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INTRODUGAO

Os testes de sensibilidade aos antifungicos (TSA) sdo indicados para fungos que causam infec¢do especialmente
quando a infeccdo é invasiva, recidivante, quando o tratamento é falho, quando a resisténcia aos antifingicos é
possivel, ou quando a sensibilidade ndo pode ser predita através da identificacdo da espécie. O TSA é também
importante para a vigilancia de resisténcia, estudos epidemiolédgicos e comparacdo da atividade in vitro dos
antifungicos novos e existentes.

Métodos de diluicdo sdo usados para estabelecer as concentragGes inibitérias minimas (CIMs) ou pontos finais
relevantes (por exemplo, as concentragbes efetivas minimas [CEM]) dos antimicrobianos. Eles sdo os métodos de
referéncia para o teste de sensibilidade aos antimicrobianos, e sdo usados principalmente para estabelecer a
atividade dos novos antifiingicos, para confirmar a suscetibilidade dos organismos que apresentam resultados
conflitantes em outros testes de sensibilidade (como os testes comerciais), e para determinar a suscetibilidade de
organismos quando outros testes ndo sdo confidveis ou ndo foram validados (que ainda é um cenario comum para
testes de sensibilidade para fungos filamentosos). Em métodos de diluicdo, fungos sdo avaliados pela sua habilidade
em produzir crescimento suficiente em pogos de placas de microdiluicdo de meio de cultura liquido contendo
dilui¢cOes seriadas dos agentes antifungicos (microdiluicdo em caldo).

A CIM/CEM do antifungico é definida como a menor concentracio, registrada em mg/L, do agente que inibe o
crescimento do fungo (CIM) ou altera o padrao de crescimento resultando em crescimento aberrante (CEM). A
CIM/CEM informa sobre a sensibilidade ou a resisténcia do organismo ao antiflingico, a qual pode ajudar em decisdes
de tratamento.

0O aumento do niumero de opgbes para o tratamento de micoses invasivas causadas por fungos filamentosos associado
a resisténcia documentada aos antifungicos entre algumas cepas e espécies, tem confirmado a necessidade para se
ter métodos padronizados na determinagao in vitro da sensibilidade de antifingicos novos e existentes contra
isolados clinicos de fungos filamentosos [1-10].

A primeira versdo de um método padrao foi publicada como um documento definitivo em Julho de 2008 [11]. A
segunda versdo foi atualizada para refletir o conhecimento atual sobre as indicacdes para TSA em fungos
filamentosos, estabilidade das equinocandinas, preparacdo de indculo especificamente para Aspergillus (incluindo
padronizacdo espectrofotométrica da concentragdo de indculo), dicas praticas sobre leitura do ponto final (ilustracdes
da leitura do ponto final) e interpretacdo do ponto final (reconhecendo os valores de pontos de cortes clinicos
estabelecidos) [12]. Esta terceira versdo foi harmonizada com o documento E.Def 7.3.2 para leveduras, alguns
detalhes técnicos foram incluidos, as referéncias foram atualizadas para refletir o conhecimento contemporaneo, a
definicdo revisada da categoria | foi introduzida e os intervalos de CIM para cepas de controle de qualidade foram
removidos. Este ultimo foi feito reconhecendo o novo documento separado que resume todos os intervalos de CIM

dos antifiingicos para cepas de controle de qualidade (disponiveis no site EUCAST: http://www.EUCAST.org) e para



evitar a necessidade de atualizacdo de documentos de métodos sempre que um novo controle de qualidade é
estabelecido. Além disso, a se¢do referente a preparacgao e calibragdo do espectrofotometro foi modificado.

A atual quarta versdo incorpora leituras espectrofotométricas de CIMs de azdis e de anfotericina B contra A.
fumigatus como uma alternativa a leitura visual. O aumento de dados de diferentes laboratdérios confirmou
desempenho igual em relagdo a correta classificacdo de sensibilidade, e a leitura espectrofotométrica é objetiva
e automatizada e, portanto, requer menos experiéncia (13-15). Por fim, novas figuras ilustrando a leitura das

CEMs de equinocandinas foram incluidas.

ESCOPO

Esta padronizacdao EUCAST descreve um método adequado para testar a sensibilidade de fungos filamentosos
produtores de conidios aos agentes antifungicos por determinacado da CIM. As CIMs mostram a atividade in vitro
de um determinado antiflngico nas condi¢Ges de teste descritas e podem ser usadas para o manejo de pacientes
em conjunto com outros fatores, como farmacocinética, farmacodinamica e mecanismos de resisténcia. A CIM
permite que os fungos filamentosos sejam classificados como "sensiveis" (S), "sensiveis, exposicdo aumentada"
(I) ou "resistentes" (R) a um antifungico quando pontos de cortes apropriados sao aplicados [16,17]. Além disso,
as distribuicdes de CIMs podem ser usadas para definir populacdes de fungos do tipo selvagem ou nao selvagem
guando sao aplicados valores de corte epidemioldgicos especificos da espécie (ECOFFs).

