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RESUMO — Estudou-se o comportamento de leveduras do género Candida a antifingicos, pela
determinagdo da Coneentragdo [nibitéria Minima (CIM) e da Concentragdo Fungicida Minima (CFM)
“in vitro”de 30 cepas de Candida frente aos antifungicos: miconazol, cetoconazol e anfotericina B.
Empregou-se 0 método de diluigdo em meio liquido e os antifungicos foram diluidos visando
proporcionar concentragdes a partir de 0,06 a 128 pg/mL, O indculo foi padronizado ajustando-se a
suspensdo para conter 1 X 10° ufe/mL. A concentragdo para a qual houve maior convergéncia de
cepas foi de 1 pg/mL (26,5%) para anfotericina B. Para miconazol foi de 16 pg/mL (26,0%) e para
cetoconazol 32 pg/mL (23,0%). Os valores de CFM foram de 2 pg/mL (23,5%) para anfotericina
B, de 16 ¢ 64 pg/mL (26,5%) para miconazol e 32 e 64 pg/mL (30,0%) para cetoconazol. Este
imidazoélico mostrou os valores de CIM e CFM mais elevados atingindo até 128 pg/mL em algumas
espécies. As espécies de Candida mostraram-se mais sensiveis & Anfotericina B, quando comparadas
em relagio aos antifingicos testados. Sobre o desempenho das espécies de Candida, melhor padrio
de comportamento foi verificado para C. albicans com niveis mais baixos de sensibilidade.

Palavras-chave: Candida; antifungicos
Sensitivity of Candida Yeasts to Antifungals “In Vitro”

ABSTRACT — The response of Candida species to antifungal agents was evaluated by determi-
nation of Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Fungicidal Concentration (MFC)
“in vitro”. Amphotericin B, miconazole and ketoconazole were tested at concentrations between
0,06 to 128 pug/mL using the broth dilution method. Inocula of 30 Candida strains were standard-
ized by adjusting the suspension to contain 1 X 10 ®* cfu/mL. Highest strain convergence was seen
at MIC of 1,0 pg/mL for amphotericin B (26,5%), 16 pg/mL for miconazole (26,0%) and 32 pg/
mL for ketoconazole (23,0%) . MFC values were 2 pg/mL for amphotericin B (23,5%), 16 and 64 pg/
mL. for miconazole (26,5%) and 32 and 64 pg/mL for ketoconazole (30%). This imidazole showed the
highest MIC and MFC with values up to 128 pg/mL. All Candida species, were more sensitive to
amphotericin B than to the others two drugs, and C. albicans was the species with the highest sensitivity.
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INTRODUCAO O envolvimento pode ser localizado
na boca, orofaringe, couro cabeludo, va-
gina, unhas, bronquios, pulmdes, trato

gastrointestinal ou generalizado como

As leveduroses estdo entre as
infecgdes mais comuns causadas por

fungos. O género Candida vive sapro-
fiticamente no tubo digestivo do
homem e de certos animais, podendo
ter agdio patogénica em quase todas
as partes do organismo humano. As
manifestagdes clinicas da doenca séo
as mais variadas , podendo ser sub-
aguda, aguda ou crénica

septicemia, endocardite ¢ meningite
(ARENAS, 1993).

Os processos patologicos tembém
s30 variados indo desde irritagdo ¢
inflamacdo até uma resposta granulo-
matosa e supurativa.

As leveduras do género Candida,
comportam-se como agentes oportunistas.
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De acordo com observagoes realizadas
(LACAZ, 1980; MALLIE et al., 1982) sua
viruléncia esta condicionada a fatores
ligados ao hospedeiro, o qual em
condigdes fisioldgicas ou na vigéncia
de entidades morbidas diversas, ou
face a iatrofarmacogenia desenvolve
quadros clinicos variados, com lesdes
superficiais ou profundas.

