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NCCLS...

Servindo A Comunidade Mundial das Ciéncias Médicas Através de Consenso Voluntario

O NCCLS ¢ uma organizag@o internacional interdisciplinar, sem
fins lucrativos, educacional e de desenvolvimento de
normas/padrdes, que promovem o desenvolvimento e uso de
normas/padrdes e diretrizes consensuais voluntarias na
comunidade de atencdo a satde. E reconhecido no mundo inteiro
pela aplicagdio de seu singular processo consensual ao
desenvolvimento de normas/padrdes e diretrizes para testes de
patologia clinica e questdes relacionadas a atengdo de saude. O
NCCLS baseia-se no principio de que o consenso ¢ uma maneira
efetiva e custo-eficaz de melhorar os testes clinicos e servigos de
atencdo a satde.

Além de desenvolver e promover o uso voluntario de
normas/padrdes e diretrizes consensuais, fornecemos um foro
aberto e isento para tratar questdes que afetam a qualidade dos
testes de patologia clinica e a atengdo a satde.

PUBLICACOES

Os documentos do NCCLS sdo publicados como normas/padrdes,
diretrizes ou relatorios de comité.

Norma — Documento desenvolvido através do processo de
consenso, o qual identifica claramente os requisitos especificos e
essenciais dos materiais, dos métodos, ou das praticas a serem
usados sem modificagdes. Uma norma também pode conter
elementos discricionarios, que sdo claramente identificados.

Diretriz — Documento desenvolvido através do processo de
consenso, o qual descreve critérios para praticas ¢ procedimentos
ou materiais operacionais gerais a serem usados de maneira
voluntaria. Uma diretriz pode ser usada conforme redigida, ou
modificada pelo usudrio para adequa-las as suas necessidades
especificas.

Relatério — Documento que ndo passou pela revisdo consensual e
foi publicado pela Diretoria.

PROCESSO CONSENSUAL

O processo consensual voluntario do NCCLS ¢ um protocolo que
estabelece critérios formais para:

autorizar um projeto;

desenvolver e revisar documentos de maneira transparente;

revisar documentos em resposta a comentarios de usuarios;

aceitar um documento como norma/padrao ou diretriz consensual.

A maioria dos documentos do NCCLS sio sujeitos a dois niveis de
consenso—“proposto” e “aprovado”. Dependendo da necessidade
de avaliacdo ou coleta de campo, os documentos também podem
disponibilizados para revisdo em nivel consensual intermediario
(i.e., “tentativo”).

Proposta — Documento consensual do NCCLS que passa por um
primeiro estagio de revisdo pela comunidade de satde como
proposta de norma/padrdo ou diretriz. O documento deve receber
uma revisdo técnica abrangente e minuciosa, incluindo a revisdo
geral de seu escopo, enfoque ¢ utilidade e uma revisdo detalhada
de seu contetido técnico e editorial.

Tentativa -Uma norma/padrdo ou diretriz disponibilizada para
revisdo e comentarios apenas quando ha necessidade evidente de
avaliacdo de campo de um método recomendado ou de coleta de
dados especificos relativos a um protocolo recomendado. Deve ser
revisada para assegurar sua utilidade.

Aprovada — Norma/padrio ou diretriz que recebeu aprovacao
consensual da comunidade de ateng¢do a satde. Deve ser revisada
para avaliagdo da utilidade do documento final, garantia de
consenso (ex., que os comentarios relativos a versdes anteriores
foram satisfatoriamente resolvidos) e identificagdo de necessidade
de documentos consensuais adicionais.

As normas/padroes e diretrizes do NCCLS representam uma
opinido consensual sobre boas praticas e refletem um acordo
substancial de partes interessadas, competentes ¢ compromissadas
materialmente, obtido por meio dos procedimentos consensuais
estabelecidos pelo NCCLS. As exigéncias das normas/padrdes e
diretrizes do NCCLS podem ser mais ou menos rigorosas do que
os respectivos regulamentos. Conseqiientemente, a adocdo desse
documento consensual voluntario ndo dispensa o usudrio da
responsabilidade de obedecer aos regulamentos pertinentes.

COMENTARIOS

Os comentarios dos usuarios s3o essenciais ao processo
consensual. Qualquer pessoa pode apresentar um comentarioe
todos os comentarios sdo considerados pelo comité do NCCLS que
preparou o documento, em conformidade com o processo
consensual. Todos os comentarios, incluindo aqueles que
resultaram em mudanga no documento, quando publicado no
proximo nivel consensual, bem como aqueles que ndo resultaram
em mudanga, sdo respondidos pelo comité em apéndice do
documento. Incentiva-se os leitores a tecer comentarios de
qualquer formato e em qualquer oportunidade sobre qualquer
documento do NCCLS. Envie seus comentdrios ao seguinte
endereco: NCCLS Executive Offices, 940 West Valley Road, Suite
1400, Wayne, PA 19087, Estados Unidos.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA

Os profissionais de satde de todas as especialidades sdo instados a
participar voluntariamente nos projetos do NCCLS. Para
informagdes adicionais sobre participagdo nos comités, favor
contatar os Escritérios Executivos do NCCLS.







M¢étodo de Referéncia para Testes de Diluicao em Caldo para a
Determinacdo da Sensibilidade de Leveduras a Terapia Antifingica;
Norma Aprovada—Segunda Edicao

Resumo

A Norma M27-A2—Método de Referéncia para Testes de Dilui¢cdo em Caldo para a Determinac¢do da
Sensibilidade de Leveduras;a Terapia Antifiungica Norma Aprovada—Segunda Edi¢do do NCCLS
descreve a metodologia de um teste de sensibilidade aos agentes antimicrobianos das leveduras que
causam infec¢des fungicas invasivas, incluindo as espécies de Candida (e Candida glabrata) e
Cryptococcus neoformans. A norma trata da selecdo e preparagdo dos agentes antifungicos; da
implementacdo e interpretacdo dos testes; e do proposito e da implementagdo dos testes de controle de
qualidade. Apresenta também uma analise cuidadosa da responsabilidade dos fabricantes e usuarios no
controle de qualidade.

NCCLS. Método de Referéncia para Testes de Dilui¢cdo em Caldo para a Determinagdo da Sensibilidade
a Terapia Antifungica das Leveduras; Norma Aprovada—Segunda Edi¢cdo. Norma M27-A2 do NCCLS
(ISBN 1-56238-469-4). NCCLS, 940 West Valley Road, Suite 1400, Wayne, Pennsylvania 19087-1898
Estados Unidos, 2002.

O processo consensual do NCCLS, mecanismo que permite a revisdo de um documento, em
dois ou mais niveis, pela comunidade de atencido a saude, € um processo permanente. Os
usuarios devem prever edi¢cdes revisadas de qualquer documento. Uma vez que as rapidas
mudangas nas tecnologias possam efetuar os procedimentos, métodos e protocolos nas
normas/padrées e diretrizes, os usuarios devem substituir as edigdes ultrapassadas pelas
edi¢oes atualizadas dos documentos do NCCLS. As edi¢cdes atualizadas estdo relacionadas
no Catalogo do NCCLS, distribuido as organizagcbes membros e, mediante solicitagdo, aos
nao-membros. Se sua organizagdo nado € membro do NCCLS e gostaria de ser, assim como
para solicitar um exemplar do Catalogo do NCCLS, favor contatar os Escritorios Executivos
do NCCLS. Telefone: 610.688.0100; Fax: + 1 610.688.0700; E-Mail: exoffice@nccls.org;
Website: www.nccls.org
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Esta publicag@o ¢é protegida por direitos autorais. Nenhuma parte pode ser reproduzida, armazenada em
sistema de recuperacdo, transmitida ou disponibilizada em qualquer formato ou por qualquer meio
(eletrénico, mecanico, fotocopia, gravagdo ou outros) sem consentimento prévio, por escrito, do NCCLS,
exceto nos casos relacionados a seguir.

Pelo presente instrumento, o NCCLS concede autorizagdo para reproduzir partes limitadas desta
publicacdo, para uso em manuais de procedimentos laboratoriais, em local Gnico; para empréstimo entre
bibliotecas ou para uso em programas educacionais, sempre que as varias copias dessa reproducdo forem
distribuidas gratuitamente ndo contenham, em nenhuma circunstiancia, mais do que 20% do texto do
documento original e inclua o seguinte aviso:

Reproduzido mediante autorizagdo, parte da publicagdo do NCCLS
M27-A2--Método de Referéncia para Testes de Diluicdo em Caldo
para a Determinacdo da Sensibilidade a Terapia Antifungica das
Leveduras; Norma Aprovada--Segunda Edicao (ISBN 1-56238-469-4).
Copias da atual edigdo podem ser obtidas no seguinte endereco:
NCCLS, 940 West Valley Road, Suite 1400, Wayne, Pennsylvania
19087-1898, Estados Unidos.

Autorizacdo para reproduzir ou usar o texto deste documento além das isen¢des aqui concedidas ou nos
termos da Legislagdo de Direitos Intelectuais pode ser obtida do NCCLS mediante solicitagdo por
escrito. As autorizagcdes podem ser obtidas no seguinte endereco: Executive Director, NCCLS, 940
West Valley Road, Suite 1400, Wayne, Pennsylvania 19087-1898, Estados Unidos.
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Prefacio

Com o aumento da incidéncia de infec¢les sistémicas por fungos e de agentes antifungicos, cresceu
também o interesse em métodos laboratoriais para orientar a selecdo da terapia antifiungica. O Comité da
Area de Microbiologia do NCCLS estabeleceu o Subcomité para Testes de Sensibilidade a Agentes
Antifiingicos que, em 1985, publicou seu primeiro relatorio, no qual foram apresentados resultados de um
questionario e um pequeno estudo colaborativo. Esses resultados sdo resumidos a seguir.

° Aproximadamente 20% dos membros do NCCLS que responderam e cujos hospitais tinham mais
de 200 leitos estavam realizando testes com agentes antifungicos.

. A metodologia usada na maioria dos testes era a diluigdo em caldo.

° A maioria das cepas testadas era Candida albicans ou outras espécies de leveduras.

° A maioria dos centros testava poucos isolados por ano.

° A concordancia dos resultados dos testes de concentragdo inibitéria minima (CIM), entre os

diferentes laboratorios que participaram no estudo colaborativo, era inaceitavelmente, baixa.

Com base nesses achados, o subcomité concluiu que seria proveitoso desenvolver metodologia mais
reprodutivel para testes de referéncia.

Havia um acordo em relacdo a varios elementos da metodologia. Para facilitar a analise mais apurada das
diversas condigdes de teste, o método de referéncia deveria ser o teste de macrodilui¢do em caldo. Devido
a exemplos de antagonismos ’as drogas, por parte de alguns meios de cultura complexos em relagdo a
certos agentes antifungicos, o subcomité limitou seu interesse a meios sintéticos completamente
definidos. Os procedimentos de preparagdo e dilui¢do das solugdes-padriao das drogas desenvolvidas,
anteriormente, para testes com agentes antibacterianos, foram adotados ap6s pequenas modificagdes.

