo
imunocompetente, ha necessidade de terapéuticas microbicidas (LUPETTI et al, 2002; NATH et
al, 1999; POWDERLY et al, 1988; WHITE et al, 1998; RICHARDSON & WARNOCK, 1993;
WALSH & LEE, 1993; BODEY, 1992).

Os estudos envolvendo a determinacdo das CFMs ainda ndo estdo devidamente
padronizados e, por isto, as técnicas de execucdo e critérios de interpretacdo, a rigor, Ssao
inexistentes. Ap6s a publicacdo dos documentos de testes de suscetibilidade para leveduras
(M27-A2) e para fungos filamentosos (M38-A) as condicOes para a obtencdo de dados para
concentracdo fungicida tornaram-se mais uniformes. Mesmo assim ha pontos criticos como o
volume a ser transferido e o critério de leitura para indicar a CFM. A maioria dos estudos tem
utilizado critérios de redugdo no numero de unidades formadoras de col6nias (UFC) em
percentuais de 90, 95, 97 e 99,9% (CURY et al, 1989; HITCHCOCK & RUSSEL, 1987;
LOMBARDI et al, 1987; BEGGS & HUGHES, 1986; HOEPRICH & MERRY, 1986;
BRINCKER, 1983; BRASS et al, 1979; HALLER & PLEMPEL, 1978; HELL et al, 1978;
HOLT, 1975; LARSH, 1962; CASIDA & MCCOY, 1952).

O principal problema com testes com fungos leveduriformes (M27-A2) é que o inoculo

inicial é pequeno (0,5 x 10° a 2,5 x 10® UFC/mL) resultando em dificuldades de avaliagdo dos
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percentuais de reducdo de UFC/mL (maior ou igual a 99,9%) em relacdo ao indculo inicial. Ao
reduzirmos o percentual que define CFM, ha risco de equivocos como considerar fungicida uma
droga que é fungistatica (DORSTHORST et al, 2005).

2.4.4.1 Outros métodos

A relativamente recente disponibilidade de sondas fluorescentes especificas para
avaliacdo da vitalidade ou inviabilidade fungica em associacdo com métodos que permitem a
avaliacdo de Adenosina Tri-Fosfato (ATP) intracelular constituem-se em técnicas mais avancadas
para determinacdo da CFM (PETER et al, 2005). Por outro lado a interpretacdo destes novos
parametros € complexa; Liao et al (GEBHART et al, 1984) evidenciou que Candida albicans
frente a anfotericina B era incapaz de replicacdo ou de manifestar qualquer atividade metabdlica
mas ainda assim mantinham um estado fisiologico que poderia indicar capacidade de
crescimento assim que o antifangico fosse removido. Estas observag@es tornam mais complexa a

questdo de determinacéo de atividade fungicida.

2.4.5 Problemas com testes de suscetibilidade a anfotericina B

Assim, desde 1992 a comunidade cientifica dispde de uma técnica universalmente aceita e
reprodutivel para avaliagdo da suscetibilidade. Neste periodo os antifingicos mais avaliados
foram anfotericina B, fluconazol, itraconazol, flucitosina e cetoconazol e, enquanto a resisténcia
de Candida spp ao fluconazol tornou-se bem conhecida e estudada a resisténcia deste género a
anfotericina B tornou-se rara (REYES & MAHMOUD, 2000).

Varios autores enfatizam que embora a técnica M27-A2 seja exequivel e reprodutivel, ela
gera, nos ensaios com anfotericina B, CIM muito proximas numa faixa restrita, dificultando a
discriminacdo entre isolados sensiveis e resistentes a anfotericina B; ao mesmo tempo, a M27-A2
ndo disponibiliza “breakpoints”, isto €, parametros que permitam classificar os isolados com
sensiveis ou resistentes (PARK et al, 2006).

Reconhecendo tal situacdo, varios autores passaram a empregar outros meios como o

AM3, comparando resultados com os obtidos com o caldo RPMI 1640, indicado no documento
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M27-A2 (PARK et al, 2006). Os testes utilizando o AM3 geram CIMs numa faixa mais ampla de
suscetibilidade, permitindo a melhor deteccdo de isolados menos suscetiveis a anfotericina B
(REX et al, 1995; BODENHOFF, 1969).

Por outro lado, é de conhecimento que meios de cultura contendo peptonas sao
considerados quimicamente indefinidos e, por isto, podem conter substancias antagonistas aos
antiflngicos; tais meios nao devem ser, portanto, empregados. Outro ponto contra a utilizacdo do
AMB3 é a variacdo entre lotes que os meios a base de peptona podem conter, comprometendo a
reprodutibilidade da técnica (DORSTHORST et al, 2005; HOSPENTHAL et al, 2003).

O YNB é um meio base, quimicamente definido, e originalmente indicado para estudos de
utilizacdo de acucares, nas classicas provas auxanograficas, para identificacdo de fungos
leveduriformes. Os testes de suscetibilidade propostos anteriormente aos do NCCLS, indicavam o
caldo YNB-dextrose como meio para as provas de macro e microdiluicdo bem como para ensaios
com &gar (SUGAR, 1986). Com base nestas indicagdes, o caldo YNB-dextrose foi incluido no
presente estudo como uma alternativa que viesse favorecer o melhor crescimento fungico, se

comparad ao caldo RPMI 1640, sem as desvantagens da indefinicdo do AM3.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Microorganismos

Foram utilizados neste estudo 144 cultivos de Candida spp, todos provenientes de 144
diferentes episodios de candidemia. Estas culturas eram oriundas de trés hospitais galchos; o
Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM) contribuiu com 41 isolados, o Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA) contribuiu com 56 isolados e a Santa Casa de Misericordia de
Porto Alegre (SCPA) com 47 isolados.

O isolamento dos microorganismos ocorreu a partir de hemocultivos, repicando-se para
agar sangue e agar Sabouraud dextrose. A identificacdo das espécies foi realizada através dos
métodos classicos utilizados em Micologia Medica incluindo o tubo germinativo, producéo de
clamidoconidios, teste de assimilacdo (auxonograma) com fontes de carbono e nitrogénio.
Eventualmente foram empregados meétodos comercialmente disponiveis como ID32C e
CHROMagar Candida.

O total de microrganismos incluiu oito espécies, assim distribuidas:

a) HUSM (n= 41): Candida albicans (n= 29); Candida tropicalis (n= 8); Candida krusei

(n=2); Candida parapsilosis (h=1); Candida glabrata (n= 1).

b) HCPA (n= 56): Candida albicans (n= 23); Candida parapsilosis (n= 20); Candida

tropicalis (n= 11); Candida glabrata (n= 1); Candida guillermondii (n=1).

c) SCPA (n= 47): Candida albicans (n= 18); Candida parapsilosis (h= 18); Candida

tropicalis (n= 4); Candida pelliculosa (n= 3); Candida glabrata (n= 2); Candida
dubliniensis (n= 1); Candida guillermondii (n= 1).

3.2 Conservacao

Os microorganismos utilizados eram mantidos a —80°C no Laboratério de Pesquisas
Micoldgicas da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) (BECKER et al, 1995).
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3.3 Formacéao dos grupos de microorganismos

Todos os isolados incluidos neste estudo dispunham de registros nos hospitais de origem
onde se obteve dados sobre o desfecho da candidemia. Sé foram incluidos aqueles em que pdde
ser constatada a evolucdo do paciente até trinta dias apos o episodio da candidemia. Assim, pode-
se constituir os quatro grupos de estudo:

Grupo I: Candida albicans provenientes de pacientes que evoluiram ao 0bito;

Grupo Il: Candida ndo-albicans provenientes de pacientes que evoluiram ao 6bito.

Grupo IlI: Candida albicans provenientes de pacientes que sobreviveram ao episadio de

candidemia.

Grupo 1V: Candida nédo-albicans provenientes de pacientes que sobreviveram ao episodio

de candidemia.

3.4 Meios de cultura

3.4.1 Agar Sabouraud dextrose (ASD)

Preparado de acordo com os procedimentos operacionais padrdo (BECKER et al, 1995).

