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ESTUDO COMPARATIVO ENTRE AS TECNICAS DE DILUIGAO EM CALDO E DILUICAO EM AGAR,
NOS ANTIBIOGRAMAS PARA Candida

Sydney Hartz ALVES (1) & Arlete Emily CURY (2)

RESUMO

Os autores compararam o desempenho das técnicas de diluigdo em caldo e diluicdo
em dgar, mediante a determinacdo da CIM (concentracio inibitéria minima) e da
CFM (concentracdo fungicida minima) de antifingicos poliénicos e imidazolicos,

frente a diversas espécies de Candida.

A concordancia entre as técnicas foi varidvel em func¢éo do antifingico utilizado.
Os melhores percentuais de concordancia ocorreram quando se realizou o teste
com poliénicos. Os autores discutem aspectos que envolvem a problemética dos
testes de sensibilidade de leveduras a antifingicos.

UNITERMOS: Leveduras, Sensibilidade, Antifingicos.

INTRODUGAO

Nos ultimos 20 anos, testes de sensibilidade
de Candida a antifiingicos poliénicos e imida-
z6licos tém sido realizados por diversos autores
4171011 Bagicamente, estes testes sao executados
por meio da técnica de dilui¢do em caldo (TDC)
ou pela técnica de diluicao em agar (TDA). Essas
técnicas, por ndo obedecerem ainda a um padréo
universalmente aceito, trazem numerosas varia-
veis, que se refletem nos resultados obtidos por
diferentes autores® 7 !,

O presente estudo teve por objetivo compa-
rar os resultados (concentrac¢io inibitéria mini-
ma-CIM e concentracdo fungicida minima-CFM)
dos testes de sensibilidade de Candida, a anti-
fingicos poliénicos e imidazoélicos, obtidos pela
técnica de diluicao em caldo (TDC)e pela técnica
de dilui¢dao em agar (TDA).

MATERIAL E METODOS

Microrganismos: foram estudadas 127 amostras
de leveduras do género Candida, recentemente
isoladas e mantidas em dgar Sabouraud dextro-
se, com repiques periédicos. Foram incluidas co-
mo amostras padrdo: Saccharomyces cerevisae
ATCC 9763, sensivel a poliénicos e Candida
pseudotropicalis “Carshalton”, sensivel a imi-
dazolicos.

Agentes antifiingicos: dentre os poliénicos fo-
ram utilizados a anfotericina B e a nistatina
(SQUIBB) e entre os imidaz6licos o cetoconazol
(Johnson & Johnson), o clotrimazol (Bayer do
Brasil S/A), o econazol (SQUIBB), o0 miconazol
(Johnson & Johnson) e o tioconazol (Pfizer). To-
dos os antifungicos foram gentilmente cedidos,
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sob a forma de pé, pelas respectivas industrias
que comercializam o produto no Brasil.

Testes de Sensibilidade:

— Técnica de diluicdo em caldo (TDC) — Utili-
zou-se a técnica preconizada por SHADOMY
et al'l,

— Teécnica de diluicdo em dgar (TDA) — Foiem-
pregada técnica descrita por HOLT?, modifi-
cada por CURY et al?, reduzindo a concen-
tracdo de Agar para 1%. A concentracao inibi-
téria minima (CIM) e a concentracéo fungi-
cida minima (CFM) foram determinadas por
ambas as técnicas.

Critério adotado para a comparacio entre as
técnicas®®:

Esta avalia¢ao foi realizada por meio dos
quocientes obtidos pela divisdo entre as CIMs
ou entre as CFMs de cada droga frente a uma
mesma levedura, em cada uma das técnicas em-
pregadas. Os resultados dessa operacéo

CIM maior ., CFM maior .
(CIM menor © CFM men0r> permitem que

ocorram as seguintes possibilidades: quando os
valores das CIMs ou das CFMs, forem idénticos
em ambas as técnicas, o quociente serda 1, TDA
= TDC; quando ndo idénticos, o0 quociente pode-
rd ser 2, 4, 8, ou maior, nas possibilidades de
TDA>TDC ou TDC>TDA.

Considerando-se que o erro permitido, em
termos de CIM ou CFM, nas duas técnicas ava-
liadas é de uma diluicdo?, temos que o quociente
igual a 2, ja contém o erro permitido. Deste mo-
do, o percentual de resultados concordantes, en-
tre as 2 técnicas, foi dada pela soma da percen-
tagem de resultados no quociente 1 mais a per-
centagem de resultados no quociente 2.

RESULTADOS

Considerando-se o erro permitido, a concor-
dancia entre as duas técnicas resultou como de-
monstrado na tabela 1.

As CIMs dos antifingicos poliénicos apre-
sentaram maior nimero de valores concordan-
tes que as dos imidazélicos, alcancando 88,1%
no caso da anfotericina B e 82,6% para a nista-
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TABELA 1
Percentuais de concordéncia entre TDA e TDC,
com base nas CIMs e CFMs de antiflingicos po-
liénicos e imidazdlicos para Candida.

Antifingicos CIM CFM
% %
Anfotericina B 88,1 100
Nistatina 82,60 64,56
Cetoconazol 70,8 100
Clotrimazol 62,1 96,8
Econazol 78,7 100
Miconazol 67,7 89,7
Tioconazol 81,0 100

tina. Além disso, frente a primeira droga obte-
ve-se 100% de concordancia entre as CFMs, en-
quanto que frente a nistatina verificou-se menor
numero de resultados concordantes entre os ob-
tidos para as outras drogas.