Embora houvesse acordo em outras areas, precisava-se de dados adicionais para resolver outras questoes.
Esses incluiam a preparagdo do indculo; tamanho do indculo; escolha entre os varios meios sintéticos;
temperatura de incubacgao; periodo de incubacgio; e definicdo do ponto final. Essas questdes foram objeto
de uma série de estudos colaborativos.'*** Assim, o subcomité chegou a um acordo sobre todos as
questdes, o que resultou na publicagdo da Norma M27-P, em 1992. Nos quatro anos seguintes (1992-
1996), estabeleceram-se as faixas de referéncia de CIM para duas cepas de controle de qualidade para os
agentes antifiingicos disponiveis,™® e disponibilizou-se uma metodologia para o teste de microdiluigdo em
caldo correspondente a do teste de referéncia por microdilui¢io em caldo.*”* Essas informagdes foram
incluidas na norma revisada, publicada em 1995 (M27-T). Em revisdo posterior do documento, o
subcomité centrou sua atengdo no desenvolvimento de pontos de corte relevantes para os agentes
antifiingicos disponiveis'® incluidos na Norma M27-A (1997). Desde entfo, o subcomité desenvolveu as
faixas de referéncia das CIMs de 24 ¢ 48 horas para os testes de microdiluigdo com agentes antifiingicos,
tanto estabelecidos como recém langados.!’ Os resultados desses estudos foram incluidos na atual Norma
M27-A2.

Precaucoes- Padrao

Sendo impossivel saber, com freqiiéncia, o que ¢ infectante, todos os espécimes de sangue humano devem
ser tratados como infectantes ¢ manuseados de acordo com as “precaugdes-padrao”. Essas sdo as novas
diretrizes que combinam as caracteristicas principais das praticas de “precaugdes universais e isolamento
de substincias corpdreas”. As precaugdes-padrdo englobam a transmissdo de qualquer patégeno e, por
isso, sdo mais abrangentes do que as precaugdes universais, que visam apenas aos patdogenos transmitidos
pelo sangue. As diretrizes relativas as precaugdes-padrdo e precaucdes universais sdo disponibilizadas
pelo U.S. Centers for Disease Control and Prevention (Guideline for Isolation Precautions in Hospitals.
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Infection Control and Hospital Epidemiology. CDC. 1996; Vol 17; 1:53-80), (MMWR 1987; 36[suppl
2S] 2S-18S) e (MMWR 1988; 37:377-382, 387-388). No caso de precaucdes especificas para a prevengao
da transmissdo laboratorial de infecgdes transmitidas pelo sangue, por meio de instrumentos e materiais
de laboratorio, assim como as recomendacdes relativas a conduta de exposigdes a sangue, favor reportar-
se a edicdo mais recente do documento M29—Protection of Laboratory Workers from Occupationally
Acquired Infections do NCCLS.

Palavras-Chave
Antifingico, macrodilui¢cdo em caldo, microdilui¢do em caldo, teste de sensibilidade, leveduras

Enfoque de Sistema de Qualidade

O NCCLS endossa o enfoque de sistema de qualidade para o desenvolvimento de normas/padrdes e
diretrizes, visto que facilita a gestdo de projetos; define a estrutura dos documentos por meio de um
gabarito; e fornece um processo para identificar os documentos necessarios usando a analise de lacunas
(gap analysis). O enfoque baseia-se no modelo apresentado na edi¢do mais recente do documento HS1—
A Quality System Model for Health Care do NCCLS. O enfoque de sistema de qualidade aplica-se a um
conjunto central de elementos “essenciais dos sistemas de qualidade (EEQS)”, basicos a qualquer
organizacao, a todas as operagdes em qualquer rota de fluxograma, de qualquer organizacao prestadora de
servicos de atencdo a saude. Os EEQS fornecem um arcabouco para a provisao de qualquer tipo de
produto ou servigo, servindo como guia dos gerentes. Os elementos essenciais dos sistemas de qualidade
(EEQS) sdo os seguintes.

Elementos Essenciais dos Sistemas de Qualidade--EEQS

Documentos e Registros Gestdo da Informagao
Organizagao Gestao de Ocorréncias
Pessoal Avaliagdo
Equipamento Melhoria de Processos
Compras e Inventario Servigos e Satisfacdo
Controle de Processos Instalagdes e Seguranga

A Norma M27-A2 trata dos seguintes elementos essenciais dos sistemas de qualidade (EEQS):
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Tabela adaptada do documento HS1— A Quality System Model for Health Care do NCCLS.
Etapa do Fluxograma

Uma etapa do fluxograma ¢ a descri¢do dos passos necessarios para prover um determinado produto ou
servico fornecido pela organizag¢do ou entidade. Por exemplo, a Norma GP26-A2 define uma etapa do
fluxograma dos laboratorios clinicos que consiste em trés passos seqiienciais: pré-analitico, analitico e
pos-analitico. Todos os laboratorios clinicos seguem esses trés processos para prestar Servigos
laboratoriais, a saber, informagdes laboratoriais de qualidade. A seta mostra a seqiiéncia, da esquerda para
a direita, que todo laboratorio clinico segue. Além disso, 0s passos ou subprocessos necessarios
encontram-se relacionados logo abaixo do fluxograma.
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Laboratorio de Patologia Clinica

Pré-analiticas Analitica Poés-analitica

Relatério de resultados
Gerenciamento pos-teste

Revisao do teste
Interpretacéao

Avaliagao do paciente
Solicitagao do teste

Coleta do espécime
Transporte do espécime
Recebimento do espécime

Adaptado do documento HS1— A Quality System Model for Health Care do NCCLS.

A maioria dos documentos do NCCLS esta relacionada com os laboratorios de patologia clinica, de
maneira que a rota mais comum do fluxograma pode ser representada conforme visto anteriormente. As
etapas do fluxograma relativas a outras atividades de atencdo a saude, ex., servigos respiratorios, servigos
de imagens, etc., ou a outros tipos de organizagdes, ex., fabricantes de dispositivos médicos, irdo diferir
das dos laboratorios de patologia clinica serdao diferentes das dos laboratérios de patologia clinica. Toda
etapa do fluxograma descreve a seqii€ncia das atividades necessarias a produgdo dos produtos ou servigos
de uma organizagdo ou entidade especifica. Para aqueles documentos relacionados com outras etapas do
fluxograma, o icone refletira passos diferentes do processo.

A Norma M27-A2 focaliza os Seguintes Passos na Etapa do Fluxograma dos Laboratoérios de
Patologia Clinica

Pré-analiticos Analiticos Pos-analiticos
- C e Transporte| Recebiment - ~ . Gestdo do
Avaliagdo [Solicitacdo| Coleta do do o do Revisdo | Interpretacdo | Relatorio de Espécime Pos-
do Paciente | do Teste | Espécime L L Do Teste| Laboratorial | Resultados p
Espécime | Espécime teste
X X X X

Adaptado do documento HS1— A Quality System Model for Health Care do NCCLS.
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Método de Referéncia para Testes de Diluicdo em Caldo para a Determinacio da Sensibilidade de
Leveduras a Terapia Antifungica; Norma Aprovada—Segunda Edicao

1 Introducio

O método descrito neste documento focaliza os testes para leveduras que causam infec¢des invasivas.
Essas leveduras incluem espécies de Candida (incluindo Candida glabrata) ¢ Cryptococcus neoformans.
O método ndo tem sido usado em estudos com fungos dimorficos_em fase leveduriforme, como
Blastomyces dermatitidis ou Histoplasma capsulatum variedade capsulatum. Outrossim, os testes com
fungos filamentosos levantam varios problemas adicionais em sua normatizagao que ndo foram resolvidos
pela atual metodologia. Foi desenvolvido um método de referéncia para testes de sensibilidade aos
agentes antifungicos, por dilui¢do em caldo, que foi disponibilizado no documento M38—Reference
Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Filamentous Fungi do NCCLS.">!

A Norma M27-A2 é um método de “referéncia” que estd sendo desenvolvido por meio do processo
consensual para facilitar a concordancia entre laboratérios na determinagdo da sensibilidade de leveduras
a agentes antifungicos. Uma aplicagdo importante de métodos de referéncia é fornecer uma base padrdo, a
partir da qual outros métodos podem ser desenvolvidos, o que também resultard em reprodutibilidade
interlaboratorial com faixa de erro determinada Por exemplo, os métodos de microdilui¢do em caldo
descritos neste documento, foram configurados para produzir resultados concordantes com aqueles
obtidos pelo método de referéncia. Esse método pode ter vantagens especiais, como: facilidade de
execucdo, economia ou resultados mais rapidos; portanto, seu desenvolvimento pode ser desejavel. Se o
método produz resultados concordantes com o método de referéncia, sera considerado em conformidade
com a Norma M27-A2 do NCCLS.

1.1 Abrangéncia

Este documento descreve um método para testar a sensibilidade de leveduras que causam infeccdes,
incluindo as espécies de Candida e Cryptococcus neoformans. Este método nao foi validado para a fase
leveduriforme de fungos dimorficos, como Blastomyces dermatitidis ou Histoplasma capsulatum
variedade capsulatum.

O subcomité focalizou o desenvolvimento dos pontos de corte relevantes para os agentes antifingicos

disponiveis'' e fez referéncia aos intervalos de CIM para os testes de microdiluigio com agentes
o . . r . : 12

antifingicos, tanto estabelecidos, como os recém introduzidos.

1.2  Definicoes®

Antibiograma, n —Perfil geral dos resultados da sensibilidade antimicrobiana de uma espécie de micrébio
a um painel de agentes antimicrobianos.

Concentracgao inibitéria minima (CIM), n — A concentragdo mais baixa de um agente antimicrobiano
que impede crescimento visivel de um microorganismo no teste de sensibilidade por diluigdo em agar ou
caldo.

2 Agentes Antifiingicos

2.1 Fonte

* Algumas destas definigdes sdo apresentadas na Norma NRSCLS - Terminology e Definitions for Use in NCCLS Documents do
NCCLS. Para defini¢des mais completas e informacdes detalhadas sobre as fontes, favor reportar-se a edigdo mais recente desse
documento.
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Os padrdes ou substancias de referéncia dos antifingicos podem ser obtidos comercialmente_ou
diretamente do fabricante.” Nio usar solugdes-padrio da farmacia ou outras formulagdes para uso
clinico. As substancias aceitaveis tém o nome genérico da droga no rotulo, bem como sua poténcia
determinada em ensaios em geral, expressa em microgramas (pg) ou Unidades Internacionais por mg de
p6] e a data de vencimento. As substincias devem ser armazenadas de acordo com as instrugdes do
fabricante, ou a -20° C ou menos, em dessecador (de preferéncia sob vacuo). Quando o dessecador ¢
retirado do congelador, deve permanecer a temperatura ambiente, antes de ser aberto (para evitar a
condensacao de agua).

2.2 Pesagem das substincias Antiflingicas

Todos os agentes antifingicos devem ser submetidos a ensaio para determinar sua poténcia. A poténcia
determinada no ensaio pode com freqiiéncia, varia conforme cada lote de produgdo da droga. Por isso, o
laboratdrio deve padronizar suas solugdes antifungicas com base nos resultados dos ensaios dos lotes de
substancias antifiingicas que estdo sendo usados.

Ambas as equagdes, a seguir, podem ser usadas para determinar a quantidade de pd ou diluentes
necessarios para preparar a solugdo-mae:

Peso (mg) = Volume (mL) x Concentrac¢do (ug/mL) (D)
Poténcia da substancia (pg/mg)

ou

Vol. (mL) = Peso (mg) x Poténcia da substéncia (ug/mg) 2)

Concentragdo (pg/mL)

O antifingico sob forma de p6 deve ser pesado em balanga analitica calibrada com pesos-padrdo de |
referéncia do National Institute of Standards e Technology (KIST [Gaithersburg, MD]) ou outros
aprovados. Em geral, recomenda-se pesar com precisdo uma quantidade em excesso do po necessario e
calcular o volume de diluente final para obtenc¢do da concentracdo desejada final.