3.4.2 Antibiotic Medium 3 (AM3)

3.4.2.1 Composicéo

Peptona........ccoiiiii e 1 O

Extrato de levedura................co oo vviiiiiivievieieeieeeeenn0,3 ¢
Extrato de carne.........coceeeve i v eeeveeiieennnn0,3 ¢
Cloreto de SOdio (NaCI)......cccveieviiiiesicieeeee e 0,79
DEXITOSE. ..o i 0,29

FOSfato diPOtASSICO......ecveiieieciecier e 0,736 ¢
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Fosfato di-hidrogenado potassiCo..........cccevveviereeriesiieseenan, 0,264 g
Agua destilada.............cco.vvvevieiieeseeee e, 200 mL

3.4.2.2 Preparacgéo

Os componentes sélidos eram solubilizados em agua; o volume final e pH eram ajustados
e a seguir, 0 meio era esterilizado em autoclave a 121°C/15 minutos. Apos resfriamento o meio

era conservado sob refrigeracao

3.4.3 Caldo RPMI 1640 tamponado suplementado

3.4.3.1 Composicéo

Este meio era adquirido comercialmente (marca GIBCO®), onde cada envelope continha

10,4 g. A composicao descrita na embalagem inclui:

L_arginina (base lVIe).......cccccecveiveie s 0,29
L_arginina (anidra)........cccceeereeieninnine e 0,05¢g
L_aspartico, ACIAO.........cevverierrerese e 0,029
L _cistina . HClL......cooveieee e 0,0652 g
L_glutdmico, ACidO........ccceevveiieiiee e 0,02 g
L glutaming.......ccooiiiiiiieice e 0,39

L€ [ [o1 1 - VR 001g
L_histidina (Dase liVre)........cccevvvveveiieseese e 0,015¢
L hidroXiprolina...........ccccoveveiiieieece e 0,02 g
L SOIEUCING. ... 0,05¢
I (T Tod | - PSPPSR 0,05¢
L lisina . HCl....oooe e 0,049
L MELIONING. .....eiiieiece e 0,015¢
L_fenilalaning..........cooooeiiiiiii 0,015g

L ProliNa.....cooeeei s 0,029
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[T ] - USSR 0,03 g

I (=T T - VUSSR 0,02 g

L triptofano.......ccccv e 0,005 ¢
L_tiroSing . 2 Na.....coooeeiieesie e 0,02883 g
L ValiNa. ..o 0,02¢g
BIOTING.....ecieiece e 0,0002 g
D_pantOteniCO.......ccccveiieieiie e 0,00025 g
Coling, ClOreto de........coovvieeiiiieeee e 0,003 g
Lo [ ToTo TR Ue3 o [0 TR 0,001 g
MiIOINOSITOL........o e 0,035¢
NIACINAMIAA. ... .ccviiiieiecc e 0,001 ¢
PABA . .....coeeeeeeeeeeeeee e 0,001 g
PiridoXiNa HCl.........covviii e 0,001 g
RIDOTIAVING......ccvece e 0,0002 g
Tiamina HCl........coooiee e 0,001 ¢
VIAMING B12.evoiiiiiiieiee e 0,000005 g
Nitrato de CAlICO . HoO..ooovvveiieeeeie e 0,19
Cloreto de POtASSIO......cc.ecveiieiiieieeieseesie e e e see e 0449
Sulfato de Magneésio (anidro)..........cccevvevveiiereeieseese e 0,04884 g
Cloreto de SOUI0........cviviieieierese e 6,09
Fosfato de sodio, dibasico (anidro)..........cccceeeveerenieeniennnn. 08¢

D _glICOSE. .. eeeiieieceecie e 209
Glutationa, reduzida..........ccccevveveeieeieeie e 0,001 ¢
Vermelho fenol, Na.........coeiiii e 0,0053 g

3.4.3.2 Preparagéo

Em 800 mL de agua destilada solubilizava-se o contetdo de um envelope (10,4 g). A
seguir, era acrescentado 34,53 g do tampdo Acido Morfolinopropanosulfonico (MOPS) (marca
ACROS®): a seguir acrescentava-se 20 g de dextrose e ap6s cuidadosa homogeneizagéo
avaliava-se o pH do meio. Para o ajuste final do pH em 7,0, gotas de hidroxido de sédio (NaOH)
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1M eram acrescentadas. Finalmente o volume final era obtido (1 L) pelo acréscimo de agua
destilada.

Este meio requeria esterilizacdo por filtracdo, utilizando-se para este fim, um Kkitassato
acoplado a bomba de vacuo e utilizando-se membranas filtrantes (marca MILLIPORE® com
tamanho de 0,22 um) e finalmente aliquotado em frascos estéreis para armazenamento sob

refrigeragéo ou congelamento a —10°C.

3.4.4 Caldo Yeast Nitrogen base suplementado com dextrose

3.4.4.1 Composicdo (10X)
Yeast NIitrogen Base........cccovvveeienieninnieie e 6,79
Dextrose. ......coovvviiiiiii e 2200 @
Agua Destilada...............ccoceeiveiiiiieiiiieenn... 100 ML

3.4.4.2 Preparacgéo

Apos solubilizacdo dos componentes, 0 meio era esterilizado por filtragdo nas mesmas
condicdes descritas em 4.3.2. O meio era conservado em refrigeracdo ou sob congelamento a
—-10°C até o momento do uso. Este meio requeria sempre sua diluicdo a 1:10 em agua destilada

estéril, por ocasido de seu uso.

3.5 Testes de Suscetibilidade

Basicamente foram realizados de acordo com os procedimentos descritos no documento
M27-A2 do NCCLS, atualmente referido como CLSI.
Neste estudo foram avaliadas um maior ndmero de concentracdes de anfotericina B do

que o documento M27-A2 propde. Assim, foram utilizadas as seguintes concentracdes de
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anfotericina B: 0,1 pg/mL; 0,2 ug/mL; 0,3 pg/mL; 0,4 ng/mL; 0,5 pg/mL; 0,6 ug/mL; 0,7
ug/mL; 0,8 pg/mL; 0,9 ug/mL; 1,0 png/mL; 1,1 pg/mL; 1,2 ug/mL; 1,3 pg/mL; 1,4 png/mL; 1,5
ug/mL; 1,6 pg/mL; 1,7 pg/mL; 1,8 ng/mL; 1,9 ug/mL; 2,0 pg/mL.

3.5.1 Determinagéo CIM

3.5.1.1 Preparacéo das concentragdes de anfotericina B

Inicialmente utilizou-se a anfotericina B em concentracédo de 5.120 pug/mL (estoque), da
qual foram realizadas diversas diluicdes para se ter as vinte concentracfes que o estudo requeria.

O procedimento realizado foi o seguinte: a) Anfotericina B a 640 ug/mL: 1 mL de
anfotericina B concentrada 5120 ug/mL + 7 mL do meio de cultura (RPI 1640/AM3/YNBd); b)
Anfotericina B a 20 ug/mL: 1 mLde anfotericina B diluida em 640 pg/mL + 31 mL do meio de
cultura; c) Anfotericina B a 2,0 ug/mL.: 4,5 mL de anfotericina B diluida em 20 pg/mL + 40,5 mL
do meio de cultura; d) Anfotericina B a 1,9 pug/mL: 9,0 mL de anfotericina B diluida na
concentracdo de 2,0 ug/mL + 9,0 mL de anfotericina B diluida na concentracdo de 1,8 ug/mL; €)
Anfotericina B a 1,8 ug/mL: 3,5 mL de anfotericina B diluida em 20 ug/mL + 35,0 mL do meio
de cultura; f) Anfotericina B a 1,7 ug/mL: 3,0 mL de anfotericina B diluida em 20 ug/mL + 33,0
mL do meio de cultura; g) Anfotericina B a 1,6 ug/mL: 18,0 mL de anfotericina B diluida na
concentracdo de 1,7 ug/mL + 18,0 mL de anfotericina B diluida na concentragdo de 1,5 ug/mL;
h) Anfotericina B a 1,5 pg/mL: 3,0 mL de anfotericina B diluida em 20 pg/mL + 36,0 mL do
meio de cultura; i) Anfotericina B a 1,4 ng/mL: 2,0 mL de anfotericina B diluida em 20 pg/mL +
26,0 mL do meio de cultura; j) Anfotericina B a 1,3 ug/mL: 1,5 mL de anfotericina B diluida em
20 ng/mL + 21,0 mL o meio de cultura; ) Anfotericina B a 1,2 ug/mL: 2,0 mL de anfotericina B
diluida em 20 pug/mL + 32,0 mL do meio de cultura; m) Anfotericina B a 1,1 ug/mL: 1,0 mL de
anfotericina B diluida em 20 pg/mL + 17 mL do meio de cultura; n) Anfotericina B a 1,0 pg/mL:
14,0 mL de anfotericina B diluida na concentracdo de 2,0 ug/mL + 14 mL do meio de cultura; o)

Anfotericina B a 0,9 pg/mL: 9,0 mL de anfotericina B diluida na concentracdo de 1,8 pug/mL +
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9,0 mL do meio de cultura; p) Anfotericina B a 0,8 ug/mL: 17,0 mL de anfotericina B diluida na
concentracdo de 1,6 ug/mL + 17,0 mL do meio de cultura; q) Anfotericina B a 0,7 pg/mL: 9,0
mL de anfotericina B diluida na concentracdo de 1,4 ug/mL + 9,0 do meio de cultura; r)
Anfotericina B a 0,6 pg/mL: 14,0 mL de anfotericina B diluida na concentracdo de 1,2 ug/mL +
14,0 mL do meio de cultura; s) Anfotericina B a 0,5 ug/mL: 9,0 mL de anfotericina B diluida na
concentracdo de 1,0 ug/mL + 9,0 mL do meio de cultura; t) Anfotericina B a 0,4 ng/mL: 16,0 mL
de anfotericina B diluida na concentracdo de 0,8 pug/mL + 16,0 mL do meio de cultura; u)
Anfotericina B a 0,3 ug/mL: 9,0 mL de anfotericina B diluida na concentracdo de 0,6 pug/mL +
9,0 mL do meio de cultura; v) Anfotericina B a 0,2 ug/mL: 14,0 mL de anfotericina B diluida na
concentracdo de 0,4 ug/mL + 14,0 mL do meio de cultura; x) Anfotericina B a 0,1 pg/mL: 9,0
mL de anfotericina B diluida na concentragéo de 0,2 ug/mL + 9,0 mL do meio de cultura.