O método aqui descrito destina-se a fornecer um método adequado, fécil, rapido e econémico para testar a
sensibilidade aos agentes antifungicos de fungos filamentosos e facilitar um grau aceitavel de conformidade, isto
é, em concordancia com os intervalos especificados, entre os laboratdrios. Muitos fatores influenciam a CIM de
antifungicos contra fungos filamentosos, como mostra Rambali et al. [18]. Por exemplo, a CIM do itraconazol
contra Aspergillus foi profundamente influenciada pela forma do pogo de microdiluicdao, concentracdo do indculo,
temperatura e duragdo do tempo de incubagdo. Assim, como os fatores técnicos de laboratério sdo de extrema
importancia, esta padronizacdo se concentra nas condi¢cdes de teste, incluindo a preparacdo e tamanho do

inéculo, tempo e temperatura de incubagdo e formulagdo do meio.

TERMOS E DEFINICOES

Antifungico: substancia de origem bioldgica, sintética ou semi-sintética que inibe o crescimento ou é letal para o
fungo filamentoso. Desinfetantes, antissépticos, ou conservantes ndo fazem parte desta definicdo.

Propriedades dos antifliingicos

Poténcia. Fracdo antimicrobiana ativa de uma substancia teste. A poténcia é expressa em miligramas por grama

(mg/g), ou como contelido ativo em Unidades Internacionais (Ul) por grama, ou como uma fracdo de volume ou



fracdo de massa em percentual, ou como uma quantidade da concentracdo de uma substancia (fracdo de massa) em
mol por litro dos ingredientes na substancia teste.
Concentra¢do. Quantidade de um agente antimicrobiano em um volume definido do liquido. A concentragdo é
expressa em unidades do SI como miligramas por litro (mg/L).
Solugdo de estoque. Solugdo inicial usada para as diluicdes adicionais.
Concentracdo inibitéria minima (CIM). Minima concentracdo do antifingico que inibe o crescimento do fungo
filamentoso em determinado periodo de tempo. A CIM é expressa em mg/L.
Pontos de corte (breakpoints). Valores especificos de CIMs que permitem classificar o fungo como “sensivel”,
“sensivel, exposicdo aumentada*” e “resistente”. Os valores dos pontos de corte podem ser alterados com o
surgimento de novas informacgées (por exemplo, mudancas na dose de antifungicos comumente usados) ou quando
dados adicionais surgem.
a) S — Sensivel, regime de dosagem padrdao: Um micro-organismo é classificado como “Sensivel, regime de
dosagem padrdo”, quando ha alta probabilidade de sucesso terapéutico usando o regime de dosagem padrdo do
agente antifungico.
b) | - Sensivel, exposi¢do aumentada*: Um micro-organismo é classificado como um fungo filamentoso “Sensivel,
exposicdo aumentada*” quando ha alta probabilidade de sucesso terapéutico em decorréncia do aumento de
exposicao ao agente ajustando o regime de dosagem ou a sua concentracdo no local da infecgao.
c) R - Resistente: Um micro-organismo é classificado como “Resistente” quando ha alta probabilidade de falha
terapéutica mesmo quando ha aumento de exposicao.
* A exposicdao é uma fungao de como o modo de administragao, dose, intervalo de dosagem, tempo de infusdo,
bem como a distribuicdo e excre¢do do agente antimicrobiano influenciardo o organismo infectante no local da

infecgao.

6. Selvagem (Wild Type, WT). Um fungo filamentoso é denominado selvagem (WT) para uma espécie, pela auséncia

7.

a)

de resisténcia fenotipica adquirida detectavel e mutagdes relacionadas a mecanismos de resisténcia para o
agente em questao.
N3o Selvagem (Non-Wild Type, NWT). Um fungo filamentoso é denominado nao selvagem (NWT) para uma espécie,
pela presenca de resisténcia fenotipica adquirida detectavel ou mutagdes relacionadas a mecanismos de resisténcia
para o agente em questdo.

Notas
Um isolado de fungo filamentoso é classificado como S, |, ou R ao se aplicar os pontos de corte clinicos (clinical

breakpoints) em um teste fenotipico definido.

b) Um isolado de fungo filamentoso é classificado como selvagem (WT) ou ndo selvagem (NWT) ao se aplicar os pontos

de corte epidemioldgicos (ECOFFs) em um teste fenotipico definido.



c)

d)

e)

Micro-organismos nao selvagens (NWT) podem ter um ou mais mecanismos de resisténcia, mas dependendo dos
valores dos pontos de cortes clinicos (clinical breakpoints), micro-organismos selvagens (WT) ou ndo selvagens (NWT)
podem ou ndo responder clinicamente ao tratamento com o antifungico.

O micro-organismo selvagem é apresentado como WT <z mg/L ou NWT > z mg/L (onde z é o ponto de corte
epidemioldégico ou ECOFF). O ECOFF é o maior valor de CIM para isolados sem mecanismos de resisténcia
fenotipicamente detectaveis.

O valor de ECOFF nao sera alterado a ndo ser que novos dados acumulados de CIM indiqguem a necessidade de ajuste.

