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RESUMO

Infecgdes fungicas invasivas s3o uma ameaga crescente a saide humana. Tem ocorrido um aumento
consideravel na taxa de infecgdes nosocomiais no sangue, causadas por espécies de Candida. C.
albicans ¢ a principal levedura isolada de candidemias, no entanto o isolamento de C. tropicalis e C.
parapsilosis também tem sido frequente. Este estudo teve como objetivos isolar, identificar e avaliar
o perfil de suscetibilidade de C. tropicalis a antifingicos sistémicos. Foram utilizadas 50 cepas de C.
tropicalis provenientes de amostras clinicas de sangue, urina e lavado bronco alveolar de pacientes
atendidos no Ceara. Foi avaliado o perfil de sensibilidade das cepas aos antifiingicos sistémicos
anfotericina B, fluconazol, itraconazol e voriconazol pela metodologia de microdiluigdo em caldo
RPML. As cepas de C. tropicalis ndo apresentaram resisténcia, mas foram encontradas cepas com
CIM elevada para o fluconazol, portanto deve ter continuidade o monitoramento de Candida spp.
isoladas no Ceara com o fim de avaliar a evolugao da resisténcia.

DESCRITORES: Candida tropicalis; sensibilidade a antifingicos; voriconazol.

ABSTRACT

Susceptibility profile of Candida tropicalis to systemic antifungals

Invasive fungal infections are an increasing threat to human health. There has been a considerable
increase in the rate of nosocomial bloodstream infections caused by Candida species. C. albicans is
the main isolated yeast from candidemias, however the isolation of C. parapsilosis and C. tropicalis
has been recently reported. The objectives of this study were to isolate, identify and evaluate the
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susceptibility profile of C. tropicalis to systemic antifungals. Fifty samples of C. tropicalis were
isolated from blood, urine and bronchoalveolar fluid from patients from Ceara State, Brazil.
The sensitivity of the strains to amphotericin B, fluconazole, itraconazole and voriconazole by
microdilution in RPMI broth were determined. Strains of C. tropicalis showed no resistance, but we
found strains with high MIC for fluconazole, which indicates the need for monitoring Candida spp.
isolated in Ceara State for evaluation of resistance.

KEY WORDS: Candida tropicalis; antifungal susceptibility; voriconazole.
INTRODUCAO

Infecgdes fungicas sistémicas (IFS) sdo de dificil diagnostico e estdo
associadas a elevada mortalidade ¢ morbidade, constituindo um sério problema de
saude publica. A incidéncia de (IFSs) tem aumentado nas ultimas duas décadas.
Entre os fungos oportunistas, os mais importantes continuam sendo Aspergillus
fumigatus e Candida albicans, no entanto outras espécies, como C. tropicalis,
C. glabrata, C. parapsilosis, C. dubliniensis e Trichosporon spp., comegam a
despontar (Menezes et al., 2009; Arendrup 2010; Gomes et al., 2010; Menezes et
al., 2011; Vasconcelos et al., 2011; Menezes et al., 2012).

Candidemias sdo infecg¢des na corrente sanguinea causadas por Candida
spp. A principal espécie responsavel por candidemias na América Latina é C.
albicans, no entanto C. tropicalis e C. parapsilosis estao se tornando cada vez
mais frequentes e, em alguns casos, superam C. albicans (Nucci et al., 2010).
No Brasil, C. tropicalis compete com C. parapsilosis pelo segundo lugar em
numero de isolamentos (Franga et al., 2008; Motta et al., 2010; Furlaneto et al.,
2011). No Ceara, Regido Nordeste do Brasil, C. tropicalis é a segunda levedura
mais isolada de amostras bioldgicas (Menezes et al., 2009; Gomes et al., 2010;
Menezes et al., 2011).