Emrelacédo aos imidazolicos, a percentagem
de concordédncia também foi varidvel com o anti-
fiingico em estudo, obtendo-se para as CIMs os
limites de 81,0% para o econazol e de 62,1% para
o clotrimazol. Por outro lado, as variac6es foram
menos sensiveis para as CFMs, obtendo-se eleva-
dos indices_de concordancia que chegaram a
100% no caso do cetoconazol, econazol e tiocona-
zol; para o clotrimazol a concordancia foi de
96,8% e para o miconazol foi de 89,7%.

Com base nos resultados das CIMs e CFMs,
a tabela 2 mostra os percentuais de ocorréncia
das 3 possibilidades: TDA igual a TDC, TDA
maior do que a TDC e TDC maior do que TDA,
para os antifiingicos testados.

TABELA 2
Comparacgdo entre TDA e TDC: distribuicio dos percentuais
das CIMs e CFMs, de antifiingicos poliénicos imidazdélicos, nas
3 ocorréncias possiveis, frente a Candida.

TDA> TDC TDA=TDC TDC>TDA

Antifingicos

CIM CFM CIM CFM CIM CFM
P % %o %o % %o

Anfotericina B 685 388 252 575 8,3 3,9

Nistatina 62,2 91,3 228 86 14,9 —
Cetoconazol 55,1 134 149 865 299 —
Clotrimazol 26,7 29,9 63 614 66,9 8,6
Econazol 57,5 3.1 10,2 92,1 32,2 4,7
Miconazol 929 53,5 3,1 456 3,9 0,8
Tioconazol 42,5 70 11,0 874 484 5,5
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DISCUSSAO

O conhecimento das implicagdes que envol-
vem a execucao dos antibiogramas para Can-
dida é de importancia, porque, até o momento,
a aplicacao de qualquer das técnicas disponiveis
na literatura fica a critério de cada laboratoério
13,4513 Fste comportamento pode trazer intime-
ras divergéncias entre osresultados obtidos para
uma mesma amostra® 4% 13 em adicao as obtidas
pela auséncia de um procedimento universal-
mente aceito para execu¢do de uma mesma téc-
nica. Por outro lado, tendo o laboratorio estabe-
lecido seus proprios padrées® 12 13, o conhecimen-
to da compatibilidade entre TDA e TDC, é de
importédncia, porque possibilita que, conforme
a situacdo, seja mais conveniente a utilizacao
de uma ou outra técnica® 7 13, Assim, para testar
um pequeno nuimero de amostras, é recomen-
davel a TDC, enquanto que, para um grande ni-
mero de amostras, a TDA é mais pratica.

Neste trabalho observou-se que para os po-
liénicos, os testes de sensibilidade realizados pe-
la TDC forneceram CIMs mais baixas do que
pela TDA.

Para imidazdlicos, as variagdes entre as per-
centagens de concordancia das CIMs refletiram
as propriedades intrinsecas de cada droga®. Os
resultados obtidos divergem dos observados por
RYLEY et al'’e HOWARTH et al®, que referiram
plena concordancia entre as técnicas.

Em relacio ao desempenho pode-se obser-
var que a TDA apresentou CIMs e CFMs maiores
do que a TDC para a anfotericina B, nistatina,
cetoconazol, econazol e miconazol, enquanto
que para o clotrimazol e o tioconazol, a TDC
forneceu CIMs mais elevadas do que a TDA (ia-
bela 2). Este perfil de resultados, com valores
de CIMs e CFMs mais elevados quando se utili-
zou a TDA, se justificam porque na TDA, o inéculo
€ colocado em um ponto da placa e, conside-
rando-se que a 4rea inoculada é pequena, o con-
tato do fungo com o antifingico é menor, se com-
parado a TDC.

Segundo SCHOLER & POLAK!?, as CIMs
e CFMs sdo menores na TDC porque, nesta téc-
nica a produc¢do de acido dilui-se no meio liqui-
do, enquanto que na TDA, permanece no ponto

de inoculacio, o que promove a inativacdo de
alguns antifiingicos, fornecendo CIMs e CFMs
mais elevadas.

O fato das CIMs para o clotrimazol e tioco-
nazol serem menores na TDA do que na TDC,
ja foi observado por REYNOLDS et al’ e ODDS?
que explicam-no com base na maior insolubi-
lidade destes imidazélicos em meio liquido
(TDC), enquanto que no agar (TDA), permane-
cem igualmente distribuidos.

As elevadas taxas de concordincia para as
CFMs dos imidazdlicos devem ser interpretadas
com cuidado, porque a maior concentra¢cao ava-
liada foi 128 ug/ml e as CFMs correspondentes
foram expressas como 128 ug/ml. Assim, as ele-
vadas percentagens de concordancia devem-se
principalmente as limitacoes das condigées uti-
lizadas e ndo devem ser interpretadas como rigo-
rosamente coincidentes.

Por outro lado, varios autores® ™ 13 verifica-
ram divergéncias entre as TDC e TDA, quando
utilizaram 2% de agar no meio teste para TDA.
Comparando-se nossos resultados com os de
BRASS et al!, observamos que a TDA com me-
nor concentragao de agar (1%) propiciou methor
concorddncia com a TDC, notadamente nos tes-
tes com nistatina e cetoconazol.

Comparac¢les mais rigorosas nao puderam
ser estabelecidas em funcdo do reduzido nimero
de trabalhos que enfocam este tema, fato que
torna os resultados aqui apresentados, dteis pa-
ra discussées futuras.

SUMMARY

Broth dilution and agar dilution methods
applied to Candida sensitivity tests:
a comparative study.

The performance of broth dilution method
and agar dilution method were compared by
MIC (minimal inhibitory concentration) and
MFC (minimal fungicidal concentration) from
Candida strains to polyene and imizadole anti-
fungal agents.

The concordance between these methods
was drug dependent. The best percent of concor-
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dance were showed when the polyenes were tes-
ted.

The problems of sensitivity test for yeasts
to antifungal drugs are discussed.
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