8. Cepas de referéncia para controle de qualidade. Cepas catalogadas e caracterizadas com estaveis e definidos
fendtipos e/ou gendtipos de suscetibilidade aos antiflingicos. Sdo obtidas de colegdes de culturas e usadas para

fins de controle de qualidade.

9. Método do teste de sensibilidade

a) Diluicdo em caldo. Técnica em que diluicdes seriadas (usualmente 1:2) do antifingico sdo realizadas em meio
liguido que é inoculado com um numero padronizado de organismos e incubado por um tempo determinado. O
objetivo deste método é a determinagao da CIM.

b) Microdiluigdo. Execucdo da diluicdo em caldo em placas de microdiluicdo com uma capacidade de
aproximadamente 300 pL por poco.

10. Caldo. Meio liquido usado para o crescimento in vitro do fungo.

11. Inéculo. Numero de conidios (unidades formadoras de col6nias) suspendida em um certo volume. O indculo é

expresso como unidades formadoras de col6nia por mililitro (UFC/mL).

PROCEDIMENTO DO TESTE

Geral

O teste é realizado em uma placa de microdiluicdo de fundo chato. Dados preliminares sugerem que placas de
microdiluicdo tratadas versus ndo tratadas para tecido produzem valores de CIMs diferentes (dados ndo publicados).
Além disso, diferentes plasticos parecem ter impacto na ligacdo da droga, o que pode afetar os valores de CIM.
Estudos futuros sdo necessarios para avaliar estes fatores. Para a maioria das distribuicdes de CIM obtidas pelo comité
do EUCAST para determinagdo de valores de ECOFF e pontos de corte foram utilizadas placas de microdiluicdo
tratadas para tecidos e, portanto, melhores para produzir valores de CIM similares. O método é baseado na
preparagdo de solugdes de trabalho de agentes antifingicos em volumes de 100 plL por pogo, aos quais inéculos de

100 puL sdo adicionados.

Meio



RPMI 1640 (com L-glutamina e indicador de pH mas sem bicarbonato) suplementado com glicose para uma
concentragdo final de 2% (RPMI 2% G) é recomendado [19,20]. A utilizacdo de 2% ao invés do padrao de 0,2% de
concentracdo de glicose tem mostrado resultados com melhor crescimento e facilidade na determinagdo do ponto
final [21]. Acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico (MOPS) em concentracdo final de 0,165 mol/L, pH 7.0, é o tamp3o
recomendado para ser usado para o meio RPMI 1640. A composi¢cdo do RPMI 1640 estd apresentada na Tabela 1. O

meio recomendado, RPMI com 2% de glicose (RPMI 2% G), é preparado com o dobro da concentracdo (para permitir

diluicdo de 50% [1:1], uma vez que o indculo é adicionado; ver “Preparacdo de solucdes de trabalho” adiante) como

segue:
Adicione os componentes conforme a Tabela 2 a 900 mL de agua destilada.
2. Agitar até que os componentes estejam completamente dissolvidos.
3. Com agitacdo, ajuste o pH para 7,0 a 25°C com 1 M de hidréxido de sédio.
4, Adicione dgua para um volume final de 1.000 mL. Verifique novamente o pH e ajuste se afastar de 7,0
5. Esterilizar por filtragdo utilizando filtro com poros de 0,22 pum.
6. Armazenar a temperatura de 4°C ou menor por até 6 meses.

Para controle de qualidade, use uma aliquota do meio esterilizado para verificar a esterilidade, para re-

testar o pH (6,9 — 7,1 é aceitavel) e para controle de crescimento com uma cepa de referéncia.

AGENTES ANTIFUNGICOS

Geral

Todas as solucdes de antifungicos devem ser preparadas de acordo com as Boas Praticas de Fabrica¢do. P6 puro de
antifungicos devem ser adquiridos diretamente de fabricantes ou de fontes comerciais confidveis. Preparagdes
clinicas ndo devem ser utilizadas porque podem conter excipientes que podem interferir no teste de sensibilidade.
Os pos devem ser fornecidos com o nome genérico da droga, numero de lote, poténcia, data de vencimento e
condicBes recomendadas de armazenamento. Armazenar os pds em recipientes herméticos a -20°C ou temperatura
mais baixa, com dessecante, exceto quando recomendado de outra forma pelo fabricante. Idealmente, agentes
higroscdpicos devem ser dispensados em aliquotas antes do congelamento, de forma que seja usado uma para cada
ocasido. Os recipientes devem ser deixados a temperatura ambiente antes de serem abertos para evitar condensagao

de agua sobre o pé.

Preparacgdo de solugoes estoque
Solucgdes dos antifungicos devem ser preparadas levando-se em consideracdo a poténcia do lote do p6 do antifingico
gue sera utilizado.