Exemplo: Para preparar 100mL de uma solug@o-padrao contendo 1280ug de agente antifungico por mL, |
usando po antifungico com poténcia de 750 pg/mg, utilizar a primeira equagao para estabelecer o peso de
pO necessario:

100mL 1280 pug/mL
Peso  (Vol. Alvo)  (Conc. Desejada) -

= =170,7 3
(mg) 750 pg/mg me 3
(Poténcia)

Visto que ¢ recomendavel pesar uma porcao de pé em excesso do requerido, coloca-se p6d na balanga até
chegar a 182,6mg. Com essa quantidade de p6 pesado, utiliza-se a equacdo (2), anterior, para determinar a
quantidade de diluente necessaria:

4)

® Nos Estados Unidos, os antifingicos_sob forma de p6 ou substancia de referéncia podem ser, também, adquiridos da U.S. |
Pharmacopoeia (12001 Twinbrook Parkway, Rockville, MD 20852).

An NCCLS global consensus standard. °NCCLS. All rights reserved 15



182,6 mg 750 pg/mg
(Peso do Po) (Poténcia)

Volume _ ~107,0 mL

(mL) 1280 pg/mL
(Concentracao desejada)

Conc. final
Portanto, os 182,6 mg de antifingico em pd deverdo ser dissolvidos em 107,0 mL do diluente.
2.3 Preparacao de Solucées-Padrao

As solucdes-padrao de antifungicos sdo preparadas em concentragdes de, pelo menos, 1280_pg/mL ou dez
vezes a concentracdo mais alta a ser testada, sendo sempre a maior das duas. No entanto, existem alguns
agentes antifingicos de solubilidade limitada que podem requerer_concentragdes mais baixas. Em todos
os casos, as informagdes fornecidas pelo fabricante da droga devem ser consideradas na determinagao da
solubilidade.

2.3.1 Uso de Solventes nio-aquosos

Algumas drogas devem ser dissolvidas em solventes diferentes da agua (ver Tabela 1). As informagdes
sobre solubilidade de um agente antifingico devem estar anexadas ao produto. Essas drogas devem ser
dissolvidas em concentragdes 100X mais altas, pelo menos, do que a maior concentragdo usada no teste.
Os agentes, mais freqiientemente, usados incluem: dimetilsulfoxido (DMSO), alcool etilico,
polietilenoglicol e carboxi-metil-celulose, todos em qualidade analitica. Quando esses solventes forem
empregados, recomenda-se preparar uma série de diluicoes com esses solventes, a partir da solugcdo-mae,
até obtencao de 100 vezes a concentragdo final. A seguir, cada solucdo intermedidria devera ser diluida
até a concentragdo final usada no teste (ver a Tabela 1). Esse procedimento impede artefatos resultantes
da precipitacdo de produtos de baixa solubilidade em meio aquoso.

Por exemplo, para preparar uma série de dilui¢des para os testes, contendo uma droga insoluvel em agua,
mas solivel em DMSO, cuja maior concentragdo final é 16ug/mL, pesa-se primeiro 4,8mg (assumindo
poténcia de 100%) do antifingico em p6 que ¢ dissolvido em 3,0mL de DMSO. Isso resulta em solugao-
padrao de 1.600pug/mL. A seguir, preparam-se mais dilui¢des dessa solugdo-mde em DMSO. (Ver as
Tabelas 2 e 3). As solugdes em DMSO serdo diluidas 10X no meio de cultura usado no teste (ver a Secdo
3.3) reduzindo a concentracdo final do solvente para 1%. O DMSO nessa concentragdo (sem a droga)
deve ser usado no teste como controle de diluigao.

O exemplo anterior assume uma poténcia de 100% para o antifingico em pd. Se a poténcia for diferente,
sera necessario aplicar os calculos fornecidos na Segéo 2.2.

2.3.2 Filtragem

Em geral, as solugdes-padrdo ndo contém microorganismos contaminantes, podendo-se assumir que sdo
estéreis. Para se ter certeza da esterilidade, é necessario filtra-las através de uma membrana-filtro. Os
filtros de papel, amianto ou vidros sintetizados, que podem absorver quantidades apreciaveis de certos
agentes antifungicos, ndo devem ser usados. Sempre que se usar filtragem, ¢ importante documentar a
auséncia de absor¢do por meio dos resultados de ensaios apropriados.

2.3.3 Armazenamento

Pequenos volumes de solugdes-padrdo estéreis sdo colocados em frascos estéreis de polipropileno ou
polietileno, selados, cuidadosamente e armazenados (de preferéncia a temperatura de -60°C ou menores,
mas nunca a temperatura superior a -20° C). Os frascos sdo retirados, conforme necessario, ¢ usados no
mesmo dia. Qualquer droga ndo usada deve ser descartada no fim do dia. As solu¢des-padrao dos agentes
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antifingicos, em sua maioria, podem ser armazenadas a -60° C, ou menos, durante seis meses ou mais,
sem perda significativa de atividade'?. Em todo caso, qualquer orientagio fornecida pelo fabricante da
droga deve ser considerada como parte destas recomendagOes gerais e prevalecer sobre qualquer
orientagdo diferente. E indispensavel certificar-se de que ndo ha qualquer deterioragdo significativa do
agente antifingico, o que podera se refletir nos resultados dos testes de sensibilidade, mediante uso de
cepas de controle de qualidade ou cepas de referéncia, como as relacionadas na Tabela 4.

2.4 Numero de Concentracoes Testadas

As concentragdes a serem testadas devem abranger as concentragdes dos pontos de corte e as referentes
aos resultados esperados para as cepas controle de qualidade. Com base em estudos anteriores, os
seguintes intervalos de concentragdo das drogas sdo importante: anfotericina B — de 0,0313 a 16ug/mL;
flucitosina — de 0,125 a 64pg/mL; cetoconazol — de 0,0313 a 16ug/mL; itraconazol — de 0,0313 a
16pg/mL; fluconazol —de 0,125 a 64 pg/mL; e os novos triazolicos — de 0.0313 a 16 pug/mlL.

2.5 Selecdo dos Agentes Antiflingicos para Testes de Rotina_e Emissiao de Relatorios

Embora pontos de corte ja estejam disponiveis para algumas combinagdes organismo-droga, testes de
rotina nao sdo recomendados. Em cada institui¢do, a decisdo sobre realizar ou ndo, testes de sensibilidade
a antifungicos de rotina, deve ser tomada em conjunto com especialistas em doengas infecciosas, comité
de farmacia, pessoal de microbiologia clinica e comité de controle de infecgdes.

2.5.1 Nomes Genéricos

Para minimizar erros, ndo se deve usar os nomes-comerciais dados pelos fabricantes (ex.,usar nome
genérico) de todos os agentes antiflingicos.

2.5.2 Numero de Agentes Testados

Para que os testes de sensibilidade de rotina sejam relevantes e praticos, o nimero de agentes antifiingicos
testados deve ser limitado. Embora isso no seja uma questdo premente no caso dos agentes antifungicos,
0 mesmo principio deve ser aplicado.

2.5.3 Diretrizes para Emissio Seletiva de Relatorios

E valido realizar testes em determinadas circunstancias: (a) como parte de levantamentos periodicos de
série de testes, com vistas a determinar o a estabelecimento de perfil de sensibilidade de cole¢bes de
isolados patogénicos, provenientes da propria instituicdo; (b) para auxiliar na determinagdo da terapia
para infec¢des orofaringeas refratdrias causadas por Candida spp, em pacientes cuja terapia com
antifingicos e doses-padrio, parece ter fracassado; e (c) para auxiliar na determinag¢do da terapia para
infecgOes invasivas por Candida spp. se a utilidade dos agentes antifungicos azolicos for indeterminada.
Nao ha pontos de corte disponiveis para interpretar os resultados de testes de qualquer espécie de fungo
filamentoso contra qualquer agente antifingico e a relevancia clinica dos testes, com qualquer
combinacdo organismo-droga, permanece incerta (ex., quando a infecgdo € causada por um isolado nio C.
albicans). S6 ha pontos de corte disponiveis para Candida spp. contra fluconazol, itraconazol e
flucitosina, sendo que, a relevancia clinica dos testes para qualquer outra combinag¢do organismo-droga
permanece incerta. As amostras biologicas para obtencdo das culturas e para outros testes devem ser
obtidas antes de do inicio da terapia com antifingicos.

3  Metodologia dos Testes

3.1 Meio liquido
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3.1.1 Meio Sintético

Recomenda-se um meio completamente sintético para os testes de sensibilidade. O meio sintético
denominado RPMI-1640 (com glutamina, sem bicarbonato e com indicador vermelho de fenol) ¢
considerado satisfatorio, ou pelo menos tdo adequado quanto varios outros meios sintéticos, tendo sido
usado para desenvolver esta norma®* A formula desse meio é apresentada na Tabela 6 e sua preparagdo
esta delineada no Apéndice A.

3.1.2  Soluc¢io-Tampio

O meio deve ser tamponado a pH 7,0 £ 0,1, em temperatura de 25° C. Deve-se selecionar uma solugao-
tampdo que ndo antagonize os agentes antifungicos. A solugdo- tampao Tris ndo € satisfatoria porque
antagoniza a atividade da flucitosina. As solugdes- tampdo tipo Zwitterion sdo preferiveis ‘as que
atravessam facilmente, a membrana celular, como os fosfatos porque, teoricamente, esses ultimos podem
produzir interagdes inesperadas com agentes antifingicos. Uma solugdo-tampéao considerada satisfatoria
nos testes de sensibilidade a antifungicos ¢ o MOPS [4dcido 3-(N-morfolino) propanosulfonico]
(concentragdo final de 0,165 mol/L, pH 7,0). O pH de cada lote de meio deve ser verificado com um
medidor de pH imediatamente apds sua preparagdo; o pH pode variar de 6,9 a 7,1 a temperatura ambiente
(25° C). Os valores de CIM de cada lote de meio de cultura devem ser avaliados usando um painel de
organismos de controle de qualidade (ver a Secédo 4).

3.2 Preparacio de Diluicoes de Agentes Antifiingicos

Os diferentes procedimentos de preparagdo e armazenamento de solucdes de agentes antifingicos sdo as
seguintes.

(D Usar tubos de ensaio plasticos e estéreis, 12 x 75mm para preparar e realizar os testes.

2) Usar um pogo para controle do crescimento contendo meio sintético RPMI-1640 sem agente
antifungico (mas, com solvente ndo aquoso, quando pertinente) para cada organismo testado.

3) Fechar os tubos com tampas de rosca de plastico ou metal.
3.2.1 Agentes Antiftingicos Soliiveis em Agua

Quando se precisa realizar dilui¢do seriada em razdo 2 dos agentes antifingicos soluveis em agua, estas
podem ser preparadas volumetricamente em meio liquido (Tabela 2). O procedimento para os agentes
antifingicos nao-soluveis em agua ¢ diferente do empregado para agentes soliiveis em agua e encontra-se
descrito a seguir. Para fazer um niimero pequeno de testes, recomenda-se consultar a metodologia descrita
na Tabela 3.

