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Introducao

A resisténcia antifingica, destacada na medicina moderna por seu impacto na
gestdo de infecgdes, ¢ impulsionada pelo uso indiscriminado de antifiingicos e pela
capacidade dos fungos de desenvolver resisténcia, dificultando o tratamento e controle
em ambientes hospitalares (Araujo, 2021).

Candida spp. sdo exemplos dessa ameacga, com resisténcia a multiplas classes de
antifungicos, agravada pela escassez de novos medicamentos, o que refor¢a a necessidade
de monitoramento continuo e estratégias eficazes (Lockhart, 2020).

A auséncia de protocolos adequados para detecgdo e monitoramento da resisténcia
antifungica em hospitais pode levar a desfechos clinicos negativos (Hendrickson, 2019).

O estudo desenvolvido buscou preencher essa lacuna ao criar um protocolo que
aprimora a identificacdo de cepas resistentes e permite a reavaliagdo das terapias.
Utilizando metodologias como o método Eucast, o objetivo foi aumentar a precisdo das

prescrigoes e elevar a qualidade do cuidado oferecido aos pacientes.

Metodologia

Foi desenvolvido um protocolo utilizando o meio de cultura CHROMagar™
Candida e CHROMagar™ Candida suplementado com Fluconazol 8 pg/ml, conforme
Ruiz-Gaitan (2023), visando um teste rapido e eficiente para deteccdo de resisténcia
antifungica, especialmente em Candida auris. Os experimentos iniciais foram conduzidos
com cepas clinicas padrao de C. auris, repicadas em placas de Petri contendo ambos os
meios. As placas foram incubadas a 35°C e analisadas apds 48 e 72 horas.

Posteriormente, outras espécies de Candida (como C. albicans, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. lusitaniae, C. glabrata, e C. krusei) foram inoculadas seguindo o mesmo
protocolo. A fase seguinte envolveu a aplicacdo do método Eucast, utilizando o meio
RPMI com 2% de glicose, para otimizar os testes de sensibilidade antifingica (como
mostra a tabela 1).

Placas de 96 pocos foram preparadas com o meio e o farmaco, seguindo os
calculos do Eucast. Cepas de hemocultura foram reativadas em meio BHI, incubadas em
shaker por 48 horas e depois transferidas para placas de Petri com meio YPD. Apos o
crescimento, as cepas foram inoculadas de acordo com o protocolo Eucast, com leitura
espectrofotométrica em salina. Finalmente, as placas foram incubadas a 37°C e analisadas

apos 24 e 48 horas.
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Ap6s o processo de preparo da placa os
inoculados que foram repicados no dia
anterior sio inoculados na placa

Placa com repique
de 24 horas

Por fim, sequindo o processo de
inoculagiio, as placas sao colocadas
na estufa a 37°C, e sio feitas leituras
de 24 e 48H

Figura 1: Metodologia utilizada na segunda parte dos experimentos.
Fonte: Autoral (2024).

Resultados

Nas etapas inicias da pesquisa, foi utilizado o meio de cultura CHROMagar™
Candida suplementado com Fluconazol para avaliar a susceptibilidade dos patégenos ao
antifingico triazolico. Inicialmente, foram utilizadas espécies de Candida auris e
posteriormente outras espécies de Candida. Até o atual momento, foram testados no total
cinquenta e seis isolados, sendo eles: 44 Candida auris; 4 Candida albicans, 2 Candida
tropicalis; 2 Candida parapsilosis; 2 Candida lusitaniae; 1 Candida krusei e 1 Candida
glabrata.

ApoOs andlise, os resultados encontrados demonstram a elevada prevaléncia de
crescimento na placa que continha Fluconazol nas espécies de Candida. Com isso, os
resultados encontrados até o momento apontam que outro teste também devera ser feito
seguindo uma outra metologia, mostrando algumas inconsistencias no resultado obtivo
com os dados j& fornecidos.

J& os resultados obtidos na segunda etapa do desenvolvimento do protocolo foram mais
promissores (que podem ser analisados na tabela 1, 2 e 3), pois em relagdo aos testes que
ja foram feitos seguindo esse método, os resultados foram semelhantes, mostrando assim
que o método Eucast é o melhor e mais adequado para o teste de resistencia antifungica.

Os pontos de corte foram definidos com base no Eucast, classificando os fungos em
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sensiveis (S), sensiveis com exposi¢do aumentada (SIE), e resistentes (R). Para as

espécies sem ponto de corte estabelecido pelo Eucast, foi utilizada a Concentracao

Inibitéria Minima (CIM), que representa a menor concentragdo de antifiingico capaz de

inibir o crescimento do fungo, sendo CIM 90 a concentra¢ao que inibe 90% dos isolados

e CIM 50 a que inibe 50% dos isolados.