A quantidade do pd ou diluente necessdrios para preparar a solucao padrao deve ser calculada como segue:



Volume (L) x Concentragdo (mg/L)
Peso (g) =

Poténcia (mg/g)

Peso (g) x Poténcia (mg/g)
Volume (L) =

Concentragdo (mg/L)

O p6 do antifungico deve ser pesado em balanca analitica que tenha sido calibrada com pesos de referéncia aprovados
por uma organizacdo certificada em metrologia. A porcdo do pé do antifingico pesado deve exceder a precisdo da
balanca em pelo menos 10-100 vezes. Prepare a solucdo estoque do antifungico em concentrac¢des pelo menos 200
vezes maiores que a maior concentragdo a ser testada na placa de microdiluicdo. Informagdes sobre a solubilidade
dos antifiingicos devem ser fornecidas pelos fabricantes/distribuidores. Outros solventes que ndo a agua sdo
necessarios para dissolver a maioria dos antiflngicos (Tabela 3). E essencial certificar-se que o antifingico esteja
completamente dissolvido antes do congelamento. Diversos antifungicos podem ser dificeis de dissolver resultando
em CIMs artificialmente elevadas. Colocar o tubo da solug¢ao estoque em um agitador por uma hora ou mais antes de
continuar o procedimento pode resolver este problema. Esterilizagdo das solugdes estoque é normalmente
desnecessaria pois o DMSO atua como um desinfetante. Entretanto, se esterilizagdo for necessaria, o procedimento
deve ser validado por meios apropriados (por exemplo, amostras antes e apos filtracdo devem ser testadas) para
certificar que o antifungico ndo tenha sido adsorvido (por exemplo em um filtro estéril) ou degradado durante o
processo.

A menos que outra maneira seja indicada pelo fabricante do antifungico, armazene as solugées em pequenos volumes
em frascos de polipropileno ou polietileno a -70°C ou abaixo. Os antifungicos podem ser armazenados a -70°C por
pelo menos 6 meses sem perda significativa de atividade [22]. As equinocandinas foram anteriormente consideradas
como instaveis a -70°C, entretanto, elas se mantiveram estdveis por pelo menos 6 meses a esta temperatura [23].
Remova os frascos do freezer -70°C e use no mesmo dia que forem descongelados. Descartar o volume ndo utilizado
neste dia. Deterioracgdo significativa do antifungico ird refletir nos resultados dos testes de sensibilidade das cepas de
controle de qualidade ((https://www.eucast.org/astoffungi/qcafsttables/)). Se necessario, o antifingico pode ser

testado para determinar a poténcia. Proteger a anfotericina B da luz, pois é fotossensivel.

Preparacgdo das solugoes de trabalho

O intervalo das concentragdes testadas ira depender do organismo e do antifingico a serem testados. O intervalo das
concentragdes deve incluir o ponto de corte, se este existir, bem como os resultados esperados para as cepas de
controle de qualidade. Os intervalos das concentracdes dos antifingicos estdao recomendados na Tabela 3. Séries de
diluicdes de 2 vezes sdo preparadas em RPMI 2% G, 2x concentrado (Tabela 4). O meio RPMI 2% G usado nas placas

é preparado com o dobro da concentragdo final para permitir uma diluicao de 50%, uma vez que o indculo sera



adicionado. Esta abordagem permite que o indculo seja preparado em agua destilada.

As diluicbes devem ser preparadas de acordo com o ISO de recomendagbes (Tabela 4) [24]. Por exemplo, uma
alternativa que utiliza volumes menores para a preparacio de séries com concentracgdes finais de 0,125-64 mg/L é
mostrado na Tabela 4 (veja a Tabela 3 para verificar os solventes necessarios para cada antifungico).

Um resumo dos passos necessarios para preparagao das solucGes de trabalho (2 x concentracgao final) esta descrito a
seguir:

1. Tire um tubo da solugdo estoque do antifingico do freezer -70°C. Varios antifungicos podem ser dificeis de
dissolver resultando em CIMs artificialmente elevadas.

2. Dispense volumes apropriados do solvente (consulte a Tabela 3 para os tipos de solventes e Tabela 4 para
o volume dos solventes) em outros 9 tubos.

3. Siga os passos descritos na tabela 4 para produzir as séries de diluicGes a 200 vezes a concentragdo final.
Esquemas de diluicdes semelhantes com concentracdo de estoque de 1.600 mg/L no passo 1 da Tabela 4 sdo
necessarios para séries de diluicdo de 0,016-8 mg/L.

4, Dispense 9,9 mL do meio RPMI 2% G, com o dobro da concentracdo, em 10 tubos.

5. Retire 100 puL de cada tubo com 200 x a concentracdo final do antifungico em solvente e transfira para 10
tubos com 9,9 mL do meio de cultura (diluicdo 1:100). A concentragdo do solvente nos tubos com o meio de cultura
é 1% e a concentracdo dos agentes antiflingicos é 2 x a concentracado final.

Esquemas de diluicdo alternativos podem ser usados se eles demonstrarem desempenho tdo bom quanto ao método

de referéncia [25].

Preparacgdo das placas de microdilui¢éo

Use plasticos estéreis (evitando os plasticos de alta ligagdo), descartaveis, placas de microdiluicdo com 96 pocos, com
pogos de fundo chato, sem tampas de baixa evaporagdo, com capacidade de aproximadamente 300 UL por pogo.
Nos pocos de 1 a 10 de cada coluna da placa de microdilui¢do, dispense 100 uL de cada tubo contendo a concentragao
correspondente (2 x a concentragdo final) do agente antiflingico. Por exemplo, para itraconazol, dispense na coluna
1 o meio contendo 16 mg/L, na coluna 2 meio contendo 8 mg/L e assim por diante até a coluna 10 para o meio
contendo 0,03 mg/L.