O volume total de cada solugdo a ser preparada depende do niimero de testes a serem realizados. Visto
que se usa 0,ImL de cada concentragdo da droga antifungica para cada teste, 1,0mL de solucdo sera
suficiente para pipetar o necessario para nove testes. Utiliza-se apenas uma pipeta para os diluentes e, a
seguir, acrescentar a solugdo-padrdo do antifiingico ao primeiro tubo de ensaio. Emprega-se uma pipeta
separada para cada dilui¢ao restante dessa série. Uma vez que a diluicao das drogas sera de 1:10 quando
combinadas com o indculo, as solu¢des de trabalho de agente antifingico sdo 10X mais concentradas do
que as concentragdes finais.

Muitas pessoas acreditam que trabalhar com diluigdes 1:10 (conforme indicado na Tabela 2) ¢ facil e
conveniente. Entretanto, algumas pipetas automatizadas dispensam apenas volumes de 1,0 ou 0,1mL.
Assim, a razdo 1:11 seria preferivel. Nao ¢ importante se o volume final do teste ¢ 1,0mL ou 1,ImL.
Quando se efetuam dilui¢des 1:11, o esquema de diluigdo deve ser alterado de maneira a obter as mesmas
concentracdes finais da droga.
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3.2.2  Agentes Antifiingicos Insoliveis em Agua

No caso dos agentes antifungicos cujas solugdes-padrdo ndo podem ser preparadas em agua, como
cetoconazol, anfotericina B, itraconazol ou os novos azoélicos, deve-se preparar uma série de diluigdes do
agente em solvente apropriado, sendo a primeira 100X a concentracao final (ver a Se¢ao 2.3.1). A seguir,
cada solugdo ndo aquosa deve ser diluida 10X em caldo RPMI-1640.

Por exemplo, quando se deseja uma série de diluigdes com concentracdes finais na faixa de 16pug/mL a
0,0313pg/mL, prepara-se primeiro uma série de concentracdes de 1.600 a 3,13ug/mL em DMSO (ver a
Secdo 2.3.1). Para preparar volumes de ImL de agente antifungico diluido (suficiente para dez testes),
pipeta-se primeiro volumes de 0,9mL do meio RPMI-1640 em cada tubo de ensaio estéril, em total de
onze. Com auxilio de uma tnica pipeta, acrescenta-se 0,1mL de DMSO puro a uma aliquota de 0,9mL de
meio de cultura (controle de esterilidade do meio); a seguir, pipeta-se 0,ImL da menor concentragio
(3,13pg/mL) da droga diluida em DMSO, a o outro tubo com 0,9 mL de meio de cultura, seguindo com
0,ImL da concentragdo 6,25ug/mL e assim sucessivamente, por toda a série de concentracdes,
acrescentado-se cada vez, 0,IlmL da solucdo de antifingico aos volumes de 0,9mL de meio. Esses
volumes podem ser ajustados, se necessario, dependendo do nimero total de testes a serem realizados.
Visto que havera uma diluicdo 1:10 das drogas quando combinadas com o inodculo, as solucdes de
trabalho dos agentes antifingicos sdo 10X mais concentradas do que as concentragdes finais.

33 Preparacio do Inéculo
As diferentes operacdes de preparagdo do indculo sdo as seguintes.

(D) Deve-se realizar a subcultura (repique) dos organismos, em tubos estéreis com agar Sabouraud-
dextrose ou agar batata-dextrose, executando passagens para assegurar sua pureza ¢ viabilidade. A
temperatura de incubagdo deve permanecer em 35° C.

2) O in6culo deve ser preparado escolhendo-se cinco colonias com didmetro de ~Imm de cultura de
24 horas para espécies de Candida ou cultura de 48 horas para C. neoformans. As colonias devem ser
suspensas em SmL de solucgdo salina estéril 0,145 mol/L (8,5g/L NaCl; salina a 0,85%).

3) A suspensdo resultante deve ser colocada em agitador de vortex durante 15 segundos e a
densidade celular, ajustada com espectrofotdmetro, acrescentando-se solugdo salina suficiente para obter
a transmitancia equivalente de uma solugdo-padrao da escala de McFarland 0,5 (ver o Apéndice B), em
comprimento de onda de 530nm. Esse procedimento fornece uma suspensio-padrao de levedura contendo
1 x 10%a 5 x 10° células por mL. A suspensdo de trabalho é produzida fazendo-se uma dilui¢io 1:100
seguida de uma diluicdo de 1:20 da suspensdo-padrao com meio liquido RPMI 1640, resultando em
concentracdo de 5,0 x 10% 22,5 x 10° células por mL*

34 Inoculacio do meio RPMI-1640

Antes de ajustar o inoculo, coloca-se 0,ImL de cada uma das diferentes concentragcdes de agente
antifingico em tubos de ensaio 12 x 75mm. Para controle de crescimento coloca-se 0,1mL do diluente da
droga, sem agente antifingico. Dentro de 15 minutos apo6s padronizar o inoculo (até duas horas, se o
inoculo for mantido a 4° C), acrescenta-se € homogeneiza-se 0,9mL do indculo ajustado, a cada tubo de
ensaio da série de concentragdes . Isso resulta em dilui¢do 1:10 de cada concentragdo de antifungico e
uma dilui¢do do indculo em 10% .

35 Incubacao
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Com excecdo de C. neoformans, os tubos sdo incubados (sem agitacdo) a 35° C, durante periodo de 46 a
50 horas, em ar ambiente. Nos testes com C. neoformans, os tubos devem ser incubados por periodo total
de 70 a 74 horas, antes de se determinar os resultados.

3.6 Leitura dos Resultados

A quantidade de crescimento nos diferentes tubos contendo o agente antifungico é comparada,
visualmente, com a quantidade de crescimento no tubo controle de crescimento para cada levedura (sem
agente) usado em cada série de testes, da seguinte maneira.

3.6.1 Anfotericina B

Para anfotericina B, os pontos finais da reacdo sdo, claramente, definidos, sendo facil distinguir a CIM
como a menor concentragdo de droga que impede qualquer grau de crescimento discernivel. Em geral,
ndo sdo vistos pontos finais da reacdo mal definidos.

3.6.2 Antifungicos Flucitosina e Azdlicos

Para flucitosina e especialmente para os azolicos, como fluconazol e cetoconazol, os pontos finais da
reagdo sdo menos claramente, definidos do que os descritos para anfotericina B, o que pode constituir
uma fonte substancial de variabilidade. O uso de pontos finais menos rigorosos (aceitando alguma
turbidez acima da CIM) tem melhorado a concordancia entre laboratorios, além de discriminar entre
isolados, supostamente, sensiveis e isolados resistentes. Quando a turbidez persiste, acima da CIM, ¢
freqlientemente, idéntica para todas as concentragdes da droga. O grau de turbidez aceito pode ser
estimado diluindo-se 0,2mL da suspensdo do controle de crescimento, isento da droga, em 0,8mL do meio
de cultura, produzindo um padrio de inibigdo de 80%.>'° Mesmo a dispersio de grumos, que pode se
tornar evidente apds incubagao, pode fazer com que a determinagdo do ponto final seja mais reprodutivel.
Além disso, deve-se usar cepas de referéncia com sensibilidade pré-definida para a capacitagdo do pessoal
novato do laboratorio.

3.7 Interpretacio dos Resultados

Os pontos de corte (breakpoints) para interpretacdo dos resultados s6 foram estabelecidos para algumas
combinagdes organismo-droga (ver o Apéndice C). A relevancia clinica dos testes com outras
combinagdes organismo-droga continua incerta, mas as informagdes mais relevantes podem ser resumidas
conforme segue.

3.7.1 Anfotericina B

Até agora, a experiéncia usando os testes descritos nesta Norma indica que as CIMs da anfotericina B,
para isolados de Candida spp., apresentam-se agrupados em pequeno intervalo_entre 0,25 e 1.0pg/mL.
Quando os isolados que parecem resistentes a anfotericina B em modelos animais sdo testados usando os
métodos da Norma M27, ¢ possivel obter valores de CIM superiores a lpg/mL. Infelizmente, a
metodologia da Norma M27 ndo permite a detecg¢do desses isolados de maneira consistente e tudo que se
pode concluir, no presente momento, ¢ que quando se obtém um valor de CIM de anfotericina B
>1pg/mL para um isolado de Candida spp., ¢ provavel que o isolado seja resistente a anfotericina B.
Pesquisas em andamento sugerem que testes com Antibiotic Medium 3 suplementado com glicose
(dextrose) a 2% permitem maior confiabilidade na detec¢do dos isolados resistentes.'”'® Entretanto, a
reprodutibilidade desse método ainda esta sendo estudada'® e os laboratérios que decidirem realizar esses
testes devem comparar, cuidadosamente, seus resultados com aqueles obtidos com isolados com resposta
conhecida ‘a anfotericina B. Uma cole¢do de isolados de referéncia, com utilidade potencial foi
depositada na American Type Culture Collection (ATCC®): C. lusitaniae ATCC® 200950; ATCC®
200951, ATCC® 200952, ATCC® 200953, ATCC® 200954; C. albicans ATCC® 200955; e C. tropicalis
ATCC" 200956.
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3.7.2 Flucitosina

Os pontos de corte para a interpretagao dos resultados com Candida spp. e flucitosina foram estabelecidos
com base, em grande parte, na farmacocinética da droga (ver o Apéndice C).

3.7.3 Fluconazol

Com base em grande acervo de dados do fabricante de fluconazol'' foram estabelecidos pontos de corte
para a interpretagdo dos resultados com Candida spp. e fluconazol (ver o Apéndice C). Esses dados sdo
provenientes, principalmente, de estudos com casos de candidiase orofaringea e infecgdes invasivas por
Candida spp., em pacientes ndo-neutropénicos, sendo incerta sua relevancia clinica em outros contextos.
Além disso, esses pontos de corte de interpretagdo ndo se aplicam a C. krusei e, portanto, € imprescindivel
identificar a espécie, antes de determinar a CIM. A utilidade dos testes com isolados de C. neoformans
esta se%io intensamente estudada e dados recentes sugerem correlagdo entre CIMs elevadas e fracasso
clinico.

3.7.4 Cetoconazol

Até agora, a experiéncia usando os testes descritos nesta Norma indicam que valores de CIM para
leveduras variam de 0,03 a 16ug/mL. Entretanto, ainda ndo ha dados indicando correlagdo entre CIM e
resultados de tratamento com cetoconazol.

3.7.5 Itraconazol

Com base em grande quantidade de dados do fabricante de fluconazol'' foram estabelecidos pontos de
corte para a interpretacdo dos resultados de testes com Candida spp. e itraconazol (ver o Apéndice C).
Esses dados sdo provenientes, principalmente, de estudos de candidiase orofaringea, sendo incerta sua
relevancia clinica em outros contextos. Além disso, é impossivel ressaltar, de modo convincente a
importancia da preparagdo correta das diluigdes do itraconazol, dado que ¢ um produto insoluvel. O uso
de solventes incorretos ou desvios no esquema de diluigdes sugerido na Tabela 3 pode levar a erros
substanciais, causados por artefatos de diluigéo.