A anfotericina B, nestas concentracGes, era armazenada em microtubos do tipo

EPPENDORF® sob refrigeracéo a —10°C, até momento do uso.

3.5.1.2 Ativacao dos inoculos

Com 24 horas de antecedéncia a realizacdo dos ensaios, os cultivos eram repicados para
agar Sabouraud dextrose e incubados a 35°C. SO eram selecionados para o ensaio 0s cultivos que
evidenciavam crescimento vigoroso e auséncia de contaminagdo bacteriana ou fungica. Exame
direto a fresco das colonias de cada cultivo era realizado para comprovagdo da pureza e

adequacao das amostras.

3.5.1.3 Preparacao do inéculo

Em tubos de ensaio contendo 2,0 mL de agua destilada estéril, era agregada parte da
coldnia fangica que, ap6s rédpida agitacdo para homogeneizacdo, tornava o meio turvo. Esta
turvacdo era ajustada pelo acréscimo de &gua destilada estéril ou de cultura em espectrofotdmetro

com comprimento de onda de 530 nm devendo resultar em transmitancia entre 88 a 92%.
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ApOls esta primeira padronizagdo, todos os inoculos eram diluidos a 1:20 em é&gua

destilada e, em seguida, nova dilui¢do (1:50) com o meio de cultura a ser empregado.

3.5.1.4 Execucgéo da prova

Em placas de microtitulacdo de poliestireno com 96 pogos (12 x 8) e com tampa
(NUNC®) estéreis, eram depositados volumes de 100 pL das diferentes concentracdes (20) de
anfotericina B. A cada concentracdo de anfotericina B agregou-se posteriormente, 100 pL do
inoculo padronizado e diluido, de modo a resultar em cada poco 2,5 — 5,0 x 10° UFC/mL.

A seguir, as placas eram incubadas, com tampa, a 35°C durante 48 horas.

O controle de esterilidade do meio e da droga foi realizado como segue: numa das colunas
da placa eram depositadas todas as concentraces de anfotericina B avaliadas (100 uL) as quais
ndo se agregava o inoculo. Apés o periodo de incubacdo a auséncia de indicios de turvagéo,
referente a crescimento microbiano, era indicativo da esterilidade do meio.

Para o controle dos inoculos, os tubos de ensaio contendo volumes excedentes da
preparacdo dos inoculos eram também incubados no mesmo periodo e temperatura dos testes.
Assim, apos 48 horas de incubacdo, a presenca de turvacao era referente ao crescimento fungico

adequado.

3.5.1.5 Leitura dos testes e determinacdo das CIMs

Ap6s 48 horas de incubacdo a 35°C, observava-se o crescimento nos controles dos
indculos e nos controles de esterilidade do meio e da droga. Quando ambos evidenciavam as
condicdes esperadas, passava-se a leitura dos testes. A menor concentracdo da droga que
evidenciava completa auséncia de crescimento microbiano, era registrada como CIM. Como 0s
testes foram realizados em triplicada, requeria-se, no minimo, duas concordancias para aceitagcdo

do resultado.
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3.5.2 Determinacgédo da CFM

Apos a determinacdo das CIMs, todas as concentragcdes de anfotericina B que inibiam o
crescimento microbiano, eram subcultivadas em agar Sabouraud dextrose isento de antifingicos,
incubando-se a 35°C/48 horas. A menor concentracdo de anfotericina B capaz de causar a morte

do inoculo fangico foi considerada concentracdo fungicida minima.

3.6 Analise estatistica

Nas comparacdes entre os resultados de CIMs ou entre os resultados de CFMs, agrupados
conforme a instituicdo hospitalar, espécie de Candida, candidemia com 6bito ou ndo e meio de
cultivo utilizado, considerou-se o nimero de variaveis em cada uma destas relacdes avaliadas.

Nas comparacGes envolvendo duas variaveis, empregou-se o teste ndo paramétrico de
Wilcoxon. Quando, porém, as comparacdes envolviam trés ou mais variaveis, utilizou-se o teste

ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.



4 RESULTADOS

4.1 Comparacao das variagdes na suscetibilidade de Candida spp isoladas de pacientes que
evoluiram ao Obito ou sobreviveram a candidemias, com base em testes empregando o0
caldo RPMI 1640

Utilizando-se o Caldo RPMI 1640 tamponado, avaliou-se a suscetibilidade de leveduras
do género Candida provenientes de pacientes internados no HUSM, HCPA e SCPA, todos com
episddios de candidemia.

Os isolados do género Candida foram agrupados pelas espécies em Candida albicans e
Candida ndo-albicans e também pelo desfecho dos episodios de candidemia, gerando quatro
grupos: a) Candida albicans de pacientes que evoluiram ao 6bito (Grupo 1); b) Candida néo-
albicans dos pacientes que evoluiram ao 6bito (Grupo I1); ¢) Candida albicans dos pacientes que
sobreviveram as candidemias (Grupo Ill); d) Candida ndo-albicans dos pacientes que
sobreviveram as candidemias (Grupo 1V).

No ambito do HUSM, as CIMs e CFMs dos grupos | e Il (Tabelas 1 e 2), ndo
evidenciaram diferencas estatisticamente significativas quando comparadas com os isolados dos
grupos Il e IV (Tabelas 3 e 4) (p>0,05; Teste de Wilcoxon). Quando se compara a
suscetibilidade do género Candida, observou-se que as CIMs e CFMs dos isolados de pacientes
que evoluiram ao Obito ndo evidenciaram diferengas estatisticas significativas dos mesmos
pardmetros dos isolados de pacientes que sobreviveram (p>0,05; Teste de Wilcoxon).

TABELA 1 - Variagdo da suscetibilidade de Candida albicans a anfotericina B, utilizando-
se 0 meio RPMI 1640 para isolados de pacientes que evoluiram ao 6bito, em
trés hospitais do Rio Grande do Sul

Parametros para

suscetibilidade-pgmL. ~~ TUSM HCPA SCPA Geral
Variagédo das CIMs 0,4-0,6 0,1-0,6 0,3-0,6 0,1-0,6
ClMs 0,4 0,5 0,4 0,4
ClMg 0,6 0,6 0,6 0,6
Variacdo das CFMs 0,5-0,8 0,3-0,9 0,5-0,6 0,3-0,9
CFMsg 0,6 0,6 0,5 0,6

CFMgq 0,8 0,8 0,6 0,8
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TABELA 2 - Variagdo da suscetibilidade de Candida n&o-albicans a anfotericina B,
utilizando-se 0 meio RPMI 1640 para isolados de pacientes que evoluiram
ao dbito, em trés hospitais do Rio Grande do Sul

Parametros para

suscetibilidade-pg/ml. ' TUSM HCPA SCPA Geral
Variacdo das CIMs 0,2-0,5 0,2-0,8 0,2-0,5 0,2-0,8
ClMs 0,4 0,4 0,3 0,4
CIMg 0,5 0,7 0,5 0,7
Variacdo das CFMs 0,4-0,7 0,3-1,0 0,3-0,6 0,3-0,9
CFMs 0,7 0,7 0,5 0,6
CFMg 0,7 1,0 0,6 1,0

TABELA 3 - Variagdo da suscetibilidade de Candida albicans a anfotericina B, utilizando-
se 0 meio RPMI 1640 para isolados de pacientes que sobreviveram, em trés

hospitais do Rio Grande do Sul

Parametros para

suscetibilidade-ug/mL HUSM HCPA SCPA Geral
Variacdo das CIMs 0,1-0,7 0,1-0,6 0,4-0,6 0,1-0,7
ClMs 0,4 0,4 0,4 0,4
ClMgg 0,6 0,6 0,6 0,6
Variacdo das CFMs 0,2-0,8 0,1-0,8 0,5-0,7 0,1-0,8
CFMs 0,5 0,6 0,6 0,5
CFMg, 0,7 0,7 0,7 0,7

TABELA 4 - Variagdo da suscetibilidade de Candida n&o-albicans a anfotericina B,
1640 para isolados de pacientes que
sobreviveram, em trés hospitais do Rio Grande do Sul

utilizando-se o0 meio RPMI

Parametros para

suscetibilidade-ug/mL HUSM HCPA SCPA Geral
Variagédo das CIMs 0,1-0,6 0,1-0,5 0,1-0,6 0,1-0,6
ClMs 0,5 0,4 0,3 0,4
ClMgg 0,6 0,4 0,4 0,5
Variacdo das CFMs 0,1-0,9 0,2-0,8 0,2-0,6 0,1-0,9
CFMs 0,5 0,5 0,4 0,5
CFMg 0,9 0,7 0,5 0,7
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Ja no ambito do HCPA, as CIMs e CFMs de Candida albicans dos pacientes que
evoluiram ao oObito ndo diferiram estatisticamente dos parametros de suscetibilidade das isoladas
dos pacientes que sobreviveram as candidemias (Tabelas 1 e 3) (p>0,05; Teste de Wilcoxon). Por
outro lado, as CIMs e CFMs de Candida ndo albicans isoladas de pacientes que evoluiram ao
6bito, foram significativamente maiores do que os pardmetros observados nos isolados dos
sobreviventes (Tabelas 2 e 4) (p<0,05; Teste de Wilcoxon). Da mesma forma, reunindo-se 0s
isolados de Candida albicans e Candida nao albicans, num s6 grupo, observou-se que as CIMs e
CFMs dos isolados dos pacientes que evoluiram ao obito foram significativamente maiores do
gue os mesmos parametros dos isolados dos sobreviventes (Tabelas 1, 2, 3, 4) (p<0,05; Teste de
Wilcoxon).