O tratamento de candidemias ¢ realizado com antifungicos sistémicos
como: anfotericina B, fluconazol, itraconazol, voriconazol e equinocandinas.
Dentre esses antifungicos citados, os azdlicos sdo os mais utilizados,
principalmente em razdo de sua menor toxicidade, quando comparados a
anfotericina B, ¢ do baixo custo, quando comparados as equinocandinas. Os
relatos de resisténcia aos antifungicos disponiveis vém aumentando nas tltimas
décadas e, no futuro, essa resisténcia pode dificultar ou mesmo impossibilitar o
tratamento das IFSs (Pfaller, 2012).

Estudos que avaliem a resisténcia de C. tropicalis no Ceara ainda sao
escassos e conhecer esta espécie e seu perfil de sensibilidade ¢ essencial para
prevenir a disseminacao da resisténcia (Menezes et al., 2009; Gomes et al., 2010).
Este estudo teve como objetivos isolar, identificar e avaliar o perfil de sensibilidade
de C. tropicalis a antifingicos sistémicos.
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MATERIAL E METODOS
Microrganismos

Foram utilizadas neste estudo 50 cepas de Candida tropicalis pertencentes
ao banco de leveduras do Laboratério de Microbiologia de Leveduras da
Universidade Federal do Ceara. Tais cepas foram isoladas de amostras biologicas
de sangue (11), urina (30) e lavado broncoalveolar (9) provenientes de pacientes
atendidos no Ceara.

Isolamento, purificagdo das cepas e identificagdo presuntiva

As cepas em estoque foram descongeladas e semeadas em caldo YMB
(extrato de levedura 3%, extrato de malte 2%) e incubadas a 37°C por 24/48 horas.
Ap6s o crescimento, foram inoculadas em agar YMA (extrato de levedura 3%,
extrato de malte 2%, 1,5% de agar). Depois de isoladas, a pureza e a identificacdo
presuntiva foram realizadas em meio cromogeno. As cepas foram semeadas em meio
CHROMagar Candida® (Himédia-india) e incubadas a 37°C por 24/48 horas. Nesse
meio, cepas de C. tropicalis apresentam-se como colonias azuis metalicas e o pigmento
se difunde. A confirmag@o das identificagdes se deu por meio do teste de fermentagdo e
assimilacdo de agticares e a visualizagdo da micromorfologia em agar arroz com tween
80 (Menezes et al., 2009; Menezes et al., 2011; Vasconcelos et al., 2011).

Suscetibilidade por microdiluigdo em caldo

As solucdes em estoque dos antifingicos anfotericina B 80 pg/mL (Inlab-Sao
Paulo), itraconazol 80 pg/mL (ITR) (Sigma-USA) e voriconazol (VRZ) 160 png/mL
(Sigma-USA) foram preparadas em dimetil sufoxido (DMSO); a do fluconazol (FLU)
1280 pg/mL (Sigma-USA) foi preparada em agua destilada. As solugdes foram diluidas
em RPMI 1640, (pH 7,0) tamponado com MOPS (acido morfolino propanossulfonico).
A faixa testada para o fluconazol foi de 0,12 a 64 pg/mL; anfotericina B, itraconazol
e voriconazol foram testados na concentracdo de 0,03 a 16 pg/mL. Todas as solugdes
foram estocadas a -20°C até o momento do uso. A preparacdo do indculo ¢ o teste de
suscetibilidade foram realizados de acordo com o protocolo M27-A3 (CLSI, 2008a;
CLSI, 2008b). A Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) para anfotericina B foi
considerada como a menor concentragdo e nela ndo ocorreu crescimento fiingico apds
24h/35°C. Cepas com CIM< 1,0 pg/mL foram consideradas sensiveis ¢ CIM> 1,0
pg/mL foram consideradas resistentes. As CIMs para os triazolicos foram definidas
como a menor concentragdo capaz de inibir 90% do crescimento fiingico, quando
comparados ao controle. Todas as leituras dos testes foram realizadas com 24 horas
de incubagdo. Os pontos de corte para o fluconazol foram os seguintes: cepas com
CIM <8ug/mL (Sensiveis), 16-32pug/mL (SDD-Sensivel Dose-Dependente) e >64 g/
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mL (Resistente); para o itraconazol, cepas com CIM >2ug/mL foram consideradas
resistentes; para o voriconazol, cepas com CIM <0,125ug/mL(Sensiveis) € com CIM
>1pg/mL (Resistentes). Como controles foram usadas as cepas C.#ropicalis ATCC 750,
C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258 (Kiraz et al., 2010; Pfaller et al.,
2010; Pfaller et al., 2011a; Cisterna et al., 2012).