3.7.6 Novos Triazéis

Até agora, a experiéncia com posaconazol, ravuconazol e voriconazol usando os testes descritos nesta
Norma, indica que os valores de CIM para leveduras variam de 0,03 a 16ug/mL, sendo que, a maioria dos
isolados ¢ inibida a <lug/mL de quaisquer dos trés agentes. Entretanto, ainda ndo ha dados indicando
correlagdo entre CIM e resultados de tratamento com estes agentes.

3.8 Modifica¢des para Microdiluicio

Ha volume substancial de dados publicados documentando excelente concordancia entre os resultados
obtidos com a metodologia de macrodilui¢ao descrita anteriormente, € uma adaptacdo para microdiluigdo
8102124 " A facilidade de execugdo dos testes de microdiluigdo ¢ muito interessante, sendo que a maioria
dos laboratorios de patologia clinica, provavelmente, decidird implementar este método ao invés do
método de macrodilui¢do. Os passos e as condi¢des de teste relevantes ao teste de microdiluigdo sdo aqui
discutidos de maneira detalhada.

As concentragdes 10X da droga, descritas para o teste de macrodiluicdo, devem ser diluidas a 1:5 com
RPMI para se conseguir concentragdo 2X necessaria para o teste de microdilui¢do. As suspensdes dos
indculos sdo preparadas e ajustadas conforme descrito para os testes de macrodiluigdo. A suspensdo-
padrdo de levedura é misturada durante 15 segundos em vortex, diluida 1:50 e depois 1:20 com o meio de
cultura, para se obter o indculo 2X concentrado usado no teste (de 1 x 10° a 5 x 10 CFU/mL). O indculo
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(2X) sera diluido a 1:1 quando os pogos forem inoculados, chegando-se a concentragdo final desejada de
indculo (de 0,5 x 10* a 2,5 x 10° CFU/mL).

O teste de microdiluicdo ¢ realizado em placas de microdiluicdo estéreis, descartaveis, com multiplos
pocos (96 pocos em formato de U). As concentragdes 2X da droga sdo dispensadas nos pogos das fileiras
1 a 10 das placas de microdilui¢do, em volumes de 100uL, com uma pipeta multicanal. A fileira 1 devera
conter a maior concentracao da droga (64 ou 16pug/mL) e a fileira 10 a menor concentragdo da droga (0,12
ou 0,03ug/mL). Essas placas podem ser cobertas com filme plastico, colocadas em sacos de plastico e
armazenadas congeladas a temperatura -70° C, por até seis meses, sem deterioragdo da poténcia da droga.
Cada pogo da placa de microdiluicdo ¢ inoculado, no dia do teste, com 100uL da correspondente
suspensdo 2X concentrada do indculo, o que leva as diluicdes das drogas e a concentragdo do indculo
antes mencionados. Os pogos controle de crescimento contém 100uL. de meio estéril, isento de droga, e
sdo inoculados com 100uL das suspensdes 2X concentradas dos inoculos. Os organismos de CQ sdo
testados da mesma maneira e sdo incluidos toda vez que se testa um isolado. A fileira 12 da placa de
microdiluicdo pode ser usada para efetuar o controle da esterilidade (apenas meio isento de drogas).

As placas de microdilui¢do sdo incubadas a 35° C, observando presenca ou auséncia de crescimento
visivel. A agitacdo das placas pode simplificar a leitura dos pontos finais. Os pocos de microdilui¢ao
recebem uma pontuacio (escore) o crescimento em cada poco € comparado com o do pogo controle do
crescimento (isento de droga) com auxilio de um espelho de leitura;. A seguir, cada pogo da placa de
microdiluicdo recebe um valor numérico, usando a seguinte escala: 0 = opticamente claro; 1 =
crescimento indefinido; 2 = redugdo proeminente de crescimento; 3 = ligeira redugdo do crescimento; ¢ 4
= nenhuma reducdo do crescimento. Quando a formagdo de grumos na suspensdo prejudica a
determinagdo da pontuagdo dos pocos, deve-se tentar pipetar, agitar em vortex ou outra técnica de
homogeneizagdo *** . O valor de CIM de anfotericina B ¢ definido como a menor concentragdo em que
se observa o escore 0 (opticamente claro), sendo o CIM de 5-FC e de azdis definido como a menor
concentracdo em que se observa o escore 2 (redugdo proeminente de crescimento). Uma diminui¢do
proeminente de turbidez corresponde a, aproximadamente, 50% da inibi¢do do crescimento, determinado
em espectrofotometro. Os resultados da microdiluicdo com leitura de CIM realizada em 48 horas (72
horas, para a maioria dos isolados de C. neoformans) tém maior concordincia com o método de referéncia
por macrodiluigdo em caldo™ ***

3.9 Impacto do Tempo de Leitura: 24 Horas versus 48 Horas

A metodologia da Norma M27-A2 para Candida recomenda ponto final de leitura apds 48 horas. Para a
maioria dos isolados, a diferenca entre leitura apds 24 horas e apos 48 horas ¢ minima e ndo altera a
categoria de interpretacdo (i.e., ndo muda a classificagdo do isolado como “sensivel”" ou “resistente”).
Entretanto, pesquisa recente indicou inclusdo de leituras apos 24 horas porque: (a) € possivel, com
freqiiéncia, ler CIM apods 24 horas e (b) leituras apds 24 horas podem ser mais relevantes, do ponto de
vista clinico, no caso de alguns isolados. Os isolados cuja leitura precoce ¢ importante sdo os que
apresentam aumento dramatico de CIM, das 24 horas para as 48 horas, devido ao crescimento indefinido
(denominado trailing) e significativo (inibigao parcial do crescimento, ao longo de um amplo intervalo de
concentragdes do antifungico). Com ocorréncia estimada em, aproximadamente, 5% dos isolados’ esse
crescimento indefinido pode ser suficiente para fazer com que um isolado que parecia sensivel as 24
horas, se torne completamente resistente apos 48 horas. Duas pesquisas in vivo sobre esse fenomeno e
independentes entre si, empregando candidiase murina disseminada como modelo®”*®, demonstraram que
os isolados com esse tipo de comportamento devem ser classificados como “sensiveis”, ao invés de
“resistentes”. Esse conceito foi corroborado pela demonstragdo de que o crescimento indefinido pode ser
eliminado diminuindo o pH do meio de teste para 5 ou menos™ e, também, pela demonstragdo clinica de
que a candidiase orofaringea causada por tais isolados responde a dose menor de fluconazol do que a
usada para tratar isolados sensiveis tipicos®’. A luz dessas observagdes, sdo fornecidos os intervalos de
CIM, para ambas as leituras, de 24 e 48 horas, em testes de microdilui¢des, para duas cepas de CQ e oito
agentes antifingicos sistémicos (Tabela 5).
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3.10  Outras Modificacoes

Além dos esfor¢cos em andamento para simplificar os testes descritos nesta Norma, foram desenvolvidas
algumas modificacdes mais fundamentais do método, em resposta a problemas especificos, as quais
encontram-se descritas na Tabela 7. Essas modificagdes ndo fazem parte da atual metodologia, mas os
laboratorios interessados podem ter interesse em explorar sua relevancia clinica.

4  Controle de Qualidade

4.1 Propésito

As metas do programa de controle de qualidade sdo monitorar os seguintes elementos:

e precisdo e acuracia da metodologia dos testes de sensibilidade;

e desempenho dos reagentes, condigdes de teste e instrugdes usadas no teste; e

e desempenho das pessoas que realizam os testes e 1éem os resultados.

Embora outros fatores também intervenham, a melhor maneira de alcangar essas metas esta no uso de
medidas de controle de qualidade e cepas de referéncia, selecionadas por sua estabilidade genética e
utilidade no método especifico sob controle’.

4.2 Responsabilidades no Controle de Qualidade

4.2.1 Fabricantes (Produtos Comerciais e¢/ou “Internos”)

Os fabricantes sdo responsaveis pelos seguintes elementos:

e cstabilidade dos antifungicos;

e identificagdo dos antifiingicos;

e poténcia das solugdes padrao;

e adesdo as boas praticas de fabricacao;

e integridade do produto; e

e responsabilidade e rastreabilidade a um consignatario.

4.2.2 Laboratério (Usuario)

O laboratorio € responsavel pelos seguintes elementos:

. armazenamento (deterioragdo da droga);

e  proficiéncia do operador; e

. adesdo a metodologia (ex., efeito do indculo, condigdes de incubagdo [tempo e temperatura]).
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4.2.3 Responsabilidades Mutuas

Os fabricantes devem desenhar e recomendar um programa de controle de qualidade que permita que o
usuario avalie as variaveis (ex., niveis de indculo, condigdes de armazenamento/transporte) provaveis de
causar problemas no bom desempenho laboratorial e determine se o ensaio tem desempenho correto,
quando executado de acordo com as instru¢des de uso.

4.3 Selecéiio das Cepas de Referéncia

As cepas de referéncia ideais para o controle de qualidade dos métodos de diluigdo tém valores de CIM
proximos aos situados no meio do intervalo de concentragdes, para todos os agentes antifingicos testados.
Uma cepa-controle ideal ¢ inibida na quinta diluicdo de uma série —log, de nove dilui¢des, mas as cepas
com CIM entre a terceira e sétima diluigdes sdo aceitaveis. Antes de ser aceita como referéncia, a cepa
deve ser testada, pelo periodo que for necessario, até demonstrar que seu perfil de sensibilidade aos
agentes antifungicos é, geneticamente, estavel. A Norma M23 - Development of In Vitro Susceptibility
Testing Criteria and Quality Control Parameters do NCCLS fornece diretrizes para sele¢ao de cepas-
controle de qualidade apropriadas e para determinagdo de intervalos de valores aceitaveis de CIM. As
cepas de CQ relacionadas nas Tabelas 4 ¢ 5 foram selecionadas de acordo com esses critérios.®”"'?

4.4 Armazenamento das Cepas de Referéncia
4.4.1 Métodos de Armazenamento para Prazos Curto e Prolongado
As cepas de referéncia sdo armazenadas de maneira a minimizar a possibilidade de sua mutagao.

. Ha dois métodos de preferéncia para o armazenamento prolongado de cepas de referéncia. As
leveduras podem ser cultivadas em agar batata-dextrose e depois congeladas a -70° C, conforme
descrito por Pasarell e McGinnis.”' Alternativamente, as cepas de referéncia (embora, ndo espécies
de Cryptococcus) podem ser preservadas suspendendo as células fiingicas em solucdo de glicerol a
50% em pequenos frascos e armazenando-as a 70° C.

. Para armazenamento de curto prazo, as culturas-padrdo de trabalho devem ser cultivadas em tubos
de 4agar Sabouraud ou agar dextrose peptona inclinados até se observar crescimento suficiente, sendo
depois armazenadas a temperatura de 2 a 8° C. Os repiques sdo preparados a cada duas semanas pelo
método de transferéncia seriada. Para evitar a mistura de culturas, recomenda-se ndo realizar mais do
que trés passagens apos a retirada da cepa padrio congelada. Deve-se obter uma cultura-padrdo nova
sempre que ocorrerem resultados aberrantes.

4.4.2 Fontes de Cepas de Referéncia

As cepas de referéncia devem ser obtidas de fontes que possam fornecer informagdes acerca da origem da
cultura (por exemplo, da empresa American Type Culture Collection [ATCC"],® de fontes comerciais com
historia documentada da cultura, ou de instituicdes de referéncia com capacidade comprovada de
armazenar € usar os organismos de maneira compativel com risco minimo de contaminagao).

