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RESUMO

Atualmente as infeccdes fungicas invasivas vem apresentando altas taxas de
mortalidade, acometendo principalmente pacientes imunocomprometidos.
Nakaseomyces (anteriormente denominada de Candida) glabrata € considerada
uma das principais causas de candidiase invasiva, apresentando a prevaléncia de
resisténcia a antifungicos da classe dos azois. O presente estudo analisou a
suscetibilidade de 51 isolados clinicos de N. glabrata frente aos antifiUngicos
fluconazol e voriconazol. Para o preparo das placas de microdiluicdo e realizacéo
dos testes de suscetibilidade, foram seguidas as normas presentes no BrCAST.
Para o preparo do inéculo, as colénias foram ressuspendidas em 3 mL de agua
destilada, homogeneizadas e padronizadas em 1 x 10® UFC/mL. Foram aliquotados
100 pL do inéculo padronizado em 11 pogos da microplaca de 96 pogos, juntamente
com 100 pL de antifungico, diluido em meio RPMI. As colunas 11 e 12 da placa
foram utilizadas como controle positivo e negativo. Apds a incubacao, foi realizada
uma leitura por espectrofotometria em diferentes comprimentos de onda. Para os
dois antifungicos analisados nao foram encontrados isolados resistentes. Para
ambos os antifungicos foram observados um perfil de sensibilidade. Dessa forma, foi
possivel concluir que ndo ocorreram casos de resisténcia de N. glabrata aos
antifungicos utilizados nos testes, sendo encontrado um perfil de variacao entre os
valores de CIM observados dentro do intervalo de sensibilidade.

INTRODUCAO

As infecgbes fungicas invasivas (IFIs) podem ser definidas como infecghes
sistémicas causadas pela presenca de fungos em tecidos profundos, responsaveis
por altas taxas de morbidade e mortalidade (Fang et al, 2023). Nakaseomyces
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glabrata, anteriormente chamada Candida glabrata, é considerada uma das
principais causas de candidiase, possuindo aumento na prevaléncia de resisténcia a
antifungicos da classe dos azois (Salimi et al, 2024). O desenvolvimento de estudos
que demonstram os padroes de suscetibilidade antifUngica nos niveis local e
regional apresentam grande importancia, visto que a resisténcia antifingica de N.
glabrata pode variar de acordo com a regiao geografica estudada (Martinez-Herrera
et al, 2021). Portanto, o presente estudo analisou a suscetibilidade de isolados da
espécie N. glabrata frente a antifingicos convencionais mais utilizados na pratica
clinica.

MATERIAIS E METODOS

Preparacéao das placas de microdiluico;

Para o preparo das solugdes dos antifungicos utilizados na placa de microdiluicéo, a
quantidade de antifungico e do solvente necessario para a diluicdo foram calculados
com base nas normas presentes no Brazilian Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (BrCAST), publicadas no documento E.DEF. 7.3.2 — Abril
2020. A solucao estoque dos antifungicos foi preparada em concentracées 200
vezes maior do que a utilizada posteriormente na placa. A partir da solugéo estoque
do antifungico, foi preparada uma solugéo intermediaria composta por uma diluicao
do antifungico com Dimetilsulféxido (DMSQO). Por meio dessa solucao foram
preparadas diluicdes dos antifingicos em eppendorfs, apresentando concentragdes
de 12.800 pg/mL a 25 pug/mL para o fluconazol e de 800 pug/mL a 1,56 pug/mL para o
voriconazol. Para o preparo da placa de microdiluicdo, foi realizada uma diluicao
1:100 de cada concentracdo presente nos eppendorfs em RPMI 2% G.
Posteriormente, 100 uL de cada concentragao foram distribuidas para as colunas da
placa. Apdés a adicdo do indculo, as placas de microdiluigdo apresentavam
concentragbes de 64 a 0,125 pL para o fluconazol e de 4 a 0,008 pL para o
voriconazol.