Para cada pogo das colunas 11 e 12, dispense 100 pL do meio RPMI 2% G com o dobro da concentragao.

Sendo assim, cada coluna de 1 a 10 contera 100 pL de 2x a concentragao final do antifungico em meio RPMI 2% G
com o dobro da concentragdo e com 1% do solvente. As colunas 11 e 12 conterao o dobro da concentragdo do meio

RPMI 2% G.

Estoque das placas de microdiluigdo

As placas podem ser seladas com filme plastico ou folha de aluminio e estocadas a -702C ou abaixo por até 6 meses



ou a -202C por no maximo 1 més sem perda da poténcia do antifungico [26-28]. As equinocandinas sdo menos
estdveis, portanto, devem ser preparadas e estocadas a -702C (e ndo a -202C) (dados nao publicados, M Cuenca-
Estrella).

Uma vez que as placas forem descongeladas, ndo devem ser recongeladas. As placas devem ser usadas
imediatamente quando forem retiradas do freezer, particularmente CIMs de anidulafungina podem aumentar se as

placas forem deixadas a temperatura ambiente depois de descongeladas muito antes da inoculagao.

PREPARAGAO DO INOCULO
A padronizagdo do indculo é essencial para a acuracia e reprodutibilidade dos testes de sensibilidade aos antifungicos.

A concentragdo final deve ficar entre 1 x 10°e 2,5 x 10° UFC/mL.

Método de suspesdo do conidio

Os isolados sdo subcultivados sobre dgar batata dextrose ou em agar Sabouraud dextrose ou em outro meio em que
o fungo seja habil para esporular suficientemente e incubados a 352C. Suspensdes dos indculos sdo preparados de
culturas frescas e maduras (2-5 dias). Em alguns casos uma incubacdo estendida é necessaria para esporulagdo
apropriada do isolado.

Cobrir a colénia com aproximadamente 5 mL de dgua destilada estéril suplementado com 0,1% de Tween 20.
Posteriormente, os conidios sdo cuidadosamente raspados com um swab estéril e transferido com uma pipeta para
um tubo estéril. Alternativamente, um swab estéril imido pode ser usado e tocado gentilmente na cultura para coleta
de conidios e transferidos para um tubo estéril contendo agua destilada estéril suplementado com 0,1% de Tween
20. A suspensdo é homogeneizada por 15 segundos em agitador giratdrio a aproximadamente 2.000 rpm. Em geral
diluigdes apropriadas sdo feitas para atingir a concentragdo certa para a contagem em uma camara hemocitométrica
(ver comentario abaixo para procedimento alternativo para Aspergillus sp.). Preparagoes de indculos deve também
ser examinadas para a presenca de hifas e aglomerados. Se um numero significativo de hifas é detectado (> 5% das
estruturas fungicas), transferir 5 mL da suspensdo em uma seringa estéril e anexar a um filtro estéril com poros de
diametro de 11 um, filtrar e coletar em um tubo estéril. Esta etapa remove as hifas para obter uma suspensdo
composta por conidios. Se aglomerados sdo detectados, o inéculo é agitado novamente em um agitador por 15
segundos. Repetir esta etapa muitas vezes se necessario até que os aglomerados ndo sejam mais encontrados. Ajustar
a suspensdo com agua destilada estéril para 2-5 x 10° conidios/mL pela contagem de conidios em uma cadmara
hemocitométrica. Alternativamente, a suspensdo de conidios de Aspergillus pode ser ajustada usando
espectrofotometro a uma concentracdo equivalente a escala 0,5 McFarland (Tabela 5) [29, 30]. A suspensdo é entdo

diluida 1:10 em 4gua estéril para obter a concentragdo de trabalho do inéculo de 2-5 x 10° UFC/mL [29-32].



INOCULAGCAO DA PLACA DE MICRODILUICAO

As placas de microdiluicdo devem ser inoculadas dentro de 30 min da preparac¢do da suspensdo do indculo a fim de
manter a concentragdo de conidios viaveis.

Agitar a suspensdo do inéculo e inocular em cada pogo da placa de microdiluicdo com 100 pL da suspensdo de conidios
a 2-5 x 10° UFC/mL, sem tocar no conteldo do poco. Este procedimento dard a concentragdo do antiflingico e a
densidade do indculo requeridos (indculo final = 1-2,5 x 10° UFC/mL).

Também, inocular nos pogos do controle de crescimento (coluna 11), contendo 100 pL de meio estéril livre de
antifungico, 100 uL da mesma suspensao do indculo. Preencher a coluna 12 da placa de microdiluigdo com 100 plL da
agua estéril do lote usado para o preparo do indculo como controle de esterilidade para o meio e dgua destilada
(somente meio livre de antifliingico). Teste os organismos de controle de qualidade pelo mesmo método cada vez que
um isolado for testado.