Na SCPA, as CIMs e CFMs para Candida albicans isoladas dos pacientes que evoluiram
ao Obito, ndo diferiram significativamente das CIMs e CFMs para Candida albicans dos
sobreviventes (Tabelas 1 e 3) (p>0,05; Teste de Wilcoxon). As comparacfes das CIMs para
Candida néo albicans também ndo evidenciaram diferencas entre os grupos obito e sobrevivéncia
(Tabelas 2 e 4) (p>0,05; Teste de Wilcoxon). Todavia, as CFMs para Candida nédo albicans, dos
pacientes que evoluiram ao ébito foram significativamente maiores do que as CFMs dos isolados
dos sobreviventes (Tabelas 2 e 4) (p<0,05; Teste de Wilcoxon). Considerando-se apenas 0 género
Candida, sem dividi-lo em Candida albicans e Candida ndo albicans, ndo se observaram
diferencas significativas nas CIMs e CFMs dos isolados provenientes do grupo que evoluiu ao
Obito com as dos sobreviventes (p>0,05; Teste de Wilcoxon).

Ao reunir os isolados de Candida albicans dos trés hospitais, verificou-se que as CIMs e
CFMs das leveduras isoladas de pacientes que evoluiram ao obito (Grupo 1), ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas, quando comparadas com as CIMs e CFMs de Candida
albicans isoladas de pacientes que sobreviveram as candidemias (Grupo Ill) (p>0,05; Teste de
Wilcoxon). Da mesma forma, também ndo observou-se diferencas estatisticas significativas
quando comparou-se as CIMs e CFMs de Candida ndo albicans isoladas de pacientes que
evoluiram ao ébito (Grupo 1), em relacdo as CIMs e CFMs de Candida ndo albicans isoladas de
pacientes que sobreviveram as candidemias (Grupo V), também dos trés hospitais (p>0,05; Teste
de Wilcoxon). Agrupando-se Candida albicans e Candida ndo albicans em um Unico grupo, dos

trés hospitais, verificou-se que as CIMs e CFMs nédo evidenciaram diferencas estatisticamente
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significativas ao se considerar se provinham do grupo de pacientes que evoluiu ao 6bito ou dos
que sobreviveram as candidemias (p>0,05; Teste de Wilcoxon).

Ao se comparar as CIMs e CFMs apenas de Candida albicans dos trés hospitais, ndo
foram detectadas diferencgas significativas (p>0,05; Teste de Kruskal-Wallis). Na comparac¢do dos
mesmos parametros entre Candida ndo albicans, observou-se que as comparac¢des dos isolados
do HUSM e da SCPA com os do HCPA ndo evidenciaram diferencas das CIMs e CFMs (p>0,05;
Teste de Kruskal Wallis); mas as do HUSM foram estatisticamente maiores que as da SCPA,
tanto para as CIMs, como também para as CFMs (p<0,05; Teste de Kruskal-Wallis).

Observando a suscetibilidade (CIM e CFM) de leveduras do género Candida, isoladas de
episédios de candidemias, entre os trés hospitais estudados, ndo foram detectadas diferencas
significativas entre 0 HUSM e o HCPA; também nao se detectou diferencas significativas nos
parametros de suscetibilidade entre os isolados do HCPA e os da SCPA (p>0,05; Teste de
Kruskal-Wallis). Por outro lado, ao se comparar os parametros de suscetibilidade dos isolados do
HUSM com os da SCPA, os valores de CIM e CFM do HUSM foram estatisticamente maiores
que os valores da SCPA (p<0,05; Teste de Kruskal-Wallis).

4.2 Variagdes na suscetibilidade de Candida spp isoladas de pacientes que evoluiram ao
Obito ou sobreviveram a candidemias, com base em testes empregando caldo AM3

Utilizando-se o caldo AM3, avaliou-se a suscetibilidade de leveduras do género Candida
provenientes de pacientes internados no HUSM, HCPA e SCPA, todos com episodios de
candidemias.

No ambito do HUSM, as CIMs e CFMs de Candida albicans (Grupo 1) bem como
Candida nao albicans (Grupo Il) isoladas de pacientes que evoluiram ao obito (Tabelas 5 e 6)
ndo evidenciaram diferencas estatisticamente significativas quando comparadas com os isolados
de pacientes que sobreviveram as candidemias (Grupos Il e IV) (Tabelas 7 e 8) (p>0,05; Teste
de Wilcoxon). Considerando-se a suscetibilidade do género Candida observou-se que as CIMs e
CFMs dos isolados de pacientes que evoluiram ao Obito ndo evidenciaram diferencas
estatisticamente significativas dos mesmos parametros dos isolados de pacientes sobreviventes
(p>0,05; Teste de Wilcoxon).
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TABELA 5 - Variagdo da suscetibilidade de Candida albicans a anfotericina B, utilizando-
se 0 meio AM3 para isolados de pacientes que evoluiram ao ébito, em trés
hospitais do Rio Grande do Sul

Parametros para

suscetibilidade-pg/m.~~ USM HCPA SCPA Geral
Faixa de CIM 0.5-0,9 0.2-08 0508 0.2-0.9
CIMso 0,6 0,6 0.7 06
CIMeo 0,9 07 07 0.8
Faixa de CFM 0,6-1,3 0,4-1,2 0,6-1,0 0,4-13
CFMs 0.8 0,9 07 08
CFMe 13 11 0.9 12

TABELA 6 - Variagdo da suscetibilidade de Candida n&o-albicans a anfotericina B,
utilizando-se 0 meio AM3 para isolados de pacientes que evoluiram ao
Obito, em trés hospitais do Rio Grande do Sul

Parametros para

suscetibilidade-ug/mL HUSM HCPA SCPA Geral
Faixa de CIM 0,3-0,9 0,2-1,2 0,2-0,7 0,2-1,2
ClMsy 0,7 0,7 0,5 0,6
ClMgg 0,9 1,0 0,7 0,9
Faixa de CFM 0,8-1,5 0,3-1,5 0,3-1,3 0,3-1,5
CFMsg 1,3 0,8 0,7 0,8
CFMg 1,5 1,4 1,1 1,4

TABELA 7 - Variagdo da suscetibilidade de Candida albicans a anfotericina B, utilizando-
se 0 meio AM3 para isolados de pacientes que sobreviveram, em trés
hospitais do Rio Grande do Sul

Parametros para

suscetibilidade-pg/ml. oM HCPA SCPA Geral

Faixa de CIM 0.3-0.8 0.2-08 0,608 0.2-08
CIMso 0,6 05 0,6 06
ClMeo 07 0.7 0.8 0.7

Faixa de CFM 0.4-1,0 0.2-11 0,6-1,0 0.2-11
CFMs 07 0.7 0.7 0.7

CFMgo 1,0 0,9 1,0 1,0
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TABELA 8 - Variagdo da suscetibilidade de Candida n&o-albicans a anfotericina B,
utilizando-se 0 meio AM3 para isolados de pacientes que sobreviveram, em
trés hospitais do Rio Grande do Sul

Parametros para

suscetibilidade-ug/mL HUSM HCPA SCPA Geral
Faixa de CIM 0,3-0,9 0,2-0,6 0,2-0,7 0,2-0,9
ClMs 0,7 0,4 0,4 0,4
ClMgo 0,9 0,5 0,6 0,7
Faixa de CFM 0,3-1,5 0,2-0,9 0,3-1,1 0,2-1,5
CFMsy 0,7 0,7 0,6 0,7
CFMg 1,4 0,8 1,0 1,0

No HCPA, as CIMs e CFMs de Candida albicans dos pacientes que evoluiram ao 6bito
ndo diferiram estatisticamente dos parametros de suscetibilidade dos isolados de pacientes que
sobreviveram as candidemias (Tabelas 5 e 7) (p>0,05; Teste de Wilcoxon). Ao se comparar as
suscetibilidades de Candida ndo albicans, as CIMs e CFMs dos isolados de pacientes que
evoluiram ao oObito (Grupo II) foram significativamente mais elevadas do que os mesmos
parametros observados entre isolados de pacientes sobreviventes (Grupo 1V) (p<0,05; Teste de
Wilcoxon). Quando se considerou o género Candida como um s6 grupo, as CIMs e CFMs dos
isolados dos pacientes que evoluiram ao 6bito (Grupo I e Il) foram significativamente maiores do
gue 0s mesmos parametros nos isolados dos pacientes que sobreviveram as candidemias (Grupos
I11 e IV) (p<0,05; Teste de Wilcoxon).