RESULTADOS

As principais amostras biologicas nas quais foi isolada C. tropicalis foram:
aurina com maior percentual (60%), vindo em seguida o sangue (22%) e o lavado
bronco alveolar (18%).

Na Tabela 1, sdo mostrados os perfis de suscetibilidade aos antifiingicos.
Todas as cepas foram sensiveis a anfotericina B com CIM <0,5 pg/mL. Em relagéo
ao fluconazol, a CIM variou de 0,12 a 4 pg/mL, os antifingicos itraconazol e
voriconazol apresentaram CIM < 0,03 pg/mL.

Tabela 1. Suscetibilidade in vitro de Candida tropicalis a antifingicos sistémicos

iftingi CIM (ng/mL) Resisténcia
Levedura(n)  Antifingico <0,03 0,06 0,12 025 05 1 2 4 (%)
AnfB 14 14 9 3 10 0
C. tropicalis (50) Ftlrlallc %0 520 9 9 6 1 8
Vor 50 0

CIM: Concentragao Inibitoria Minima. Anf B- Anfotericina B.; Flu — fluconazol; Itra — Itraconazol;
Vor - Voriconazol.

DISCUSSAO

As infecgdes fungicas sistémicas (IFS) estdo aumentando sua incidéncia
provavelmente em virtude do surgimento de melhores técnicas diagndsticas.
Candida spp. destaca-se como a levedura mais isolada e C. albicans como a principal
representante, no entanto o isolamento de outras espécies como C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. krusei e C. glabrata também tem sido frequente (Peman & Salavert,
2012). Identificar corretamente as espécies e realizar o teste de suscetibilidade
a antifingicos sdo métodos que podem auxiliar no inicio de um tratamento
farmacoterapéutico adequado (Menezes et al., 2011: Vasconcelos et al., 2011).

Candida tropicalis ¢ uma levedura isolada de diversas amostras bioldgicas,
dentre elas urina, sangue e secregdes, podendo causar artrites, meningite, infec¢ao
urindria, candidemia e outras doengas (Gomes et al., 2010; Kothavade et al., 2010;
Motta et al., 2010; Furlaneto et al., 2011; Menezes et al., 2011; Pfaller et al., 2011b).
Neste trabalho a urina foi a amostra na qual prevaleceu o isolamento de C. tropicalis
com 60%, percentual semelhante tem sido verificado por outros pesquisadores
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(Menezes et al., 2009; Gomes et al., 2010; Vasconcelos et al., 2011). No sangue, o
indice de isolamento correspondeu a 22%.

Antifingicos sistémicos sdo aqueles que podem ser utilizados por via
oral e/ou endovenosa. A anfotericina B ja se encontrava disponivel ha 30 anos. Os
antifingicos azolicos, como cetoconazol, fluconazol, itraconazol, voriconazol e
posaconazol, apresentam uma toxicidade menor que a anfotericina B (Denning &
Hope, 2010; Heeres et al., 2010). Os resultados aqui obtidos ndo mostraram cepa
resistente, sendo esta ainda uma opg¢ao terapéutica eficiente desde que observada a
toxicidade. As novas formulagdes lipidicas de anfotericina B apresentam toxicidade
menor, mesmo espectro de agdo, porém maior custo (Klepser, 2011).