Contagem de viabilidade deve ser realizada para controle de qualidade para confirmar que os pogos testes contém
entre 1 — 2,5 x 10° UFC/mL do seguinte modo: 10 pL da suspensdo do inéculo deve ser diliuida em 2 mL de agua
destilada estéril suplementado com 0,1% Tween 20. A suspensdo é agitada em um agitador giratdrio a 2.000 rpm.
Posteriormente, 100 plL desta suspensdo é espalhada na superficie de uma placa contendo meio adequado (como
agar Sabouraud dextrose ou agar batata dextrose), que é incubada por 24-48 h ou até que colGnias possam ser
contadas. Contagem de 100 a 250 colbnias sdo esperadas de uma suspensdo teste aceitdvel. Uma outra diluicdo de
100 pL da suspensdo do inéculo em 900 pL de agua destilada estéril suplementado com 0,1% Tween 20,
homogeneizado, e 100 pL da suspensdo é plagueada na superficie do agar para proporcionar uma contagem
opcional/adicional — dez a cinquenta colénias seria esperado. E recomendado que seja realizado o procedimento
completo para todos os isolados quando o laboratdrio estiver padronizando o teste, quando o teste é
raramente/periodicamente realizado ou quando os resultados forem incoerentes (a ser definido localmente

dependendo da necessidade).

INCUBAGCAO DAS PLACAS DE MICRODILUICAO

Incubar as placas de microdiluicdo sem agitagdo a 34 a 37 °C em ar atmosférico. Mucolares devem ser incubados por
24 h quando o crescimento for suficiente, enquanto outros fungos filamentosos devem ser incubados por 48 h. Em
poucos casos, 24 h a mais de incubacdo serd necessdria para se que tenha crescimento fungico suficiente no poco

controle (por exemplo Scedosporium). Incubacgdo superior a 72 h ndo é recomendada.

RESULTADOS DA LEITURA
O ponto final é lido visualmente, registrando o grau de crescimento flungico de cada pogo (leitura da CIM) ou
detectando alteracGes morfoldgicas no crescimento (ponto final da CEM dependendo do antifungico). Para cada um

dos métodos de determinagao dos pontos finais (CIM e CEM) abaixo, aplicam-se as importantes anotagdes a seguir:
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Ignore 1) colGnias Unicas na superficie ou no fundo dos pocos (leitura visual), 2) pogo Gnico sem crescimento entre os
pogos com crescimento (“pogos ignorados”) e 3) crescimento em altas concentragdes seguido de inibicdo completa
em concentragcdes mais baixas (crescimento paradoxal, perda de atividade devido a agregacdo/precipitacdo é
ocasionalmente observada, por exemplo, para itraconazol e posaconazol em altas concentragdes).

¢ Ponto final visual da CIM para anfotericina B, azdis e olorofim contra fungos filamentosos: a menor concentragado
do antifungico que ndo produz crescimento visivel a olho é o valor da CIM. Recomenda-se usar um papel preto e
branco horizontal como plano de fundo para a placa quando o resultado for registrado. A linha entre a cor branca e
preta sé aparecera nitida e distinta quando vista através da placa elevada quando o pogo estiver sem crescimento
(Fig. 1).

¢ Ponto final espectrofotométrico da CIM para anfotericina B e azdis contra A. fumigatus: A menor concentragdo do
antifingico que leva a redugdo de 290% da densidade dptica (DO) (os seguintes comprimentos de onda foram usados:
405, 490 ou 540 nm) comparado ao controle sem farmaco, é o valor de CIM. Devido a falta de dados, ndo sdo
recomendadas leituras espectrofotométricas para outras espécies que ndo sejam A. fumigatus. CIMs para os isolados
de A. fumigatus obtidas por leitura espectrofotométrica e que estejam acima dos pontos de cortes clinicos devem ser
verificados visualmente (sinal de contaminag¢ao ou crescimento muito desigual) e isolados resistentes aos azdis devem
ser submetidos ao sequenciamento do gene cyp51A.

¢ O ponto final visual da CEM para equinocandinas contra Aspergillus spp.: O ponto final da Concentracdo Efetiva
Minima (CEM) para equinocandinas é a menor concentracdo de equinocandinas, na qual sdo observados
agrupamentos (clusters) de hifas anormais, curtas e ramificadas (rosetas) em contraste com as hifas longas, ndo
ramificadas, que sdo normalmente observadas no pogo de controle de crescimento (Fig. 2 e 3). Em algumas ocasides,
isso pode ser registrado visualmente como a menor concentra¢cdo do antifungico que resulta em crescimento
filamentoso macroscépico alterado semelhante ao observado em pocgos de controle positivo para microcoldnias ou
crescimento granular (que sdo ignorados), embora isso raramente seja observado. Quando esse nao for o caso, é
necessario examinar um pequeno volume dos pogos sob o microscépio para observar alteracdes morfoldgicas
induzidas pelo antifingico, ou um microscépio invertido pode ser usado para visualizar alteracées do fungo dentro
dos pogos (Fig. 3). Como a leitura visual da CEM é desafiadora, demorada e associada a preocupacdes relacionadas a
determinacdo precisa da CEM, o EUCAST avaliou a determinagdo espectrofotométrica da atividade metabdlica com
XTT/MEN em um estudo multicéntrico com resultados promissores (33). Se outros estudos em andamento

confirmarem seu bom desempenho, isso serd implementado no documento do método.

