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1. OBJETIVO

e Descrever a metodologia empregada no setor de microbiologia para avaliagao do

perfil de sensibilidade aos antifungicos em amostras clinicas com crescimento de
Candida sp. e Cryptococcus sp..

2. MATERIAIS

e Kit MICRONAUT-AM Antifungical Agents MIX;
e Painéis Phoenix de ID/TSA;
e Chromagar Candida Plastlabor;

e Equipamento BD Phoenix System (fabricado por Becton Dickinson and Company.
Registro Anvisa: 10033430436);

e Tubos de ensaio;

e Pipetas de microdiluicdao e ponteiras.
3. DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS

3.1. Recomendagodes gerais

De acordo com o Comité Brasileiro de Testes de Sensibilidade aos Antimicrobianos
(BrCAST) os testes de sensibilidade aos antifungicos (TSA) sdo indicados para:

1. Fungos que causam infec¢Oes invasivas;

2. Tratamento antifungico falho ou recidivante;

3. Presenca de resisténcia intrinseca ou adquirida aos antifungicos;
4

Quando a sensibilidade ndo pode ser prevista com seguranca apenas pela

identificacdo da espécie.

De acordo com o Manual de Critérios Diagndsticos de Infec¢Ges Relacionadas a
Assisténcia a Saude (ANVISA), os diagndsticos de infeccGes causadas por fungos de espécies de
Candida devem ser realizados com cautela, visto que tais fungos sdo considerados flora normal
(podendo causar infec¢do de forma oportunista) em seres humanos:

a. Candida spp. ndo podem ser considerados como agentes causadores da pneumonia,
a menos que sejam identificados a partir de amostra de tecido pulmonar ou liquido
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pleural;

b. Candida spp. isolada do escarro, aspirado endotraqueal, espécimes de lavagem
broncoalveolar ou espécimes de escovado protegido, combinada com uma amostra
de sangue, pode ser utilizada para satisfazer o critério de pneumonia diagnosticada
microbiologicamente;

c. Diferentemente do que ocorre com bactérias, a quantificacdo do nimero de col6nias
ndo é util no diagndstico de ITU por Candida spp., sendo que somente hd indicacdo
de tratamento para candiduria assintomatica em pacientes de risco para
desenvolvimento de candidemia, tais como: neonatos, neutropénicos e pacientes
submetidos a procedimentos urolégicos;

Considerando o exposto acima, o antifungigrama para as espécies de Candida serd
realizado em situacGes especificas (conforme tabela abaixo), visando a objetividade do teste para
tratamento a ser instituido ou revisto.

Tabela 1. Teste de antifungicos em Candida spp.
TESTE DE ANTIFUNGICOS EM Candida spp.

URINA ST,LBA,ESC |SANGUE |SITIOS ESTEREIS |SIiTIOS NAO-ESTEREIS
NEONATOS SIM SIM SIM SIM NAO
IMUNOSSUPRIMIDOS | NAO *! NAO *) SIM SIM NAO
IMUNOCOMPETENTES | NAO NAO SIM SIM NAO

ST: Secregdo traqueal; LBA: Lavado Broncoalveolar; ESC: Escarro; Sitios estéreis: Liquido pleural, sinovial, pericardico,
cefalorraquidiano, entre outros; Sitios ndo estéreis: ponta de cateter, pele, fezes, entre outros; *): exce¢io para
culturas de 2a. amostra.

Fonte: Anvisa, 2017.

No Manual da Anvisa estd descrito que em amostras de sangue (hemoculturas)
alguns microrganismos tém alto valor preditivo positivo para bacteremia verdadeira (> 90%),
mesmo quando isolado em somente uma amostra. E o caso das espécies Candida spp. e
Cryptococcus spp., 0s quais representam, quase sempre, infec¢ao verdadeira. Portanto, todas as
hemoculturas positivas para tais espécies serdo acompanhadas do teste de sensibilidade.

Para pacientes imunossuprimidos e imunocompetentes em internacdo hospitalar
podera ser realizado o teste de sensibilidade a partir da coleta/envio de uma segunda amostra para
cultura do mesmo sitio com positividade para o mesmo microrganismo, desde que haja indicagao
clinica de tratamento. Nessa hipdtese, o laudo sera liberado sem o teste de sensibilidade e a cepa
armazenada por até trés dias, para que os setores responsaveis pelo paciente avaliem a
necessidade do teste. Caso o teste seja necessario, deve-se entrar em contato com o setor de
microbiologia para comunicar tal necessidade, para assim darmos sequéncia a analise.

O crescimento de Cryptococcus spp. em amostras clinicas sera sempre acompanhado
do teste de sensibilidade aos antifungicos.
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3.2. Método de analise

As amostras enviadas a UACAP inicialmente sdao semeadas em meios de cultura para
prover o crescimento microbiano. As incubagdes para crescimento de fungos variam de acordo com
o meio de cultura utilizado na semeadura, podendo variar de 2 a 30 dias. As espécies de Candida e
de Cryptococcus geralmente crescem nos primeiros sete dias de incubacdo (caso ndo haja terapia
antifingica instituida).

Apds a verificacdo do crescimento da forma leveduriforme, a depender da
caracteristica morfoldgica, o microrganismo é repicado em meio cromogénico ou colocado para
identificagdo em painel automatizado. Em seguida, é realizado o teste de sensibilidade para os
antifungicos, somente nos casos indicados, seguindo as etapas de acordo com as orientac¢des do
fabricante (bula):

1. Preparacdo do indculo:

e Realizar uma suspensao de levedura em 2-5 ml de NaCl 0,9% de acordo com o
padrdao McFarland 0,5;

2. Prepacdo da amostra em meio MICRONAUT-RPMI-1640:

e Pipetar 100 pl de AST indicator em 11,5 de solucdgo MICRONAUT-RPMI-1640
Medium+MOPS+GLUCOSE;

e Pipetar 50 pl de Methylene blue solution na solugdo MICRONAUT-RPMI-1640
Medium+MOPS+GLUCOSE;

e Pipetar 10 yl do inéculo na soluggo  MICRONAUT-RPMI-1640
Medium+MOPS+GLUCOSE;

3. Inoculacdo da amostra na placa de teste MIC MICRONAUT-AM

e Pipetar 100 ul da solugdo  total de MICRONAUT-RPMI-1640
Medium+MOPS+GLUCOSE em cada poco de teste;

e  Cobrir a placa com folha de vedacao;
Incubar a placa inoculada em condig¢des aerdbias (352 - 372 C) durante 24 —48 horas.

Realizar a leitura visual do crescimento microbiano;

Anadlise (EUCAST) e liberacao.

AL

3.3. Consideragoes finais

O Kit MICRONAUT-AM Antifungical Agents MIX é especifico para as espécies de
Candida spp. e de Cryptococcus spp., logo, a realizacao do teste de sensibilidade aos antiflngicos sé
pode ser realizada para esses microrganismos, sob as codi¢des descritas acima.
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