Nos pacientes idosos, debilitados,
recém-nascidos prematuros, ¢, desnutridos
como também em pacientes infectados
pelo HIV, LACAZ (1985) faz referéncia a
ocorréncia de candidiase, em suas variadas
formas clinicas. '

Com relagdo aos fatores locais
(LACAZ, 1930; LACAZ et al., 1984)
referem como um dos principais, a
umidade. Assim, trabalhadores em bares
¢ lavadeiras, estando permanentemente em
contato com agua, muitas vézes conta-
minada, e sabdes, possibilitam a coloni-
zacdo do fungo, principalmente em
sulcos ou dobras cutineas onde as
leveduras encontram melhores condi-
¢des para seu crescimento, A maceragio
da pele por fatores mecénicos ou
quimicos, também favorece o crescimento
da levedura, sob a forma filamentosa.

Trabalhos anteriores (MC GINNIS,
1980) tém demonstrado que o género Can-
dida apesar de seu cardter saprofitico, pode
desenvolver grave patogenicidade na
ocorréncia de uma mudanga em seu
ambiente natural como por exemplo
em decorréncia de alteragdes do pH,
aumento de temperatura ¢ umidade entre
outros fatores. Quando isto acontece,
estabelece-se um desequilibrio na sua
populagdo que passa a desenvolver-se em
grande quantidade e devido ao seu carater
oportunista, tornar-se também um
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patogeno,

Em observacio as citagdes de
IWATA & YAMAGUCHI (1973),
FROMTLING & SHADOMY (1983),
MINAGAWA et al. (1983), GUGLIEL-
MINETTI & CREMA (1984), GERACI
(1986), HOEPRICH & MERRY (1986) ¢
ODDS ef al. (1986), devido ao grande
indice de micoses ocasionadas por estas
leveduras e com o crescimento do nimero
de portadores de HIV que estio atualmente
entre 0s grupos mais susceptiveis a estas
infecgdes, torna-se necessario ¢ desen-
volvimento de testes de sensibilidade para
analisar o comportamento das espécies do
género mediante quimioterdpicos para
estabelecer o diagnostico e a terapéutica
adequados, visto que na maioria dos casos
podera tornar-se generalizada e resistente
aos antifingicos usuais .

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 30 cepas de
leveduras isoladas de material biologico
humano de pacientes com suspeita clinica
de dermatomicose. O material examinado,
constou de escamas epidérmicas,
fragmentos de unha e secregdes (Tab. 1).

Realizou-se Testes de sensibilidade a
antifingicos pela determinacfo da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracdo Fungicida Minima (CFM).

Os agentes antiftingicos empregados
nos testes de sensibilidade foram os
derivados imidazolicos: cetoconazol
{Johnson & Johnson Industria e Comércio
S/A), miconazol (Johnson & Johnson
Industria ¢ Comércio S/A) e o poliénico
anfotericina B (Squibb Industria Quimica
S/A), na forma micropulverizada.

O método utilizado nos experimen-
tos foi o de diluigio em meio liquido, sendo
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Tabela 1. Origem das leveduras do género Candida, por localizagio.

Género/Espécie

Local C. albicans  C. guilliermondii  C. parapsilopsis  C. stelfatoideae Total
Unha 13 2 1 1 17
Glande 4 1 - 5
Mao 2 2
Axila 2 2
Escarro 1 1
Pé 1 1
Inguinal 1 1
Gldteo 1 1
Total 25 2 2 1 30
C = Candida

empregado o meio Yeast Nitrogen Base
(DIFCO) pH 6,0. Os antifingicos foram
dissolvidos em 5,0 mL de dimetil sulfoxido
(DMSO), para obter solugdes contendo
10.000 pg/ml. Essas solucdes foram
acondicionadas em aliquotas de 1 mL em
tubos rosquedveis ¢ estocadas a 70° C. Para
preparar solugo de trabalho (1000 pg/mL),
o estoque foi diluido (1:100 ) em meio
liquido, conservado a 70° C e usado por um
periodo de até 15 dias. A diluicdo seriada
(1:2) foi padronizada  para 12
concentragoes diferentes, de 128 pg/mL a
0,06 pg/mL, para obter S mL de meio com
cada concentragdo final dos agentes
antifingicos. Para moculagio, utilizou-se
cepas recém-cultivadas (48 horas) em
meio de Sabouraud Agar,

Uma suspensdo foi preparada da
porgio superficial da cultura em agua
destilada estéril. Desta suspensio, obteve-
se por contagem em hematocitdmetro, uma
quantidade padréo de células leveduri-
formes (1 x 10° ufc/mL) que foi usada
para inocular 100 pL para cada tubo de
ensaio. Estes testes foram incubados a
30° C ¢ interpretados apos 48 horas.