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS
O EUCAST estabeleceu pontos de corte para anfotericina B, isavuconazol, itraconazol, posaconazol e voriconazol e
espécies de Aspergillus que, juntamente com a literatura relevante, sdo encontrados em publicagdes e no site do

EUCAST [16, 17]. Ainda ndo ha dados disponiveis para sugerir uma correlagdo entre a CEM das equinocandinas e o
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resultado do tratamento. A interpretacdo de CIMs para outros fungos filamentosos na auséncia de pontos de corte é
desafiadora e deve ser feita com muito cuidado, levando em consideragdo todos os dados disponiveis, incluindo
experiéncia clinica, exposi¢cdo aos antifungicos durante a terapia, etc. No entanto, a CIM ainda pode fornecer algumas
informacdes sobre sensibilidade, e a obtencdo de CIMs para outros fungos filamentosos é um pré-requisito vital para

a selecdo futura de valores de ECOFFs e pontos de corte.

CONTROLE DE QUALIDADE

Os procedimentos de controle sdo os meios pelos quais a qualidade dos resultados é garantida e sdo descritos em
detalhes pelo CLSI [34]. A qualidade rotineira dos resultados dos testes é monitorada pelo uso de cepas controle.
Cepas controle

Idealmente, as CIMs para cepas controle devem estar préoximas do meio do intervalo das duas séries testadas e os
padroes de sensibilidade aos antifungicos devem ser estdveis. As cepas de controle recomendadas (disponiveis no
site do EUCAST: http://www.EUCAST.org) foram selecionadas de acordo com esses critérios [34].

Estoque das cepas controle

Os isolados fungicos podem ser armazenados liofilizados ou congelados a -70 ° C ou abaixo [35]. As culturas podem
ser armazenadas a curto prazo (menos de 2 semanas) no agar Sabouraud dextrose ou no agar batata dextrose a 2-
8°C, com novas culturas preparadas a partir de estoques congelados a cada duas semanas.

Uso de rotina das cepas controle

Para uso rotineiro de cepas controle, culturas frescas devem ser preparadas a partir da cultura em &gar, culturas
congeladas ou liofilizadas por inoculagdo em meio de agar nutritivo ndo seletivo (por exemplo, dgar Sabouraud
dextrose ou agar batata dextrose).

1. Pelo menos uma linhagem de controle deve ser incluida por execucdo de teste e as CIMs devem estar dentro dos
intervalos dos controles (disponivel no site do EUCAST: http://www.EUCAST.org). Sdo necessarias duas ou mais cepas
se a CIM da cepa controle de qualidade estiver fora do intervalo de concentracdo testada para um ou mais compostos.
Se os resultados das CIMs dos controles estiverem fora do intervalo esperado, o teste deve ser repetido. Se mais de
um em cada 20 testes estiverem fora do intervalo, a fonte do erro deve ser investigada.

2. Cada teste deve incluir um pogo de meio de cultura sem antifingico para demonstrar o crescimento dos organismos
em teste e fornecer um controle de turbidez para a leitura dos pontos finais.

3. Subcultive os inéculos em um meio de agar adequado para garantir a pureza e fornecer coldnias frescas se for
necessario realizar um novo teste.

4. Teste cada novo lote de meio, lote de placa de microdiluicdo e lote de RPMI 2% G com pelo menos duas das cepas
de controle de qualidade (disponiveis no site do EUCAST: http://www.EUCAST.org) para garantir que as CIMs estdo

dentro do intervalo de concentracdo esperado.
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Andlise periddica das distribuicées de CIM

As distribui¢cdes de CIMs de isolados clinicos devem ser periodicamente analisadas para garantir que as CIMs modais

contra isolados WT permane¢am dentro de + 1 diluicdo do CIM modal das distribuicdes de CIM apresentadas nos

documentos racionais para cada espécie e combinacdo de antifingicos (www.eucast. org).
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Tabela 1. Composi¢cao do meio RPMI 1640

Constituinte

g/L
L-arginina (base livre) 0,200
Biotina 0,0002
L-asparagina (anidra) 0,050
D-pantoténico 0,00025
L-aspartico, acido 0,020
Colina, cloreto de 0,003
L-cistina  2HCI 0,0652
Fdlico, 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 B12 0,000005
L-lisina e HCI 0,040
Nitrato de calcio.H,0 0,100
L-metionina 0,015
Cloreto de potdssio 0,400
L-fenilalanina 0,015
Sulfato de magnésio 0,04884
(anidro)
L-prolina 0,020
Cloreto de sédio 6,000
L-serina 0,030
Fosfato de sddio, dibasico 0,800
(anidro)
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

®Note que 0 meio contém 0,2% de glicose
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Tabela 2. Componentes do meio RPMI 2% G tamponado com MOPS (2x concentrado)

Componentes Concentrado 2x
Agua destilada 900 mLa
RPMI 1640 (Tabela 1) 20,8¢g
MOPS 69,06 g
Glicose 36g

aDissolver o pé em 900 mL de agua destilada. Apds a dissolucdo e sob agitacdo, ajustar o pH para 7,0
a 25 °C usando hidréxido de sddio 1 M. Adicionar o restante de agua destilada até o volume final de

1L. Esterilizar por filtragdo antes do uso.