Na SCPA as CIMs e CFMs de Candida albicans (Grupo I) bem como de Candida ndo
albicans (Grupo Il), isoladas de pacientes que evoluiram ao Obito (Tabelas 5 e 6) néo
evidenciaram diferencas estatisticamente significativas quando comparadas com os isolados de
pacientes que sobreviveram as candidemias (Grupos Il e 1V) (Tabelas 7 e 8) (p>0,05; Teste de
Wilcoxon). Quando, porém, se considerou o género Candida como um s6 grupo, as CIMs e
CFMs dos isolados dos pacientes que evoluiram ao 6bito (Grupos I e Il) foram significativamente
maiores do que 0s mesmos parametros nos isolados dos pacientes que sobreviveram as
candidemias (Grupos 11 e 1V) (p<0,05; Teste de Wilcoxon).

Quando se reuniu os isolados de Candida albicans dos trés hospitais, verificou-se que as
CIMs e CFMs de Candida albicans isoladas de pacientes que evoluiram ao Obito, eram
significativamente maiores do que 0s mesmos parametros nos isolados dos sobreviventes

(p<0,05; Teste de Wilcoxon). Comportamento idéntico foi observado quando se considerou o
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grupo Candida ndo albicans, onde os pacientes que evoluiram ao 6bito evidenciaram CIMs e
CFMs maiores do que as dos pacientes que sobreviveram as candidemias (p<0,05; Teste de
Wilcoxon).

Finalmente, somando-se os trés hospitais, quando se considerou todo o género Candida,
as CIMs e CFMs dos isolados dos pacientes que evoluiram ao o6bito foram significativamente
maiores do que as CIMs E CFMs observadas nos isolados de pacientes que sobreviveram as
candidemias (p<0,05; Teste de Wilcoxon).

Quando se particulariza a espécie Candida albicans e compara-se a suscetibilidade entre
as instituices hospitalares, observamos que nao ha diferencgas entre 0o HUSM e a SCPA ou entre
0 HUSM e o HCPA para os valores das CIMs e CFMs (p>0,05; Teste de Kruskal-Wallis);
todavia comparando-se a SCPA com o HCPA, os parametros de suscetibilidade da SCPA foram
maiores que 0s do HCPA (p<0,05; Teste de Kruskal-Wallis).

Ao se particularizar o grupo Candida néo albicans e se comparar a suscetibilidade destes
isolados nas trés instituicdes hospitalares, observou-se que os isolados do HUSM séo similares
aos do HCPA e os do HCPA néo diferem dos da SCPA (p>0,05; Teste de Kruskal-Wallis).
Todavia, a0 compararmos 0s parametros de suscetibilidade do HUSM com a SCPA, os
parametros do HUSM foram estatisticamente maiores que os obtidos na SCPA (p<0,05; Teste de
Kruskal-Wallis).

Ao considerarmos o género Candida (Candida albicans e Candida nédo albicans) em cada
hospital, observamos que: a) Os parametros de suscetibilidade (CIM e CFM) foram similares
entre 0 HCPA e a SCPA (p>0,05; Teste de Kruskal-Wallis); b) Também ndo se observou
diferencas significativas entre resultados do HUSM e da SCPA (p>0,05; Teste de Kruskal-
Wallis); c¢) Os parametros de suscetibilidade (CIM e CFM) do HUSM foram significativamente
maiores que 0s do HCPA (p<0,05; Teste de Kruskal-Wallis).

4.3 Comparacao das variagdes na suscetibilidade de Candida spp isoladas de pacientes que
evoluiram ao 6bito ou sobreviveram a candidemias, com base em testes empregando 0
caldo YNB-dextrose

Utilizando-se o caldo YNB-dextrose, avaliou-se a suscetibilidade de leveduras do género
Candida provenientes de pacientes internados no HUSM, HCPA e SCPA, todos com episddios

de candidemia.
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No HUSM, as CIMs e CFMs de Candida albicans (Grupo I), bem como de Candida nédo
albicans (Grupo II), isoladas de pacientes que evoluiram ao Obito (Tabelas 9 e 10) néo
evidenciaram diferencas estatisticamente significativas quando comparadas com os isolados de
pacientes que sobreviveram as candidemias (Grupos I1l e 1V) (Tabelas 11 e 12) (p>0,05; Teste de
Wilcoxon). Considerando-se a suscetibilidade do género Candida, observou-se que as CIMs e
CFMs dos isolados de pacientes que evoluiram ao Obito ndo evidenciaram diferencas
estatisticamente significativas dos mesmos parametros dos isolados de pacientes sobreviventes
(p>0,05; Teste de Wilcoxon).

TABELA 9 - Variacdo da suscetibilidade de Candida albicans a anfotericina B, utilizando-
se 0 meio YNB-dextrose para isolados de pacientes que evoluiram ao ébito,
em trés hospitais do Rio Grande do Sul

Parametros para

suscetibilidade-pg/ml.~~ TUSM HCPA SCPA Geral
Faixa de CIM 0.5-1,0 0.2-1,0 0.5-0.9 0.2-1,0
CIMso 05 07 07 07
ClMso 0,9 0,9 0,9 0,9
Faixa de CFM 0,6-1,2 0.4-1,2 0,6-1,0 0.4-1,2
CFMs 08 08 0.8 0.8
CFMso 12 11 0.9 12

TABELA 10 - Variagdo da suscetibilidade de Candida n&o-albicans a anfotericina B,
utilizando-se o meio YNB-dextrose para isolados de pacientes que
evoluiram ao 6bito, em trés hospitais do Rio Grande do Sul

Parametros para

suscetibilidade-pg/ml. 1M HCPA SCPA Geral

Faixa de CIM 0.3-0,9 0.4-1,0 0308 0.3-1,0
CIMso 0.6 0.7 0.6 0,6
CIMsgo 0,9 0,9 08 0,9

Faixa de CFM 0,6-1,2 0.4-1,2 0311 0,3-1,2
CFMs 0.9 0.9 07 0.8

CFMgq 1,2 1,2 1,0 1,2
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TABELA 11 - Variagéo da suscetibilidade de Candida albicans a anfotericina B, utilizando-
se 0 meio YNB-dextrose para isolados de pacientes que sobreviveram, em
trés hospitais do Rio Grande do Sul

Parametros para

suscetibilidade-ug/mL HUSM HCPA SCPA Geral
Faixa de CIM 0,4-0,8 0,2-0,8 0,6-0,7 0,2-0,8
ClMsy 0,6 0,5 0,7 0,6
ClMgg 0,8 0,7 0,7 0,8
Faixa de CFM 0,5-1,0 0,2-1,0 0,7-1,0 0,2-1,0
CFMsg 0,7 0,7 0,7 0,7
CFMg 1,0 0,9 1,0 1,0

TABELA 12 - Variagdo da suscetibilidade de Candida n&o-albicans a anfotericina B,
utilizando-se o0 meio YNB-dextrose para isolados de pacientes que
sobreviveram, em trés hospitais do Rio Grande do Sul

Parametros para

suscetibilidade-pg/m. ~~ 1O°M HCPA SCPA Geral
Faixa de CIM 0.3-0,9 0.2-0.7 0308 0,2-0,9
CIMso 0.7 05 05 05
ClMeo 0.8 0,6 07 07
Faixa de CFM 0,6-15 0,2-1,0 0311 02-15
CFMso 0.7 07 0,6 07
CFMao 13 0,9 10 10

No ambito do HCPA, ao se particularizar o grupo de Candida albicans, os parametros de
suscetibilidade (CIMs e CFMs) dos isolados de pacientes que evoluiram ao 6bito (Grupo I) ndo
evidenciaram diferencas estatisticamente significativas daqueles obtidos com isolados que
sobreviveram as candidemias (p>0,05; Teste de Wilcoxon). Por outro lado quando se avaliou o
grupo Candida nao albicans, observou-se que as CIMs e CFMs dos isolados de pacientes que
evoluiram ao Obito foram estatisticamente mais elevadas do que os observados entre isolados de
pacientes que sobreviveram (Tabelas 10 e 12) (p>0,05; Teste de Wilcoxon). Ainda se observou
que os parametros de suscetibilidade para o género Candida foram estatisticamente mais
elevados entre os isolados dos pacientes que evoluiram ao oObito do que os observados com

isolados de pacientes que sobreviveram as candidemias (p>0,05; Teste de Wilcoxon).
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Na SCPA, as CIMs e CFMs de Candida albicans (Grupo I) bem como de Candida nédo
albicans (Grupo 1l) isoladas de pacientes que evoluiram ao Obito (Tabelas 9 e 10) néo
evidenciaram diferencas estatisticamente significativas quando comparadas com os isolados de
pacientes que sobreviveram as candidemias (p>0,05; Teste de Wilcoxon). Considerando-se o
género Candida, as CIMs e CFMs dos isolados de pacientes que evoluiram ao 6bito foram
significativamente mais elevadas do que os mesmos parametros dos isolados de pacientes que
sobreviveram as candidemias (p<0,05; Teste de Wilcoxon).