Sob condigdes padronizadas, a
CIM foi considerada como a menor
concentragdo que inibiu crescimento
fungico. Leitura positiva nos tubos, foi
aquela em que crescimento foi possivel
de ser observado a vista desarmada. Para
a determinacio da CFM, os tubos com
auséncia de crescimento foram
reinoculados em tubos de ensaio
contendo novo meio sem o agente
antifingico. Estanova série foi incubada
a30°Ce lida apos 48 horas.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

As 30 cepas de Candida testadas
com relagio ao seu comportamento frente
ao0s derivados imidazolicos cetoconazol,
miconazol e 0 poliénico anfotericina B,
mostraram-se sensiveis aos mesmos em
graus variaveis, o que se observa pelos
valores de CIM e de CFM encontrados.
Com relagio a anfotericina B, os valores
de CIM encontrados foram de 0,12 pg/mL
a4 pg/mL para C albicans; de 0,25 a 2
pgml para C. guilliermondiip, de 0,12
a2 pg/ml para C. parapsilopsis e de
4 ng/mL para C. stellatoideae. Os valores
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de CFM foram de 0,2 a 64 pg/mL para C.
albicans, de 1 a 4 pg/mL para C.
guilliermondii; de 1 a 8 pg/mL para C.
parapsilopsis e de 64 pg/ml para C.
stellatoideae (Tab. 2).

Os niveis de CIM encontrados
com cetoconazol foram para C. albicans,

(26,5%) das cepas na CIM e para a de
2 ug/mL na CFM, correspondendo a 7
(23,5%) das cepas, enquanto que para
o cetoconazol maior concentragio se
situou em 32 pug/mL com 7 (23%) das
cepas na CIM e entre as de 32 ug/
mL a 64 pg/mL na CFM com 9 (30%)

Tabela 2. Atividade antifingica de Anfotericina B frente ao género Candida pela CIM e CFM.

Espécies N Cepas CIM CFM

C. albicans 25 0,12 a4 pg/mL 0,25 a 64 pg/mL
C. guilliermondii 2 0,25 a 2 pg/mL l a4 pg/mlL
C. parapsilopsis 2 0,12 a 2 pg/mL 1 a8 pug/mL
C. stellatoideae 1 4 pg/mL 64 pg/mL
C = Candida

de 0,25 a 64 pg/mL; para C.
guilliermondii de 0,5 a 4 pg/ml.; para C.
parapsilopsis de 2 a 8 pg/mL e para
C. stellatoideae 1pg/mL. Os valores de
CFM, foram para C. albicans de 2 a 128
ug/mL; para C. guilliermondii de 8 a 32 pg/
mL; para C. parapsilopsis de 4 a 32 pg/
mL ¢ para C. stellatoideae de 8 ng/mL.

Os niveis de CIM encontrados
para miconazol foram para C. albicans
de 0,12 a 32 pg/mL, para C.
guilliermondii de 8 pg/mL, para C.
parapsilopsis 4 a 16 pg/mL e para C.
stellatoideae, de 16 ug/mL (Tab. 4)

Os valores de CFM encontrados
foram de 1 a 128 pg/mL para C.
albicans, de 8§ a 16 pg/mL para C.
guilliermondii, de 16 pg/mL para C.
parapsilopsis e 16 pg/mL para C.
stellatoideae (Tab. 6).

Quanto ao grau de convergéncia
para uma determinada concentragio,
observamos que em relacéo a anfotericina
B, houve maior direcionamento das cepas
para a de 1 pg/mL correspondendo a 8
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das cepas; para miconazol, houve
maior convergéncia para a
concentragdo de 16 ug/mL com 8
(26,5%) das cepas na CIM e de 16 e
64 pg/mL com 8§ (26,5%) das cepas na
CFM (Tabs. 3,5¢ 7).