O fluconazol ¢ um antifiingico triazolico de uso endovenoso e oral com custo
baixo e poucos efeitos colaterais. Por ser ativo contra a maioria dos fungos e de facil
aquisigao, ¢ utilizado no mundo inteiro (Lewis, 2011). No Brasil, ¢ comercializado sem
receita médica em todas as farmacias do pais e alguns trabalhos destacam o surgimento
de resisténcia a esse antifiingico entre cepas de C. tropicalis (Kothavade et al., 2010;
Gomes et al., 2010).

Neste estudo, nenhuma cepa apresentou resisténcia ao fluconazol (Tabela
1), pois a resisténcia € caracterizada por uma CIM >64pg/mL. No entanto, ocorreu
uma reducdo da sensibilidade ao fluconazol que deve ser monitorada ao longo do
tempo para observar o seu comportamento, pois o fluconazol tem largo uso nos
hospitais brasileiros, o que pode fortalecer o mecanismo de resisténcia fungica
(Bruder-Nascimento et al., 2010). Em um estudo realizado no Brasil com 20 cepas
de C. tropicalis ante o fluconazol, ndo foi encontrada resisténcia a esse antifingico
(Aquino et al., 2005).

O itraconazol ¢ um antifiingico sist€émico muito utilizado por via oral
para tratamento de infec¢des fingicas (Andrade et al., 2011; Kim et al., 2011). No
presente estudo, das 50 cepas de C. tropicalis nenhuma apresentou resisténcia ao
itraconazol (Tabela 1), sendo este uma opgao para o tratamento de candiduria, que é
a infecgdo das vias urinarias causadas por cepas de Candida spp.

O voriconazol ¢ um derivado do fluconazol muito ativo contra fungos.
Oral ou endovenoso ¢ recomendado para o tratamento de adultos com aspergilose
invasiva, candidemia disseminada, candidiase esofagiana e pacientes refratarios ou
intolerantes a terapia com outros antifiungicos (Nomura et al., 2008). Entre as cepas
aqui estudadas, ndo foi detectada resisténcia ao voriconazol (Tabela 1). Em uma
pesquisa realizada com 1.253 cepas de C. tropicalis, o voriconazol mostrou CIM
mais baixa que o fluconazol, resultado semelhante ao encontrado neste trabalho
(Pfaller et al., 2007).

Entre 38 C. tropicalis isoladas em um hospital terciario no Brasil, o perfil
de sensibilidade aos antifingicos anfotericina B, fluconazol e itraconazol ficou
assim distribuido: 18,4% das cepas isoladas apresentaram resisténcia ao fluconazol,
21,1% de resisténcia ao itraconazol e 100% de sensibilidade a anfotericina B
(Bruder-Nascimento et al., 2010).
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Em outro estudo realizado no Brasil com 69 C. tropicalis, observou-se o
percentual de 7,2% de resisténcia ao fluconazol (Furlaneto et al., 2011). Em nossos
achados, somente uma cepa de C. tropicalis apresentou CIM de 4 pg/mL, como
pode ser visto na Tabela 1. Todas as cepas se mostraram sensiveis a esse antifiingico.

Estudos relatam que C. tropicalis oriundas do Ceara mostraram resisténcia
ao fluconazol e ao itraconazol, no entanto a metodologia de disco difusdo utilizada
para detecgdo ¢ diferente daquela que empregamos. Pelo método de microdilui¢do
em caldo, utilizado em nosso trabalho, ndo se verificou resisténcia a esses
antifingicos (Menezes et al., 2009; Gomes et al., 2010).

Concluindo, embora as 50 cepas de C. tropicalis ndo tenham apresentado
resisténcia a anfotericina B, fluconazol, itraconazol e voriconazol, o teste de
suscetibilidade pode ser 1til no monitoramento da melhor terapia.
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