Teste de susceptibilidade antifungica dos isolados de Nakaseomyces glabrata frente
aos antifungicos fluconazol e voriconazol;

Para os testes foram utilizados isolados clinicos armazenados na micoteca do
laboratério de Micologia Médica, UEM. Para o preparo do in6culo, os isolados
passaram pelos processos de reativacdo em 3 mL de meio Sabouraud Dextrose
Broth (SDB) e verificacao da pureza através de meio cromogénico (CHROMagar
Candida). Uma colbnia isolada foi transferida para o meio Sabouraud Dextrose Agar
(SDA), onde apo6s o crescimento das leveduras em 24 horas, as col6nias foram
ressuspendidas em 3 mL de agua destilada e homogeneizadas com o uso de um
vortex a aproximadamente 2.000 rpm. O inéculo foi padronizado em 1 x 10°
unidades formadoras de colénia (UFC/mL), referente a leitura da transmitancia de
90+2 em 530nm pelo espectrofotdmetro. Posteriormente, foram aliquotados 100uL
do inéculo padronizado em 11 pocos da microplaca de 96 pocos, juntamente com
100uL de antifungico, diluido em meio RPMI 2%G em diferentes concentragdes. As
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colunas 11 e 12 da placa de microdiluicdo foram utilizadas como controle positivo e
negativo, contendo na coluna 11 apenas 100 puL de meio estéril sem antifungico,
juntamente com 100 pL do inéculo padronizado. A coluna 12 foi utilizada para o
controle negativo, sendo adicionada a esta 100 pyL de agua destilada e 100 pL de
RPMI 2%G estéril. O tempo de incubacao foi de 24 horas a 37°C, sendo realizada
uma leitura por espectrofotometria com comprimentos de onda de 405nm, 450nm e
530nm. Por fim, o valor do controle negativo foi subtraido dos demais pocos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizados testes de susceptibilidade antifungica de 51 isolados clinicos. Nao
foram observadas diferengas significativas entre os comprimentos de onda utilizados
na leitura por espectrofotometria. Para o antifungico fluconazol os isolados clinicos
apresentando valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) maiores que 16
ug/mL foram considerados resistentes e os demais valores classificados como
intermediarios. Nao foram observados casos de resisténcia de N. glabrata ao
antifangico fluconazol entre as leveduras testadas, entretanto foi possivel observar
entre os isolados a presenca de variacdo entre os valores de CIM suscetiveis.
Ademais, vale considerar que a frequéncia de resisténcia de N. glabrata pode variar
de acordo com a regido geografica, visto que em regidbes como na Ameérica Latina e
Asia-Pacifico onde a presenca da espécie € menos comum, 0s isolados sdo0 menos
resistentes ao fluconazol (Pfaller e Diekema, 2007). Sendo assim, os maiores
valores de CIM encontrados nos testes com fluconazol foram de 16 ug/mL e 8
pug/mL, ambos encontrados em 3,92% dos isolados, sendo considerados
concentragdes altas para CIM. Esses altos valores de CIM podem estar relacionados
a capacidade da espécie em adquirir resisténcia aos azéis (Salimi et al, 2024). A
maioria dos isolados clinicos obtiveram CIM de 4 ug/mL, ou seja 70,6% do total de
leveduras testadas. Por fim, 19,6% tiveram CIM de 2 pg/mL e 1,96% de 0,25 pg/mL,
indicando uma alta sensibilidade ao composto (Tabela 1).

Para o antifungico voriconazol, isolados clinicos apresentando valores de CIM
maiores que 1 pg/mL foram considerados resistentes e valores de CIM menores ou
iguais que 1 pg/mL considerados sensiveis ao antifungico. Semelhantemente ao
antifungico fluconazol, ndo foram encontrados isolados resistentes para voriconazol,
porém foram encontradas oscilagcbes entre os valores de CIM. Grande parte dos
isolados apresentaram CIM de 0,125 pg/mL (45,10%), seguidos pelas
concentragdes de 0,25 pug/mL (31,37%), 0,06 png/mL (17,65%) e 0,5 pug/mL (5,88%)
(Tabela 1).

Farmaco CIM (pg/mL) S R
Fluconazol 4 90% 0%
2 10%
Voriconazol 0,06 40% 0%
0,125 10%
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0,25 50%

Tabela 1: Valores de Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) obtidos através dos testes de
susceptibilidade antifingica de isolados de N. glabrata com os antifungicos fluconazol e voriconazol.
S= Sensivel ao antifungico; R= Resistente ao antifungico.

CONCLUSOES

Apés a realizacao dos testes de suscetibilidade antifungica, foi possivel concluir que
ndao ocorreram casos de resisténcia de N. glabrata aos antifungicos fluconazol e
voriconazol nos isolados clinicos testados, sendo observado um perfil de variacdo
entre os valores de CIM observados. Porém, como foi possivel concluir a partir deste
trabalho, a maioria das cepas analisadas mostrou-se suscetivel contra os farmacos
testados, sendo de extrema importancia continuar o acompanhamento do perfil
epidemioldgico e dos isolados clinicos frente a suscetibilidade a farmacos.
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