Tabela 3. Solventes para preparagdo de solugbes estoques, caracteristicas e intervalos apropriados

das concentragGes dos testes para os agentes antifingicos.

Agente Solvente
Antifangico

Caracteristicas

Intervalo do teste (mg/L)*

Anfotericina B DMSO
Anidulafungina DMSO
Caspofungina DMSO
Isavuconazol DMSO
ltraconazol DMSO
Olorofim DMSO
Micafungina DMSO
Posaconazol DMSO
Voriconazol DMSO

Hidrofdbico

Hidrofdbico

Hidrofdbico

Hidrofdbico

Hidrofdbico

Hidrofdbico

Hidrofdbico

Hidrofdbico

Hidrofdbico

0,008 - 8
0,002 -2
0,004 — 4
0,008 - 8
0,008 - 8
0,001-0,5
0,002 -2
0,004 — 4
0,008 - 8

DMSO, Dimetil sulfoxido

*Se 10 diluigdes sdo usadas, as menores concentragdes podem ser ignoradas. Se menores concentragoes
forem usadas, deve-se tomar cuidado para garantir que a MIC modal esteja no meio do intervalo

escolhido.
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Tabela 4. Esquema ISO para preparar as séries de diluicdo dos antifungicos com concentragado final de

0,016 -16 mg/L

Etapa Concentracdo Fonte Volumedo Volumedo Concentracdo Concentragdo (mg/L)
(mg/L) antifungico solvente?® intermediaria  apds dilui¢do 1:100
(uL) (uL) (mg/L) com meio RPMI 2% G
(2x concentrado)®

1 1.600 © Estoque 200 0 1.600 16

2 1.600 Estoque 100 100 800 8

3 1.600 Estoque 50 150 400 4

4 1.600 Estoque 50 350 200 2

5 200 Etapa 4 100 100 100 1

6 200 Etapa 4 50 150 50 0,5

7 200 Etapa 4 50 350 25 0,25

8 25 Etapa 7 100 100 12,5 0,125

9 25 Etapa 7 50 150 6,25 0,06

10 25 Etapa 7 50 350 3,125 0,03

11 3,125 Etapa 10 100 100 1,562 0,016

a Consultar a Tabela 3 para solventes necessdrios para diluir os antifungicos

b Dilui¢do 1:1 com suspensdo do indculo resulta em concentrag¢des final 8 metade daquelas indicadas na

tabela.

¢ Para diluicdo em série com mais alta concentracdo final de 8 mg/L, inicie com a concentragdo estoque de

1.600 mg/L. Para diluicdo em série com a mais alta concentracgdo final de 4, 2 e 0,5 mg/L de acordo com a

Tabela 3, ajuste as concentracdes estoque adequadamente (400, 200 e 50 mg/L, respectivamente).
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Tabela 5. Preparagdo da escala padrao de turbidez 0.5 Mc Farland

Etapa Procedimento

1 Adicionar 0,5 mL de 0,048 mol/L BaCl, (1.175% w/v BaCl, x 2 H,0) a 99,5 mL de
0,18 mol/L (0,36 N) H2SO4 (1% v/v) e misturar completamente

2 Checar a densidade com um espectrofotdmetro em cubeta de 1 cm. A absorbancia
a 625 nm devera ser de 0,08 a 0,13

3 Distribuir em tubos de tampa de rosca do mesmo tamanho do tubo que sera
usado para ajustar o indculo

4 Estocar os padrdes fechados protegidos da luz e a temperatura ambiente

5 Agitar os padrdes completamente no agitador imediatamente antes do uso

6 Renovar os padrdes ou checar a sua absorbancia apds 3 meses
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Figura 1. llustragcdo de como usar o papel preto e branco atras da placa de microdilui¢cdo para
ajudar a reconhecer a diferenca entre pogos transparentes (circulo verde) e pogos com

crescimento fraco (circulo laranja) ou proeminente (circulo vermelho).
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Figura 2. Leitura macroscopica (painel superior) e microscépica (painel inferior, microscépio
invertido) da CEM de anidulafungina contra um isolado selvagem de A. fumigatus. ACEM é de 0,008

mg/L, o que é dificil de determinar visualmente, mas pode ser confirmado por analise microscopica

(Fig.3)

GC 0,0005 0,001 0,002 0,004 0,008 0,016 0,03

Figura 3. Microscopia de exame a fresco em objetiva/aumento de 40x, ilustrando as diferengas
micromorfoldgicas entre um controle de crescimento de A. fumigatus ndo tratado (a esquerda) com
crescimento de hifas longas e A. fumigatus tratado com caspofungina (a direita) com crescimento de

hifas aberrantes/curtas.
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