Quando se reuniu os isolados de Candida albicans dos trés hospitais, verificou-se que as
CIMs e CFMs de Candida albicans isoladas de pacientes que evoluiram ao Obito, eram
significativamente maiores do que 0s mesmos parametros nos isolados dos sobreviventes
(p<0,05; Teste de Wilcoxon). Comportamento igual observou-se quando se considerou 0 grupo
Candida ndo albicans, onde os pacientes que evoluiram ao 6bito evidenciaram CIMs e CFMs
maiores do que as dos pacientes que sobreviveram as candidemias (p<0,05; Teste de Wilcoxon).

Da mesma forma, somando-se os trés hospitais, quando se considerou todo 0 género
Candida, as CIMs e CFMs dos isolados dos pacientes que evoluiram ao Obito foram
significativamente maiores do que as CIMs e CFMs observadas nos isolados de pacientes que
sobreviveram as candidemias (p<0,05; Teste de Wilcoxon).

Quando se comparou as CIMs de Candida albicans entre os trés hospitais, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas (p>0,05; Teste de Kruskal-Wallis). Por
outro lado, quando se comparou as CFMs de Candida albicans entre os trés hospitais, ndo se
constatou diferencas significativas entre 0 HUSM e o HCPA ou entre 0 HUSM e a SCPA,
entretanto, foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre as CFMs obtidas
com os isolados da SCPA, que foram maiores do que as CFMs obtidas nos isolados do HCPA
(p<0,05; Teste de Kruskal-Wallis).

Quando se comparou os padrdes de suscetibilidade (CIMs e CFMs) de Candida néo
albicans entre os trés hospitais, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes
(p>0,05; Teste de Kruskal-Wallis).

Quando se comparou a suscetibilidade do género Candida, entre os trés hospitais, 0s
testes estatisticos ndo revelaram diferencas significativas entre os trés grupos (p>0,05; Teste de
Kruskal-Wallis).
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4.4 Comparagdo entre os diferentes meios de cultura utilizados para a avaliacdo da
suscetibilidade de Candida spp isoladas de episodios de candidemia a anfotericina B,
em trés hospitais do Rio Grande do Sul

Inicialmente comparou-se a suscetibilidade dos isolados considerando-se apenas a
institicdo hospitalar de origem. Os isolados foram, para tanto, agrupados em Candida albicans e
0s demais como Candida ndo-albicans. Também se considerou a suscetibilidade de todos o0s
isolados, de cada instituicéo.

A Tabela 13 evidencia as diferencas entre as suscetibilidades, com base nas CIMs e/ou
CFMs. Ressalta-se que o caldo AM3 foi 0 que melhor constatou diferencas entre os grupos e que
os isolados do HUSM evidenciaram menor sensibilidade a anfotericina B, quando se comparou
Candida nédo-albicans ou se considerou o total dos isolados. O caldo YNBd foi o que constatou
menores diferencas de suscetibilidade entre os isolados. Por outro lado, a Unica discrepancia
observada, foi quando se comparou a suscetibilidade do género Candida, entre 0s hospitais,
utilizando-se o caldo RPMI 1640.

TABELA 13 - Variacao na suscetibilidade (CIMs e CFMs) de Candida spp a anfotericina B
em funcédo do meio utilizado nos testes, frente a isolados de candidemia, em
trés hospitais do Rio Grande do Sul

Grupos comparados Meio: Meio: Meio:
(Teste de Kruskal-Wallis) Caldo RPMI 1640 Caldo AM3 Caldo YNBd
I(A) x I(B) x I(C) ns C>B? Cc>B®
11(A) x 1(B) x 1I(C) A>C? A>C? ns
II(A) x 11I(B) x 111(C) A>C? A>B? ns

& As diferencas foram observadas nas CIMs e CFMs (p<0,05)
b As diferencas s6 foram observadas nas CFMs (p<0,05)

A (HUSM)

B (HCPA)

C (SCPA)

I Candida albicans

Il Candida nao-albicans

111 Género Candida

ns Nao Significativo

A seguir, passou-se a comparar a suscetibilidade de Candida spp levando-se em
consideracdo o desfecho do episodio de candidemia (sobrevivéncia ou 6bito) do qual foram



56

isolados, no contexto de cada instituicdo, bem como num contexto mais amplo, desconsiderando-

se a instituicdo de origem. A Tabela 14 resume estas constatacdes e seus achados.

TABELA 14 - ComparagOes da suscetibilidade (CIMs e CFMs) de Candida spp a
anfotericina B, em funcédo do meio utilizado nos testes, frente a isolados
de pacientes que sobreviveram ou nao, a episddios de candidemia, em trés

hospitais do Rio Grande do Sul

Grupos comparados Meio: Meio: Meio:
(Teste de Wilcoxon) Caldo RPMI 1640 Caldo AM3 Caldo YNBd
I(A)(s) x 1(A)(ob) ns ns ns
I(A)(s) x 11(A)(ob) ns ns ns
II(A)(S) x I(A)(ob) ns ns ns
I(B)(s) x 1(B)(ob) ns ns ns
11(B)(s) x 11(B)(ob) ob>s* ob>s* ob>s?
I1(B)(s) x 111(B)(ob) ob>s? ob>s? ob>s?
I(C)(s) x [I(C)(ob) ns ns ns
11(C)(s) x 11(C)(ob) ob>s® ns ns
I11(C)(s) x 111(C)(ob) ns ob>s? ob>s?
I(A+B+C)(s) x I(A+B+C)(ob) ns ob>s? ob>s?
[1(A+B+C)(s) x IlI(A+B+C)(ob) ns ob>s* ob>s?
II(A+B+C)(s) x I1I(A+B+C)(ob) ns ob>s? ob>s?

& As diferencas foram observadas nas CIMs e CFMs (p<0,05)
® As diferencas s6 foram observadas nas CFMs (p<0,05)
A (HUSM)

B (HCPA)

C (SCPA)

I Candida albicans

Il Candida néo-albicans

111 Género Candida

s Sobrevivéncia

ob Obito

ns Nao Significativo

No ambito do HUSM, nenhum meio empregado foi capaz de constatar diferencas de

suscetibilidade entre os grupos estudados.

Ja nos isolados do HCPA, os trés meios utilizados detectaram que os grupos Candida nao-

albicans e género Candida provenientes de episddios que evoluiram ao 6Obito foram menos

sensiveis a anfotericina B do que as dos pacientes que sobreviveram (p<0,05; Teste de

Wilcoxon). Nas demais comparacdes, os resultados foram variaveis.
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Considerando-se somente o caldo RPMI 1640, as diferencas de suscetibilidade a
anfotericina B, entre os isolados, foram detectadas em trés situacfes; com o caldo AMS3 as
diferencas foram detectadas em seis situacdes e em seis situaces também quando se utilizou o
caldo YNB-dextrose.

Os trés meios concordaram entre si somente quando se comparou 0s grupos de Candida
ndo-albicans e o género Candida do HCPA, considerando-se o ébito ou sobrevivéncia dos
pacientes; em todas as situacdes as leveduras isoladas de pacientes que evoluiram ao ébito foram
significativamente menos sensiveis do que as isoladas dos sobreviventes as candidemias.

Os caldos AM3 e YNB-dextrose concordaram entre si nas seis ocasides em que
detectaram diferencas de suscetibilidade a anfotericina B, enquanto o caldo RPMI 1640 so
concordou em duas ocasioes.

TABELA 15 - Variacdo das médias aritméticas (desvio padrao), faixa de variagdo e médias
geométricas das CIMs e CFMs a anfotericina B obtidas por 3 meios de
cultura, para Candida spp. isoladas de pacientes que evoluiram ao ébito ou
sobreviveram a episddios de candidemias.