De um modo geral, as cepas de
Candida examinadas, mostraram-se
mais sensiveis ao poliénico anfotericina

Tabela 3. Niveis de sensibilidade (CIM ¢
CFM %) de Candida para Anfotericina B.

Total de cepas

Concentragdes (ug/mL) CIM % CFM %
0,06
0,12 6 {20,0%) 8
0,25 4(13,5%) 2(6,5%)
0,5 1(3,5%) 1(3,5%)
1 8(26,5%)  3(10,0%)
2 6(20,0%)  7(23,5%)
4 5(16,5%)  3(10,0%)
8 - 5 (16,5%)
16 - 2(6,5%)
32 - 2(6,5%)
64 - 5(16,5%)
128 -
Total 30(100%) 30 (100%)
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Tabela 4. Atividade antifingica do Cetoconazol
frente ao género Candida pela CIM e CFM.

Espécies €M CRM

C albicans 025a64pg/mL  2a 128 pg/mL
C. guitfiermondii 05adpgml 8,232 pgmlL
C. parapsilopsis 2a8pg/mL 4a32 pg/mL
C. stellatoideae 1 pg/mL 8 pg/mL

C = Candida

Tabela 5. Niveis de sensibilidade (CIM e CFM %)
de Candida para Cetoconazol.

albicans com niveis mais baixos de
sensibilidade; entretanto estes resultados
ndo sio conclusivos e ndo validos como
referencial para as diversas espécies de
Candida. Os niveis de sensibilidade
encontrados, sio demonstrados pela
CIM (Tabs. 2 , 4 ¢ 6).

Tabela 6. Atividade antifungica do Miconazol
frente ao género Candida pela CIM e CFM.

Total de cepas

Concentragdes (pg/mL) CIM % CFM %
0,06 -
0,12 - &
0,25 1 (3,5%)
0,5 4 (13,5%)
1 2 (6,5%) -
2 4 (13,5%) 1(3,5%)
4 3(10,0%) 2 (6.5%)
8 3(10,0%)  1(13,5%)
16 1 (3,5%) 2 (6,5%)
32 7{23,0%) 9 (30,0%)
64 3(16,5%) 9 (30,0%)
128 _ 3 (10,0%)
Total 30 (100%) 30 (100%)

Espécies M M

C albicans 012aR2pginL  1al28pg/ml
C. guilliermondii 8pg/mL  8,alépgmlL
C. parapsilopsis 4al6pg/imL 16 pg/mL
C. stellatoideae 16 pg/mL 16 pg/mL
C=Candida

Tabela 7. Niveis de sensibilidade (CIM e
CFM %) de Candida para Miconazol.

Total de cepas

B tanto com relagdo a CIM quanto com
a CFM o que se constata pelo maior
numero de cepas localizadas em baixas
concentracdes (Tab. 3).

Entre os dois imidazolicos
testados, 0 miconazol foi o antifiingico
para o qual as cepas mostraram
melhor desempenho com niveis mais
baixos de sensibilidade , enquanto que
para o cetoconazol, os niveis de
sensibilidade foram um pouco mais
elevados (Tabs. 5e 7).

Apesar de neste estudo termos
testado 25 cepas de C. albicans contra
5 cepas de Candida nio albicans,
comparando-se o desempenho das
espécies de Candida com relagéo aos
antifungicos, verificamos melhor
padrdo de comportamento de C.

Concentragdes (png/mL) CIM % CFM %
0,06 ~ -
0,12 1 (3.5%)

0,25 - o

0,5 2 (6,5%) -
1 = 1 (3,5%)

2 5(16,5%) -
4 4(13.,5%) 2(6,5%)
8 4(13,5%)  4(13,5%)
16 8(26,5%)  8(26,5%)
32 6 (20,0%)  6(20,0%)
64 8(26,5%)
128 o 1 (3,5%)
Total 30(100%) 30 (100%)
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