4.4.3 Preparacao das Cepas para Armazenamento

Para preparar as cepas para armazenamento, deve-se obedecer ao seguinte procedimento:

@) Cultivar os organismos em placas de Petri, durante a noite, em agar Sabouraud-dextrose, ou em
agar batata-dextrose, ou agar enriquecido com digerido de soja-caseina.

¢ ATCC é marca registrada da American Type Culture Collection.
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2) Selecionar o crescimento de varias colonias e realizar testes de sensibilidade apropriados, para
demonstrar resultados esperados de CIM (ver a Tabela 4 para as CIMs esperadas de algumas
cepas de referéncia).

3) Realizar uma subcultura das cepas, que produziram os resultados esperados, no mesmo meio
usado para a cultura primaria e incubar durante periodo longo para que ocorra crescimento
suficiente (em geral, de um a trés dias).

@) Examinar com cuidado o crescimento resultante para se certificar da pureza da cultura.

®)] Suspender o crescimento na solugdo estabilizante até fazer suspensdo densa (ou, se estiver
liofilizado, suspender o crescimento no meio apropriado).

(6) Distribuir pequenos volumes (uma ou duas gotas) da suspensdo turva em recipientes estéreis
adequados.
(7 Colocar esses recipientes em congelador, mantidos conforme indicado na Se¢do 2.3.3, ou em

nitrogénio liquido.
As suspensoes-padrdo, preparadas de acordo com o procedimento delineado anteriormente, podem ser
mantidas indefinidamente, sem risco significativo de alteragdo nos perfis de sensibilidade ao agente
antifungico. Quando o estoque de recipientes estiver praticamente exaurido, repete-se o processo para
produzir um novo estoque.

4.5 Uso Rotineiro das Cepas de Referéncia

Para o uso rotineiro das cepas de referéncia, é necessario realizar os seguintes procedimentos:

(D Retirar o recipiente da cultura do congelador ou obter um frasco liofilizado.
2) Deixar descongelar a suspensdo congelada ou reidratar a cultura liofilizada.
3) Realizar uma subcultura em placas contendo agar batata-dextrose e incubé-las a 35° C durante 24

horas, para as espécies de Candida, ou 48 horas para C. neoformans.

4) Retirar quatro ou cinco coldnias, realizar subculturas no meio para os testes de sensibilidade
apropriados e, a seguir, realizar subculturas em tubos contendo agar inclinado, enriquecido com
digerido de soja-caseina.

®)] Apos incubar as cepas durante a noite, elas devem ser armazenadas a temperatura de 2 a 8° C.
(6) Realizar as subculturas, em placa contendo agar, a partir do tubo com agar inclinado.
(7 Realizar sempre os testes de sensibilidade das colonias de placas cultivadas durante uma noite.

Os tubos com agar inclinado podem ser usados como culturas-padrao de trabalho. Esses tubos devem ser
substituidos de duas em duas semanas, pelo menos, por novos tubos do estoque congelado.

4.6 Controle de Lotes do Meio e Equipamento de Plastico

Para controle de lotes de meio de cultura e de artigos plasticos, o procedimento pode ser dividido nos
seguintes passos:
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(n) Testar cada novo lote de meio usado em tubos de macrodiluicdo, ou lote de placas de
microdiluicdo, usando uma das cepas-controle de qualidade relacionadas na Tabela 4, para
determinar se os valores de CIM estdo dentro do intervalo esperado; caso contrario, rejeitar o
lote.

2) Pelo menos um tubo de cada lote deve ser incubado, sem inocular, durante o0 mesmo periodo
necessario para realizar o teste, de maneira a verificar a esterilidade do meio.

3) Os lotes novos do meio RPMI-1640 devem ser testados para verificar se seu desempenho sera
aceitavel, antes de usa-los em testes de isolados clinicos, visto que estudos recentes demonstram
que alguns lotes ndo tém desempenho adequado. O pH pode variar de 6,9 a 7,1 (ver a Segdo
3.1.2).

@) Registrar os numeros de lote de todos os materiais e reagentes usados nesses testes.
4.7 Freqiiéncia dos Testes de Controle de Qualidade
4.7.1 Intervalos de CIM

As Tabelas 4 e 5 apresentam os intervalos de precisdo dos valores de CIM para um unico teste de
controle.*”'? Em geral, 1 dentre 20 valores de CIM, em série de 20 testes consecutivos, pode estar fora
do controle (i.e., fora da faixa definida), devido as variacdes aleatorias do teste. Dois resultados
consecutivos, com valores fora do esperado ou mais de 2 resultados fora do esperado em 20 testes de
controle consecutivos, exigem medidas corretivas. Toda vez que se tomar medidas corretivas, a contagem
de 20 testes consecutivos recomega.

OBSERVACAO: Nio confundir este procedimento com o procedimento para estabelecer o desempenho
satisfatorio dos testes de CIM visando a realizac@o de testes de controle de qualidade semanais, ao invés
de diarios (ver a Secdo 4.7.2).

4.7.2 Freqiiéncia dos Testes

Para monitorar o desempenho geral dos procedimentos para testes, recomenda-se incluir cepas de
referéncia apropriadas, todo dia que o teste for realizado. Entretanto, a freqiiéncia do monitoramento dos
testes pode ser diminuida se o laboratorio puder documentar desempenho satisfatorio com testes de
controle diarios. Para esse fim, define-se desempenho satisfatério da seguinte maneira:

(n) Documentacdo mostrando que todas as cepas de referéncia foram testadas durante 30 dias
consecutivos de testes.

2) Para cada combinagao droga-microorganismo, apenas 3 dentre 30 valores de CIM (i.e., valores de
CIM obtidos para uma combinacao droga-microorganismo durante 30 dias consecutivos de testes) podem
estar fora do intervalo de acurécia definidos s nas Tabelas 4 e 5.

OBSERVACAO: Este procedimento é apenas para estabelecer o desempenho satisfatério dos testes de
CIM, com a finalidade de realizar testes de controle de qualidade semanais, ao invés de diarios. Este
procedimento ndo deve ser confundido com os passos que devem ser seguidos para tomar as medidas de
correcao definidas na Secdo 4.7.1.

Quando essas condigdes forem cumpridas, serd preciso testar cada cepa de referéncia pelo menos uma vez
por semana e sempre que qualquer reagente for mudado. Sempre que for constatado um valor de CIM
fora do intervalo de acuracia, usando o sistema de monitoramento semanal, sera necessario recomecar €
manter os testes de controle diarios enquanto ndo se definir qual ¢ a fonte de erro para o resultado
aberrante e a resolucdo do problema néo tiver sido documentada da seguinte maneira:
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Realizar os testes com cepas de referéncia apropriadas durante cinco dias consecutivos.

Para cada combina¢do droga-microorganismo, os cinco valores de CIM (ex., valores de CIM obtidos para
uma combinagdo droga-microorganismo durante cinco dias consecutivos de testes) devem se manter
dentro do intervalo de acuracia definidos nas Tabelas 4 e 5.

3) Se a solucdo do problema ndo puder ser documentada (ex., pelo menos um dos cinco valores de
CIM estiver fora do intervalo de acuracia) sera necessario continuar os testes diarios de controle
de qualidade. A volta aos testes semanais, no futuro, exigird desempenho satisfatorio
documentado durante 30 dias consecutivos adicionais de testes, conforme delineado nesta se¢do.

No caso de algumas drogas, os testes de controle de qualidade devem ser efetuados com freqii€éncia maior
do que uma vez por semana, devido a degradagao relativamente rapida da droga.

4.8 Outros Testes de Controle
4.8.1 Controle do Crescimento

Cada série de testes de macrodilui¢do deve incluir um controle de crescimento do meio RPMI 1640, sem
agente antifingico, para avaliar a viabilidade dos organismos de teste. Com os testes de caldo, o controle
do crescimento também serve como controle da turbidez para a leitura dos pontos finais.

4.8.2 Controle de Pureza

Uma amostra de cada indculo deve ser colocada numa placa de agar apropriado e incubada até haver
suficiente crescimento visivel para detectar culturas mistas e fornecer coldnias isoladas frescas, para o
caso de se tornar necessario fazer uma retestagem.

4.8.3 Controle da Leitura dos Pontos Finais da Reacio

A leitura dos pontos finais da reacdo deve ser monitorada, periodicamente, para minimizar possiveis
variagoes nos testes de CIM entre diferentes observadores. Todo pessoal de laboratorio que realiza esses
testes devera ler, separadamente, um conjunto selecionado de testes de dilui¢ao. Os resultados devem ser
registrados ¢ comparados com os resultados obtidos por um técnico experiente. As cepas de referéncia
com valores de CIM pré-determinados sdo particularmente Uteis para esta finalidade, especialmente em
testes com fluconazol.*"'?

4.9 Cepas de Controle de Qualidade (ver também a Secgdo 4.3)

As cepas de referéncia ideais para o controle de qualidade dos testes de dilui¢do tém valores de CIM
proximos ao ponto médio do intervalo de concentracdes utilizado para todos os agentes antifungicos; ex.,
uma cepa-controle ideal serd inibida na quarta dilui¢do de uma série de sete dilui¢des, embora, cepas com
valores de CIM na terceira ou na quinta diluicdo também sejam aceitaveis.

As Tabelas 4 e 5 relacionam os intervalos previstos para as cepas consideradas aceitaveis como cepas-

controle de qualidade. Além disso, sdo apresentadas cepas adicionais que podem ser uteis para realizar
estudos de referéncia.””'?
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Apéndice A. Meio RPMI-1640
RPMI-1640 meio tamponado com MOPS 0,165 mol/L, 1 L.

10,4g de meio RPMI-1640 em p6 (com glutamina e vermelho fenol, sem bicarbonato) 34,53g de tampao
de MOPS (acido 3-[N-morfolino] propanosulfonico)

Dissolver o meio em pé em 900mL de H,O destilada. Acrescentar MOPS (concentragdo final de 0,165
mol/L), agitando até dissolver. Enquanto mexer, ajuste o pH para 7,0 a 25° C usando hidroxido de sodio 1

mol/L. Acrescentar 4gua adicional para levar o meio a um volume final volume de 1 L. Esterilizar por
filtragem e armazenar a 4° C até usar.

Apéndice B. Padrdo de Turbidez de Sulfato de Bario McFarland 0,5

Para padronizar a densidade do ino6culo, utiliza-se uma solugdo padrio de turbidez de BaSO,
(Solugdo Padrao de McFarland 0,5).

O processo consiste nos seguintes passos.

() Preparar a solugdo padrio de turbidez acrescentando 0,5mL de BaCl, 0,048 mol/L (1,175% w/v
BaCl,*2H,0) a 99,5mL de H,SO40,18 mol/L (0,36 N) (1% v/v).

2) Verificar a densidade correta da solugdo padrio de turbidez usando um espectrofotdmetro com
via de luz (light path) de 1cm e cubeta correspondente para determinar a absorbancia. A 625nm, a

absorbancia devera ser de 0,08 a 0,10 para a solugdo padrdo McFarland 0.5.

3) Colocar de 4 a 6mL em tubos com tampas de rosca, do mesmo tamanho dos usados para cultivar
ou diluir o ind6culo em cultura de caldo.

4) Fechar bem os tubos e armazena-los em camara escura, a temperatura ambiente.