Meios CIM CFM
Obito Sobrevivéncia Obito Sobrevivéncia
0,63(x0,19)ug/mL  0,51(+0,16)ug/mL  0,88(+0,26)ug/mL  0,66(£0,26)ug/mL
média aritmética média aritmética média aritmética média aritmética
AM3 0,44a0,82ug/mL 0,35a20,67 ug/mL  0,62a1,14 ng/mL 0,40 a 0,92 png/mL
faixa de variacao faixa de variacao faixa de variacéao faixa de variacéao
0,58 pg/mL 0,48 ug/mL 0,81 pg/mL 0,61 pg/mL
média geométrica  média geométrica média geomeétrica media geomeétrica
0,44(+0,13)ug/mL  0,68(+0,13)ug/mL  0,62(+0,14)ug/mL  0,49(£0,18)ug/mL
média aritmética média aritmética média aritmética média aritmética
RPMI 1640 0,31a0,57 ug/mL  0,55a20,8L ug/mL 0,48a0,76 ug/mL 0,31 a 0,67 ug/mL
faixa de variacao faixa de variacao faixa de variacao faixa de variacao
0,42 pg/mL 0,35 ug/mL 0,59 pug/mL 0,45 pug/mL
média geométrica  média geométrica  meédia geométrica  média geométrica
0,66(x0,19)ug/mL  0,55(+0,15)ug/mL  0,85(+0,22)ug/mL  0,69(£0,23)ug/mL

YNB-dextrose

média aritmética

0,47 a 0,85 ug/mL
faixa de variacdo

0,63 ug/mL
média geométrica

média aritmética

0,40a0,70 pug/mL
faixa de variacao

0,53 ug/mL
média geométrica

média aritmética

0,63 a1,07 ug/mL
faixa de variacdo

0,81 ug/mL
média geométrica

média aritmética

0,46 a 0,92 ug/mL
faixa de variacdo

0,65 pug/mL
média geométrica
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A Tabela 15 dispde as médias aritméticas, faixa de variacdo e médias geométricas das
CIMs e CFMs de Candida spp relacionadas ao desfecho das candidemias. Os desvios padrdes das
médias aritméticas ndo permitem a caracterizacdo de CIMs ou CFMs, obtidas com quaisquer dos
meios empregados como pontos de corte (breakpoints) que possam indicar o prognéstico das
candidemias. As médias geométricas também ndo guardam suficientes distanciamentos para

caracterizar os referidos parametros.



5 DISCUSSAO

As doencas fungicas tém sua incidéncia muito reduzida se comparadas com as doencas
bacterianas e virais, apesar de, nos ultimos 30 anos, evidenciaram significativa ameaca a salde
humana, sobretudo em pacientes imunocomprometidos.

Em conseqliéncia da menor incidéncia, as micoses tém tido menor desenvolvimento no
campo terapéutico, contando com um ndmero significativamente menor de farmacos para seu
combate. Outra caracteristica da terapéutica antifungica sdo as freqlientes recidivas e/ou falhas
terapéuticas contribuindo com a elevacéo das taxas de morbidade e mortalidade.

As candidiases sdo as mais freqiientemente diagnosticadas no homem, apresentando um
espectro muito amplo, pois inclui desde onicomicoses de pequena morbidade até infecgdes
sistémicas generalizadas com elevados percentuais de mortalidade; nas ultimas décadas, as
candidemias tém se tornado uma manifestacdo clinica freqliente em hospitais de todas as regides
do mundo.

A terapéutica das candidemias tem sido modernizada com a aprovacéo de protocolos que
incluem triazélicos como o voriconazol ou inibidores da sintese de glucanas como a
caspofungina. Todavia, em funcdo dos elevados custos destes medicamentos, as opcdes
terapéuticas recaem, com enorme frequéncia sobre a anfotericina B.

Conforme ja descrito, este poliénico tem atividade fungistatica e fungicida e efeitos
adversos que requerem atencdo; muitas vida sdo salvas pela anfotericina B, mas as falhas
terapéuticas sdo frequentes e preocupantes.

Adentrando-se na questdo das falhas terapéuticas, Canuto & Rodero listam as seguintes
causas: a) doses inadequadas; b) absorc¢do, distribuicdo ou metabolismo deficientes; c) interagdes
medicamentosas; d) estado imunoldgico do paciente; e) presenca de corpo estranho ou
dispositivos que favorecam a permanéncia do fungo; f) abscessos ndo drenados; g) resisténcia do
fungo a terapéutica instituida.

Neste contexto, a necessidade de deteccdo da resisténcia tem determinado avancos
laboratoriais importantes como foi o desenvolvimento das metodologias para avaliagdo da
suscetibilidade de fungos leveduriformes (M27-A2) e para avaliagdo de fungos filamentosos
(M38-A) ambas com a chancela do NCCLS atualmente chamado CLSI.
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A disponibilidade destas técnicas gerou avangos no reconhecimento da resisténcia de
Candida spp a azdlicos como fluconazol e itraconazol, e mesmo na deteccdo de resisténcia
cruzada entre azolicos como fluconazol e voriconazol. Por outro lado, a deteccao da resisténci a
anfotericina B ndo se efetivou.

Varios autores tém abordado esta questao e as indagacdes recaem sobre: 1) Existe mesmo
resisténcia a anfotericina B ou Candida é invariavelmente sensivel a este agente? 2) Seria um
evento muito raro? 3) E as falhas terapéuticas dos pacientes sob esta antifungicoterapia? Seriam
somente questdes imunoldgicas? 4) Ou as técnicas para avaliagdo da suscetibilidade (M27-A2)
nédo estdo adequadas a esta deteccao?

Com relacéo as questdes da técnica M27-A2, em 1995 quando ainda em fase de proposta
(M27-P) Rex et al ao avaliarem cepas de Candida spp sensiveis e resistentes a anfotericina B;
verificaram que o meio de cultura empregado, o caldo RPMI 1640, ndo era adequado para a
deteccdo das cepas resistentes. Ao mesmo tempo verificaram que o caldo AM3 evidenciava
melhor desempenho.

No presente estudo propusemos comparar a suscetibilidade de Candida spp, isoladas d
episddios de candidemia, utilizando-se trés meios de cultura: RPMI 1640 o qual é indicado na
técnica M27-A2, o AM3 que também ¢é sugerido para testes com anfotericina B e 0 YNB-
dextrose por ser quimicamente definido e proporcionar crescimento fangico superior ao RPMI
1640.

Uma outra questdo abordada foi comparar, com cada meio, se a suscetibilidade do
isolados a anfotericina B guardava relacdo com o desfecho das candidemias: Obito ou
sobrevivéncia. Tal investigacdo foi desenvolvida por Powderly et al, em 1988, relatando que
todas as candidemias cujos isolados evidenciavam CIM maior ou igual 0,8 ng/mL a anfotericina
B, evoluiam ao Obito e quando menor a esta concentracdo a sobrevivéncia era maior. Este
sinalizador do prognostico das candidemias traz vantagens para a tomada de novas decisdes
terapéuticas como manutencdo ou substituicdo de doses ou ajuste(s) antifungico(s). Entretanto,
aquele estudo foi conduzido com pequeno numero de isolados e os testes de suscetibilidade
foram com base na técnica de Shadomy et al pois, ndo se dispunha, entdo, dos procedimentos do

CLSI (NCCLS).
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5.1 Avaliagéo da suscetibilidade utilizando-se o Caldo RPMI 1640

Considerando-se as 144 amostras do género Candida incluidas neste estudo, a analise das
Tabelas 1, 2, 3 e 4 permite observar que as CIMs de anfotericina B variaram entre 0,1 e 0,8
ug/mL. Embora o documento M27-A2 néo disponibilize breakpoints que permitam classificar os
isolados como sensiveis ou resistentes, a maioria dos autores considera como resistentes CIMs
maiores ou iguais a 2 pg/mL. Assim, todos os isolados incluidos neste estudo sdo considerados
sensiveis a anfotericina B. Ao analisarmos somente Candida albicans a faixa de CIMs varia entre
0,1 e 0,7 ng/mL enquanto que para Candida ndo-albicans a variacdo é entre 0,1 e 0,8 ug/mL.
Tais resultados estdo absolutamente dentro do observado pelos estudos similares, pois se 0s
procedimentos laboratoriais empregados fossem os da M27-A2 teriamos utilizado as
concentragdes de 0,125, 0,25, 0,5 e 1 e as faixas de CIMs seriam de 0,125 a 1,0 ug/mL.

Com relacdo as CFMs, as técnicas do CLSI ndo contemplam tais determinacdes; assim 0s
resultados aqui gerados requerem interpretacfes mais cautelosas. Considerando-se toda a
populacédo estudada, as CFMs variaram entre 0,1 e 0,9 ug/mL (Tabelas 1, 2, 3 e 4) podendo ser
consideradas sensiveis. Conforme ja referido, a tolerancia as atividades fungicidas e bactericidas
é definida como CFM maior ou igual a 32 vezes o valor da CIM; todavia outros autores tem
considerado tolerancia quando as CFMs sdo maiores ou iguais a 8 vezes o valor das CIMs
(PFALLER et al, 2004).

As comparacOes entre suscetibilidades de amostras isoladas de pacientes que evoluiram
ao Obito com a de pacientes que sobreviveram as candidemias ndo revelaram diferencas
estatisticamente significativas quando se comparou os grupos de Candida albicans, Candida nao-
albicans ou mesmo o género Candida oriundas do hospital A (Tabela 14).