Tabela 1:Teste de susceptibilidade antimicrobiana para Anfotericina B

Espécies Total de CIM
isolados
Faixa de CIM 90 CIM 50
concentracio de
CIM

C.parapsilosis 9 0,031-16 - -
C. albicans 5 0,125 - -
C. tropicalis 5 0,125 - -
Cryptococcus 1 0,125 - -
neoformans

Cryptococcus spp. 3 0,031-0,5 - -
C. lusitaniae 2 0,25-0,5 0,5 0,25
C. auris 8 0,031-0,0625 - -

Os pontos de corte foram definidos com base no Eucast, classificando os fungos em sensiveis (S), sensiveis
com exposi¢do aumentada (SIE), e resistentes (R). Para C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, e C.
neoformans, o ponto de corte ¢ S <1 mg/Le R> 1 mg/L.

Tabela 2: Teste de susceptibilidade antimicrobiana para Fluconazol

Espécies Total de CIM
isolados
Faixa de CIM 90 CIM 50
concentracio de
CIM

C. parapsilosis 9 0,125-64 - -
C. albicans 5 0,125-1 - -
C. tropicalis 5 0,125-64 - -
Cryptococcus 1 64 - -
neoformans

Cryptococcus spp. 3 0,125 0,125 -
C. lusitaniae 2 0,125-1 - -
C. auris 8 0,25-16 - -

Os pontos de corte foram definidos com base no Eucast, classificando os fungos em sensiveis (S), sensiveis
com exposicao aumentada (SIE), e resistentes (R). Para C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, e C.
neoformans o ponto de corte ¢ S <2 mg/L e R > 4 mg/L. CIM: Concentragdo Inibitéria Minima. CIM:

Concentra¢ao Inibitoria Minima.
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Tabela 3: Teste de susceptibilidade antimicrobiana para Micafungina

Espécies Total de CIM
isolados
Faixa de CIM 90 CIM 50
concentracio de
CIM

C. parapsilosis 9 0,031-1 - -
C. albicans 5 0,016-0,5 - -
C. tropicalis 5 0,016 - -
Cryptococcus 1 0,016 0,016 -
neoformans

Cryptococcus spp. 3 0,016 0,016 -
C. lusitaniae 2 0,031-0,5 - -
C. auris 8 0,25-8 - -

Os pontos de corte foram definidos com base no Eucast, que classifica os fungos como sensiveis (S),
sensiveis com exposi¢do aumentada (SIE), e resistentes (R). Para C. albicans, o ponto de corte ¢ S <0,016
mg/L e R > 0,016 mg/L; para C. parapsilosis, S <2 mg/L e R >2 mg/L; e para C. tropicalis, SIE <5 mg/L
e R>5mg/L. C. neoformans nao possui ponto de corte estabelecido. CIM: Concentraggo Inibitéria Minima.

Discussio

O estudo, voltado para a criagdo de um protocolo de vigilancia e detec¢ao de
resisténcia antifungica, destaca-se pela aplicagao de metodologias como CHROMagar™
Candida ¢ o método Eucast, visando melhorar a identificagdo de cepas resistentes e
assegurar tratamentos mais eficazes, especialmente em ambientes hospitalares onde a
resisténcia ¢ uma crescente ameaca.

O uso de CHROMagar™ Candida suplementado com Fluconazol diferencia-se
de outras abordagens mais padronizadas, enquanto o método FEucast, alinhado com
praticas internacionais (Espinel-Ingroft, 2022), valida a eficdcia na classificagdo da
sensibilidade antifingica.

As infecgdes hospitalares por Candida spp., conforme Karth (2020), representam
um grande desafio, especialmente em unidades de terapia intensiva, reforcando a
necessidade de métodos precisos como os empregados no estudo (Barbosa, 2024).

Apesar das limitacdes em termos de escala e dependéncia de cepas locais, a
especificidade do protocolo para o ambiente hospitalar local ¢ uma vantagem, atendendo
diretamente as necessidades praticas do hospital, ao contrario de estudos multinacionais

que oferecem solugdes mais gerais.
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Conclusao

Portanto, ¢ possivel afirmar que o método Eucast/Brcast utilizado para o teste das
cepas mostrou-se muito eficaz. Tendo em vista que o hospital ndo possui um teste pré-
estabelecido. O protocolo foi elaborado com base nos resultados obtidos pelo
Eucast/Brcast, sendo uma maneira mais eficiente para o teste de sensibilidade aos

antifingicos.
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