%) Agitar vigorosamente esse padrao de turbidez num misturador de vortex mecanico imediatamente
antes de usar.

(6) Substituir as solugdes padrdo ou verificar novamente as densidades trés meses depois de
preparadas.
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Apéndice C. Diretrizes de Interpretacdo dos Testes de Sensibilidade In Vitro das
Espécies de Candida

. . Suscetivel Sensibilidade Dose- Sensibilidade Resistente
Agente Antifingico Dependente Intermediaria
S (S-DD)? 0 R)
Fluconazol® <8 16-32 - > 64
Itraconazol’ <0.125 0.25-0.5 - > 1
Flucitosina <4 - 8-16 >32

O quadro apresenta os pontos de corte (pg/mL) contra os agentes indicados para as espécies de Candida.
Quando as CIMs sdo mensuradas usando uma escala que produz resultados entre uma e outra categoria, a
sensibilidade do isolado sera classificada na categoria imediatamente superior. Assim, um isolado com
uma CIM de fluconazol de 12,5ug/mL seria colocado na categoria S-DD.!

Notas de Rodapé

*

Para fluconazol, estas diretrizes baseiam-se, substancialmente, em experiéncia com infec¢des de
mucosa, mas sao consistentes com as informagoes limitadas existentes sobre infecgdes invasivas por
Candida spp. Acredita-se que os isolados de C. krusei sdo intrinsecamente resistentes ao fluconazol, e
que suas CIMs ndo devem ser interpretadas usando esta escala. Também ¢é pertinente que o limite
superior de 8ug/mL para a faixa suscetivel a fluconazol ndo ¢ conhecido com certeza—os dados
permitiriam a sele¢do de 4 ou 8ug/mL para esse ponto de corte.

Para itraconazol, os dados baseiam-se, totalmente, em experiéncia com infec¢des de mucosa, e ndo ha
dados disponiveis que suportem os pontos de corte para as infec¢des invasivas por Candida spp.

A sensibilidade depende de se atingir o nivel sangiiineo maximo possivel. Para fluconazol, podem ser
necessarias doses de 400mg/dia, ou mais, para adultos com funcdo renal e caracteristicas fisicas
normais. Para itraconazol, podem ser necessarias medidas para garantir a absor¢do adequada da
droga, podendo ser necessario alcangar concentragdes plasmaticas de itraconazol de >0,51g/mL para
se obter uma resposta 6tima.

Nao ha certeza quanto a sensibilidade destes isolados, sendo que os dados disponiveis ndo permitem
sua classificacdo seja como “sensiveis” seja como “resistentes*.

U Esses pontos de corte foram adotados numa reunido do subcomité realizada em 1° de junho de 1996, em Reston,
VA. Esses pontos de corte sao considerados tentativos durante um ano e estdo abertos a comentarios.
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Tabela 1. Solventes e Diluentes para a Preparagdo de Solucdes Padrao de Agentes
Antifiingicos

Solvente Diluente
Agente Antifiingico (Solucdes com Concentraciao ~ .
Lo e (Concentracdes Finais)
Maxima e Intermediaria)

Anfotericina B DMSO" Meio
Cetoconazol DMSO" Meio
Itraconazol DMSO’ Meio
Posaconazol DMSO" Meio
Ravuconazol DMSO" Meio
Voriconazol DMSO" Meio
Fluconazol Agua Meio
Flucitosina Agua Meio

Estes produtos s3o potencialmente toxicos. Antes de usar quaisquer destes materiais, deve-se
consultar as folhas de dados de seguranca dos materiais (MSDS), que o fabricante do produto
disponibiliza.

*Dimetilsulfoxido
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Tabela 2. Esquema de Preparacdo de Diluicdes de Agentes Antifiingicos Solaveis em Agua para
Uso em Testes de Sensibilidade por Dilui¢cdo em Caldo

Solucdo Antimicrobiana

Concentragio Concentragio
Passo | Concentracio Fonte Volume T Meio = Intermediaria = Final Log,

(ug/mL) (mL) (mL) (png/mL) de 1:10 (ug/mL)
1 5120 Padrio 1 mL 7 640 pg/mL 64 6
2 640 Passo 1 1,0 1,0 320 32 5
3 640 Passo 1 1,0 3,0 160 16 4
4 160 Passo 3 1,0 1,0 80 8 3
5 160 Passo 3 0,5 1,5 40 4 2
6 160 Passo 3 0,5 3,5 20 2 1
7 20 Passo 6 1,0 1,0 10 1 0
8 20 Passo 6 0,5 1,5 5 0,5 -1
9 20 Passo 6 0,5 3,5 2,5 0,25 -2
10 2,5 Passo 9 1,0 1,0 1,25 0,125 -3
11 2,5 Passo 9 0,5 1,5 0,625 0,0625 -4
12 2,5 Passo 9 0,5 35 0,3125 0,03125 -5
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Tabela 3. Esquema de Preparagdo de Séries de Diluigoes de Agentes Antifingicos Insoluveis em
Agua para Uso em Testes de Sensibilidade por Diluigdo em Caldo

Solucio Antimicrobiana
Concentraciio Volume Meio Concentr?}: 2'1‘0 Conce‘ntracﬁo
Passo Fonte + = Intermediaria Final Log,

(hg/mL) (mL) (mL) (ug/mL)* _ de1:100 (ug/mL)’
1 1,600 Padrio 1.600 16 4
2 1,600 Padriio 0,5 0,5 800 8.0 3
3 1,600 Padrio 0.5 1.5 400 4,0 2
4 1,600 Padrio 0,5 35 200 2,0 1
5 200 Passo 4 0,5 05 100 1,0 0
6 200 Passo 4 0,5 1.5 50 0.5 -1
7 200 Passo 4 0,5 3,5 25 0,25 2
8 25 Passo 7 0,5 0,5 12,5 0.125 -3
9 25 Passo 7 0,5 1,5 6,25 0.0625 -4
10 25 Passo 7 0,5 3,5 3,13 00313 -5

* Dimetilsulfoxido
T Concentragdo 2x
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Tabela 4. Limites Recomendados para CIMs de 48 Horas para Duas Cepas de
Controle de Qualidade e Quatro Cepas de Referéncia para Testes de Diluicdo em

Caldo. (De Pfaller MA, et al. Quality control guidelines for National Committee for Clinical Laboratory Standards
recommended broth macrodilution testing of amphotericin B, fluconazol, and flucytosine. J Clin Microbiol 1995;33:1104-1107;
and Rex JH, et al. Quality control guidelines for National Committee for Clinical Laboratory Standards-recommended broth
macrodilution testing of ketoconazol and itraconazol. J Clin Microbiol 1996;34:816-817.)

Faixa de
Organismo Proposito Agente Antifiingico CIM* 7o das CIM.S dentro
da Faixa
(ng/mL)
Candida CQ Anfotericina B 0,25-1,0 99,1
parapsilosis ATCC® Fluconazol 2,0-8,0 99,1
22019 Itraconazol 0,06-0,25 99,0
Cetoconazol 0,06-0,25 99,0
5FC 0,12-0,5 98,6
Candida krusei CQ Anfotericina B 0,25-2,0 99,5
ATCC® 6258 Fluconazol 16-64 99,1
Itraconazol 0,12-0,5 94,0
Cetoconazol 0,12-0,5 100,0
SFC 4,0-16 96,8
Candida albicans Referéncia Anfotericina B 0,5-2,0 91,9
ATCC® 90028 Fluconazol 0,25-1,0 97,3
SFC 0,5-2,0 95,0
Candida albicans Referéncia Anfotericina B 0,25-1,0 99,5
ATCC" 24433 Fluconazol 0,25-1,0 95,9
SFC 1,0-4,0 91,9
Candida Referéncia Anfotericina B 0,5-2,0 96,4
parapsilosis ATCC® Fluconazol 0,25-1,0 98,2
90018 5FC <0,12-0,25 99,5
Candida tropicalis Referéncia Anfotericina B 0,5-2,0 93,7
ATCC" 750 Fluconazol 1,0-4,0 95,5
5FC <0,12-0,25 99,5

OBSERVACAO: ATCC® é marca registrada da American Type Culture Collection.
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Tabela 5. Limites Recomendados para CIMs de 24 e 48 horas para Duas Cepas de
Controle de Qualidade para Microdilui¢do em Caldo. (De Barry AL, et al. Quality control limits for

broth microdilution susceptibility tests of ten antifungal agents.

autorizacdo da American Society for Microbiology and AL Barry.)

J Clin Microbiol. 2000; 38:3457-3459. Usado mediante

Faixas de CIM (ng/mL) para testes de microdiluicio

. Agente . % dentro . % dentro
Organismo Argl tifingico Faixa 24 Horas da Faixa Faixa 48 Horas da Faixa
Candida parapsilosis Anfotericina B 0,25-2,0 0,5 97 0,5-4,0 2,0 92
ATCC® 22019 SFC 0,06-0,25 0,12 99 0,12-0,5 0,25 98

Fluconazol 0,5-4,0 2,0 98 1,0-4,0 2,0 99
Itraconazol 0,12-0,5 0,25 96 0,12-0,5 0,25 98
Cetoconazol 0,03-0,25 0,06/0,12 98 0,06-0,5 0,12 98
Voriconazol 0,016-0,12 0,06 100 0,03-0,25 0,06 100
Ravuconazol 0,016-0,12 0,06 96 0,03-0,25 0,06 98
Posaconazol 0,06-0,25 0,12 97 0,06-0,25 0,12 99
Candida krusei Anfotericina B 0,5-2,0 1,0 100 1,0-4,0 2,0 100
ATCC® 6258 SFC 4,0-16 8,0 98 8,0-32 16 99
Fluconazol 8,0-64 16 100 16-128 32 100
Itraconazol 0,12-1,0 0,5 96 0,25-1,0 0,5 100
Cetoconazol 0,12-1,0 0,5 96 0,25-1,0 0,5 99
Voriconazol 0,06-0,5 0,25 98 0,25-1,0 0,5 100
Ravuconazol 0,06-0,5 0,25 93 0,25-2,0 0,5 100
Posaconazol 0,06-0,5 0,25 100 0,12-1,0 0,5 99
OBSERVACAQ: ATCC® é marca registrada da American Type Culture Collection.
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Tabela 6. Composicido do Meio RPMI 1640 (com glutamina e vermelho fenol, mas sem

bicarbonato)

Constituinte ggélie Constituinte g/ngud;
L-arginina (base livre) 0,200 Biotina 0,0002
L-aspargina (anidra) 0,050 D-pantoténico 0,00025
L-aspartico, acido 0,020 Colina, cloreto de 0,003
L-cistina « 2HCI 0,0652 Folico, acido 0,001
L-glutamico, acido 0,020 Mioinositol 0,035
L-glutamina 0,300 Niacinamida 0,001
Glicina 0,010 PABA 0,001
L-histidina (base livre) 0,015 Piridoxina HCI 0,001
L-hidroxiprolina 0,020 Riboflavina 0,0002
L-isoleucina 0,050 Tiamina HCI 0,001
L-leucina 0,050 Vitamina B, 0,000005
L-lisina * HCI 0,040 Nitrato de calico x H,O 0,100
L-metionina 0,015 Cloreto de potassio 0,400
L-fenilalanina 0,015 Sulfato de magnésio (anidro) 0,04884
L-prolina 0,020 Cloreto de sodio 6,000
L-serina 0,030 Fosfato de sodio, dibasico (anidro) 0,800
L-treonina 0,020 D-glicose 2,000
L-triptofano 0,005 Glutationa, reduzida 0,001
L-tirosina * 2Na 0,02883 Vermelho fenol, Na 0,0053
L-valina 0,020
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Tabela 7. Modificacdes para Circunstincias Especiais

Droga

Organismo

Modificacao

Referéncia

Anfotericina B

Candida spp

O uso do Meio

Ver a Secdo 3.7.1
Antibidtico pode £
auxiliar na deteccdo de
resisténcia, mas esse
meio ndo esta
padronizado, sendo
possivel variabilidade
substancial entre lotes.