No hospital B observou-se que no grupo de Candida ndo-albicans bem como ao se
considerar todas as leveduras isoladas (Candida albicans + Candida nédo-albicans) as CIMs e
CFMs das leveduras isoladas dos pacientes que evoluiram ao 6bito foram signifcativamente
maiores (p<0,05) do que as isoladas de pacientes que sobreviveram as candidemias. No hospital
C estas relagGes s6 foram significativas entre Candida ndo-albicans, onde as CFMs das amostras
dos pacientes que evoluiram ao Obito foram significativamente maiores (p<0,05) do que as

oriundas dos pacientes que sobreviveram as candidemias (Tabela 14).
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5.2 Avaliagéo da suscetibilidade utilizando-se o Caldo AM3

Considerando-se as 144 amostras do género Candida incluidas neste estudo, as Tabelas 5,
6, 7 e 8 evidenciaram que a suscetibilidade (CIM) variou entre 0,2 e 1,2 ug/mL, destacando-se
que valores superiores a 0,9 pg/mL so6 foram observados no grupo de Candida nao-albicans cujos
pacientes infectados evoluiram ao Obito. Apesar da faixa de suscetibilidade observada com o
emprego do AM3 requerer concentracfes de AM3 superiores do que as observadas com 0 RPMI
1640, todos os isolados foram considerados sensiveis. Com relacdo as CFMs a faixa de
suscetibilidade variou entre 0,2 e 1,5 ng/mL né&o se detectando isolados resistentes ou tolerantes.

Ao se comparar os perfis de suscetibilidades dos grupos, relacionando-os com sua origem,
notou-se que em Vvarios grupos as leveduras isoladas de pacientes que evoluiram ao obito foram
significativamente menos sensiveis (p<0,05) do que as isoladas de pacientes que sobreviveram as
candidemias. Cabe ainda ressaltar que as diferengas foram observadas tanto em relacdo as CIMs
guanto as CFMs (Tabela 4).

Quando se compara o desempenho do AM3 com o caldo RPMI 1640 (Tabela 14) fica
bem delineado que o caldo AM3 foi capaz de detectar maior numero de diferencas entre os
grupos (6bito x sobreviventes) do que o caldo RPMI 1640. Estas observacfes estdo de acordo
com Rex et al (1995) que ao testar amostras resistentes a anfotericina B, obteve melhor

desempenho na detec¢édo deste fendBmeno com o AM3 do que com o caldo RPMI 1640.

5.3 Avaliagao da suscetibilidade utilizando-se o Caldo YNB-dextrose

Considerando-se as 144 amostras do género Candida incluidas neste estudo, as Tabelas 9,
10, 11 e 12 evidenciam que as CIMs variaram entre 0,2 e 1,0 ug/mL enquanto as CFMs variaram
de 0,2 a 1,5 pg/mL; todas as amostras avaliadas foram consideradas sensiveis a anfotericina B.

Similarmente ao observado com o AM3, o caldo YNB-dextrose permitiu a geracdo de
CIMs e CFMs superiores as obtidas com o RPMI 1640.

A Tabela 14 resume as comparacGes de suscetibilidade entre os trés meios e ainda
considera a origem das amostras em relacdo ao desfecho das candidemias. Assim claramente se

observa que o caldo YNB-dextrose gerou resultados equivalentes aos obtidos com o0 AM3. Com
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ambos os meios (AM3 e YNB-dextrose) quando se considerou todas as amostras de Candida
albicans notou-se que a sensibilidade (CIM e CFM) das oriundas de pacientes que evoluiram ao
Obito era significativamente maior das dos pacientes sobreviventes as candidemias. Este mesmo
perfil foi observado com o grupo Candida ndo-albicans e com o género Candida.

Ao considerarmos a distribuicdo das CIMs nos trés meios, obtivemos: RPMI 1640 (0,1 a
0,8 ug/mL); AM3 (0,2 a 1,2 ng/mL) e YNB-dextrose (0,2 a 1,0 ug/mL). No caso da utilizagéo da
técnica preconizada pelo CLSI (M27-A2) as concentracdes testadas seriam em menor numero e
resultariam nas seguintes faixas de suscetibilidade: RPMI 1640 (0,125 a 1,0 ug/mL); Caldo AM3
(0,25 a 2,0 ug/mL) e YNB-dextrose (0,25 a 1,0 ug/mL). Desta forma ndo se pode afirmar que o
AM3 e YNB-dextrose sejam vantajosos em relacdo a melhor distribuicdo das CIMs, pois ambos
(RPMI 1640 e AM3) compactaram a faixa de suscetibilidade das CIMs em quatro concentracfes
e 0 YNB-dextrose compactou-as em trés concentragdes (0,25 a 1,0 ug/mL).

Neste contexto, ao apontarmos diferencas, os meios AM3 e YNB-dextrose permitem
afirmar que nas candidemias as CIMs dos isolados dos pacientes que evoluirdo ao Obito sera
significativamente maior do que as CIMs/CFMs dos isolados de pacientes que sobreviverdo a
estes episddios. Todavia, com o Caldo RPMI 1640 tal afirmacéo seria absolutamente incorreta.

A capacidade de meios de cultura em detectar diferencas de suscetibilidade entre isolados
de candidemias e relaciona-las com o desfecho da infeccdo poderé ter importante impacto clinico;
todavia ap0s estas constatacdes, seguira a pergunta sobre qual a CIM ou CFM que, de forma
segura, poderdo indicar o provavel desfecho. Estas concentracGes poderdo funcionar como pontos
de corte ou “breakpoints” ndo para indicar sensibilidade ou resisténcia, mas para indicar um

provavel desfecho das candidemias.

5.4 Avaliacdo da suscetibilidade com base nas CFMs

A utilizacdo das concentracfes fungicidas minimas como parametro de suscetibilidade
tem sido muito menos explorada do que as CIMs. Tal constatacdo é justificada porque os
antifungicos fungicidas incluem somente a anfotericina B e a caspofungina. Some-se a isto, as
dificuldades de interpretacdo das CFMs.

Embora de interpretacdo dificil e ndo padronizada, ha estudos instigantes que sinalizam a

CFM como um parametro a ser também avaliado. Tem sido demonstrado que elevadas CFM para
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anfotericina B em Candida spp, Criptococcus neoformans, Aspergillus e Trichosporon tem se
correlacionado com falhas terapéuticas (REX & PFALLER, 2002; PFALLER et al, 2001; REX et
al, 2001; PATTERSON et al, 2000; VAZQUEZ et al, 1997).

Em outro estudo Nguyen et al determinaram as CFMs de anfotericina B sobre 105
isolados de Candida spp e observaram que CFM maiores que 1,0 ug/mL se correlacionava com
falhas terapéuticas. A especificidade deste breakpoint foi de 94% e valor preditivo de 78%.

No presente estudo, ao analisarmos a Tabela 14, a qual resume os achados significativos
ou nao, observa-se que excetuando-se a comparacao da suscetibilidade de Candida ndo-albicans
do hospital C, onde somente as CFMs evidenciaram diferencas, nas demais situa¢des os achados
foram concordantes para CIM e CFM

E pertinente ressaltar que, mesmo na determinacéo das CFM, os meios de cultura exercem
influéncia pois, 0 maior numero de achados significantes ocorreu quando se empregou o caldo
AM3 ou o Yeast Nitrogen base-dextrose. Conforme ja relatado por outros autores o caldo RPMI
1640 foi o que menor diferencas de suscetibilidade conseguiu apontar.

A andlise da Tabela 15 indica que os resultados de CIM e CFM do presente estudo nédo
permitem sugerir breakpoints que possam ser utilizados na pratica clinica, como indicadores de
progndstico.

Recentemente Park et al, em estudo similar a este também néo obtiveram breakpoints que
diferenciasse isolados sensiveis de resistentes. Por outro lado ndo compararam grupos de

Candida spp relacionados ao desfecho das candidemias.



6 CONCLUSAO

As CIMs e CFMs de anfotericina B sobre Candida variaram em funcdo dos meios
utilizados nos ensaios. Quando se utilizou os caldos AM3 e YNB-dextrose foi possivel observar
diferencas significativas entre as CIMs e CFMs dos isolados de pacientes que evoluiram ao 06bito
versus 0s sobreviventes; em 50% das comparagGes (6/12) os parametros relacionados a GObito
foram significaticativamente maiores do que os relacionados a sobreviventes. Quando se utilizou
o caldo RPMI 1640 tais diferencas s6 foram observadas em 2 das 12 comparacdes (16,6%).

Entre os hospitais estudados, o hospital A (HUSM) foi o Unico onde ndo se evidenciaram
diferencas nas CIMs e/ou CFMs relacionadas a 6bito ou sobrevivéncia dos pacientes a episddios
de candidemia.

Né&o foi possivel estabelecer pontos de corte nas CIMs/CFMs a anfotericina B que

pudessem sinalizar o provavel desfecho (6bito/sobrevivéncia) dos episodios de candidemia.
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