Todas as drogas C. neoformans O uso de Base Levedura | °,

Nitrogénio pode
destacar o crescimento
de C. neoformans e
melhorar a relevancia
clinica das CIMs dos
agentes antifingicos.

Todas as drogas Todos os organismos A suplementagdo do

meio de teste para que
contenha uma
concentracao final de
glicose de 20g/L pode
simplificar a
determinagdo do ponto
final.

Essas modificagdes ndo fazem parte da metodologia formal da Norma M27-A e a utilidade de cada
modificagdo ainda ndo foi estabelecida. Esta tabela ¢ fornecida apenas como referéncia para os
laboratdrios interessados em estudar adaptagdes da Norma M27-A que possa aumentar sua utilidade
em circunstancias especiais.

Lozano-Chiu M, Nelson PW, Lancaster M, Pfaller MA, Rex JH. Lot-to-lot variability of antibiotic
medium 3 when used for susceptibility testing of Candida isolates to amphotericin B. J Clin
Microbiol. 1997;35:270-272.

Pfaller MA, Buschelman B, Bale MJ, et al. Multicenter comparison of a colorimetric microdilution
broth method with the reference macrodilution method for in vitro susceptibility testing of yeast
isolates. Diagn Microbiol Infect Dis. 1994;19:9-13.

Pfaller MA, Grant C, Morthland V, et al. Comparative evaluation of alternative methods for broth
dilution susceptibility testing of fluconazol against Candida albicans. J Clin Microbiol. 1994;32:
506-509.

Ghannoum MA, Ibrahim AS, Fu Y, Shafig MC, Edwards JE, Criddle RS. Susceptibility testing of
Cryptococcus neoformans: a microdilution technique. J Clin Microbiol. 1992;30:2881-2886.

Rodriguez-Tudela JL, Martinez-Suarez JV. Improved medium for fluconazol susceptibility testing of
Candida albicans. Antimicrob Agents Chemother. 1994;38:45-48.
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Os procedimentos consensuais do NCCLS incluem o processo de recurso descrito,
detalhadamente, na Secdo 9 dos Procedimentos Administrativos. Para mais
informagoes, favor contactar os Escritérios Executivos ou visitar nosso website em
www.nccls.org.

Resumo dos Comentérios e Respostas do Subcomité

M27-A: Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts;, Approved
Standard

Geral

Em relacdo as paginas 6, 7 ¢ 8, a suspens@o-padrdo de indculo de levedura em solugdo salina ¢ diluida
1:100 e 1:20 ou 1:50 e 1:20 em caldo RPMI 1640, para a macrodilui¢do e microdilui¢do, respectivamente.
Alternativamente seria mais conveniente, ex., 1:100 ou 1:50 ao invés de caldo RPMI 1640. Nossa
comparacdo ndao mostra diferenga nos valores de CIM usando quaisquer das duas diluigdes.

Concordamos. Nao ha razio para mudar os testes.

Em algumas normas do NCCLS, como as normas M7 ¢ M27, ha tabelas mostrando como dissolver os
diferentes agentes antimicrobianos. Parte do material que esta sendo usado como solvente (metanol,
DMSO, etanol) pode ser perigoso. O DMSO, por exemplo, ¢ considerado um alergénio, uma substancia
irritante e, quando aquecido, emite vapores toxicos. E, o que ¢ mais importante, ¢ um produto que ¢é
absorvido pela pele, levando consigo qualquer substancia nele dissolvida (1). Esses documentos tém uma
declaragdo relativa as “Precaugdes Universais”, mas ndo uma declaracdo sobre seguranga quimica. Sugiro
que se inclua uma declaragdo sobre seguranga quimica nesses documentos. Essa declaracdo, de
preferéncia, deveria ser incluida na se¢@o em que se recomenda o uso do material.

A declaracio foi acrescentada como nota de rodapé na Tabela 1.
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Resumo dos Comentarios dos Delegados e Respostas do Subcomité

M27-A2: Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts; Approved
Standard—Second Edition

Geral

1. As instru¢des sobre a determinag¢do dos valores de CIM de fluconazol, itraconazol ¢ SFC sio
ambiguas. Em um trecho sugere-se que se faca uma diluigdo para preparar solugdo semelhante a
inibicdo = 80%, usando o controle de crescimento e, em outro lugar, se diz que a CIM = pogo com a
queda mais acentuada ou diminui¢do de crescimento. Na nossa experiéncia a determinagdo da CIM
como = ao poco com a queda mais acentuada ¢ muito mais reprodutivel (tanto internamente quando
entre observadores externos).

. Existem diferencas na determinacido dos pontos finais para esses agentes quando testados
pelos métodos de macrodiluicdo versus microdiluicio. O método de macrodiluicio pode ser
lido como o primeiro tubo de ensaio no qual se vé uma inibicao de 80% em relacdo ao
crescimento no tubo de controle. Nao é possivel diferenciar entre inibicio de 50% e 80% a
"olho nu'"' quando se usa o método de microdiluicdo e, por isso, a redacdo alternativa de
“diminuicao acentuada...”. Essas distincoes sdo explicadas no documento. A leitura da CIM
na microdiluicio para os azdlicos e SFC ¢ dificil e, ap6s muita discussdo e investigacio, o
subcomité chegou a descricio de que a melhor aproximacio ao ponto final é por meio de
diminuicao “acentuada ou 6bvia” do crescimento. Também declaramos que essa leitura visual
é proxima do que se encontra usando uma leitura espectrofotométrica de inibicdo de 50%.
Essas definicoes ja foram bem descritas na literatura, incluindo numerosas publicacées do
subcomité.

Secao 2.2

2. Parece-me estranha essa cifra exata de 182,6mg, a serem retirados além do necessario. Por que ndo
arredondar para 182 ou 1807

. Esse é apenas um exemplo e assim foi declarado.

Secdo 2.3.2

3. Quando se usa filtragem, seria apropriado indicar qual meio e diluente podes ser usados, com base
nas drogas.

. O subcomité nio frisou a filtragem, mas, quando usada, nio se exclui qualquer meio,

especialmente RPMI , uma vez que é o “padrao”

Secoes 3.7.3¢3.7.5

4. A falta de correlagdo clinica estd bem colocada. Entretanto, pode haver uma indicagdo implicita de
que os testes de sensibilidade deveriam ser realizados para candidiases orais. N@o tenho certeza
com que freqiiéncia seria recomendavel.

. O subcomité teve muito cuidado ao descrever as correlacoes clinicas, bem como os casos em

que os testes podem ser proveitosos. O subcomité acredita que os testes de isolados orais
podem ser uteis em casos que envolvam resposta subdétima a terapia.
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Secdo 3.8

S.

Os pogos nas fileiras de 1 a 10 contém diluigdes de drogas. Os pocos na fileira 11 sdo usados para
os controles de crescimento. Os pogos na fileira 12 (ndo 11) podem ser usados como controles
estéreis. E os controles de DMSO?

O esquema de diluicido descrito assegura que havera menos de 1% de DMSO em quaisquer
dos pocos e, portanto, o DMSO nao afetara o crescimento.

“Diminui¢do proeminente na turbidez” parece arbitraria. Existe alguma maneira eletronica para
medir?

Foi colocado que uma diminuicdo “proeminente” na turbidez determinada visualmente estara
correlacionada com uma reducio de 50% na turbidez determinada por espectrofotémetro.

Secao 4.8.3

7.

42

Em relagdo a "interpretagdo do ponto final,"ha fotografias disponiveis que mostrem as varias
pontuagdes de inibicdo, de maneira a minimizar as diferencas de interpretagdo entre os
observadores? Que tal um programa em CD-ROM?

O subcomité considerou essa possibilidade, mas decidiu nao incluir fotografias na presente

edicao. Existe um certo nimero de agentes novos para os quais essas fotografias poderiam ser
necessarias; esses serdo considerados para inclusiao em edicdes posteriores.
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Publicacoes Afins do NCCLS*

M2-A7

M7-AS

M11-A5S

M23-A2

M24-T2

M29-A2

M38-A

Performance Standards for Antimicrobial Disk Susceptibility Tests; Approved
Standard—Seventh Edition (2000). Esta norma revisada contém uma atualizagdo das
técnicas, dos critérios interpretativos e dos pardmetros de controle de qualidade
recomendados para os testes de sensibilidade por disco.

Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow
Aerobically; Approved Standard—Fifth Edition (2000). Esta norma revisada contém
uma atualiza¢do dos métodos usados para determinar as concentragdes inibitorias minimas
(CIM) contra bactérias aerobicas mediante macrodilui¢do , microdilui¢do e dilui¢do em
agar.

Methods for Antimicrobial Susceptibility Testing of Anaerobic Bacteria; Approved
Standard—Fifth Edition (2001). Fornece métodos de referéncia para determinar as
concentracdes inibitorias minimas (CIM) contra bactérias anaerdbicas mediante
macrodilui¢ao , microdilui¢do e diluicdo em agar.

Development of In Vitro Susceptibility Testing Criteria and Quality Control
Parameters; Approved Guideline—Second Edition (2001). Discute os dados
necessarios € recomendados para a selecdo de padrdes de interpretacdo e diretrizes de
controle de qualidade apropriado para os novos agentes antimicrobianos.

Antimycobacterial Susceptibility Testing; Tentative Standard—Second Edition
(2000). Este documento contém recomendagdes relativas aos meios de cultura mais
comuns ¢ a padronizacdo das concentragdes de drogas, assim como um método para
padronizar as diluigoes de indculo e pontos finais claramente definidos para os testes de
sensibilidade de organismos similares a tuberculose.

Protection of Laboratory Workers from Occupationally Acquired Infections;
Approved Guideline—Second Edition (2001). Este documento fornece orientacdo
relativa aos riscos de transmissdo dos virus da hepatite e virus da imunodeficiéncia
humana em qualquer contexto laboratorial e as precaugdes especificas para prevenir a
transmissdo laboratorial de infecgdes transmitidas pelo sangue por instrumentos e
materiais de laboratério; bem como recomendacdes sobre a conduta em casos de
exposicao a microorganismos transmitidos pelo sangue.

Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of
Filamentous Fungi; Approved Standard (2002). Este documento trata da selegdo de
agentes antifingicos; preparagdo de solugdes padrao e diluicdes de agentes antifingicos
para os testes; implementacdo e interpretagdo dos testes; e dos requisitos de controle de
qualidade para os testes de sensibilidade dos fungos filamentosos (bolores) que causam
infecgdes fungicas invasivas.

Documentos propostos e tentativos estdo sendo apresentados através do processo consensual do NCCLS;
portanto, os leitores deverdo se reportar as edi¢des mais recentes.
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