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RESUMO

A frequente ocorrência de isolados fúngicos resistentes 
aos fármacos antifúngicos estimulou os avanços das técnicas 
de antifungigrama com a padronização das técnicas pelo cLsI. 
Porém, os métodos são ineficientes e com pouca praticidade na 
execução em laboratórios clínicos. Nesse contexto surgiram as 
técnicas comerciais, como o EtEst, que, dentre outras vanta-
gens, demonstra maior facilidade na sua execução em relação às 
técnicas preconizadas pelo cLsI. O estudo utilizou o EtEst e 
o método de microdiluição em caldo realizado de acordo com o 
cLsI, para determinar a suscetibilidade de isolados de sporothrix 
schenckii com o itraconazol. O cLsI emprega o meio RpMI 1640 

e a leitura da cIM após o período de incubação de 72h a 35ºc. 
No estudo, foi determinada a cIM pelo EtEst utilizando o meio 
ágar sabouraud dextrose e realizando a leitura após 72 horas de 
incubação a 35ºc. A análise de variância feita pelo teste de t pa-
reado não demonstrou diferenças  estatísticas entre os valores das 
cIMs obtidos pela técnica de microdiluição em caldo (MIc entre 
0,219 e 0,875 µg/mL) e o EtEst (MIc entre 0,032 e 2,0 µg/mL), 
porém o coeficiente de correlação (R) foi negativo, provavelmente 
pelo pequeno número de amostras.  Esses resultados estimulam 
mais estudos que confirmem a aplicação do ETEST para avaliar a 
suscetibilidade do s. schenckii com o itraconazol.

pALAVRAs-chAVEs: Esporotricose, microdiluição em caldo, sporothrix schenckii, suscetibilidade.

ABSTRACT

EVALuAtION OF EtEst ANd bROth MIcROdILuItION MEthOds FOR ItRAcONAZOLE suscEptIbILIty tEstING 
OF sporothrix schenckii 

the frequent occurrence of resistant isolated fungi against 
antifungal drugs stimulated advances in the antifungigram tech-
niques, which were standardized by cLsI. however, the methods 
have been inefficient and impractical to be executed in clinical 
laboratories. Within this context, commercial techniques have been 
developed, being EtEst one of them. EtEst has proved to be 
easier to execute when compared to the techniques approved by the 
cLsI. this study used the EtEst and the microdilution method, 
performed according to cLsI, for determining the in vitro sus-
ceptibility of isolates of sporothrix schenckii against itraconazole. 
the cLsI uses RpMI 1640 medium and the reading of MIc after 

the period of incubation of 72h at 35ºc. MIc was determined by 
the EtEst, being sabouraud dextrose agar used as medium, and 
the reading performed after 72 hours of incubation at 35ºc. the 
variance analysis, analyzed by t-paired test, did not demonstrate 
statistical differences among the cIM values obtained by the mi-
crodilution technique in broth (MIc among 0.219 and 0.875 µg/
mL) and EtEst (MIc among 0.032 and 2.0 µg/mL). however, 
the correlation coefficient (R) was negative, probably because of 
the small number of samples. these results show the necessity of 
further studies to assess the application of EtEst to evaluate the 
susceptibility of s. schenckii against the itraconazol.
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INtROduÇÃO

A esporotricose, micose subcutânea causada pelo 
fungo dimórfico sporothrix schenckii, acomete o homem 
e várias espécies de animais. O felino doméstico está 
frequentemente envolvido nos relatos zoonóticos da 
micose, sendo que estudos demonstram que o homem 
adquire a micose através de arranhadura, mordedura ou 
pela contaminação por solução de continuidade cutânea 
preexistente de animais afetados. A transmissão é facili-
tada pela grande quantidade de células leveduriformes 
presentes nas lesões cutâneas dos felinos com esporo-
tricose (bARROs et al., 2004).

O tratamento da esporotricose em felinos é 
realizado, frequentemente, com itraconazol, sendo 
este considerado atualmente o fármaco de eleição 
para as formas cutâneas e linfocutâneas da micose em 
humanos. porém, devido ao seu uso indiscriminado, 
têm sido frequentes os relatos de isolados resistentes 
ao fármaco, levando consequentemente a falhas tera-
pêuticas e remissão da micose tanto nos homens como 
em animais (ROchEttE et al., 2003; schubAch 
et al., 2004). 

Os crescentes relatos de isolados resistentes 
aos fármacos antifúngicos impulsionaram o avanço 
das técnicas de suscetibilidade antifúngica e, com 
base nos documentos descritos pelo clinical and 
Laboratory standards Institute (cLsI),  foi possível 
padronizar a execução de testes de antifungigrama. 
porém, as técnicas preconizadas pelo cLsI apresentam 
como desvantagens a complexidade na execução e a 
variabilidade inter e intralaboratoriais nos valores dos 
cIMs (cORMIcAN & pFALLER, 1996; EspINE-
LINGROF, 1996).

Nesse contexto, surgiram as provas comerciais 
com vantagens em relação à metodologia descrita pelo 
cLsI, entre elas a de oferecer resultados mais rápidos 
e praticidade na sua execução. Em especial o EtEst, 
técnica baseada na difusão do agente em ágar, consiste 
numa fita de papel com um gradiente de concentração 
do antifúngico, a qual é colocada na superfície do meio 
de cultivo para a obtenção da concentração inibitória 
mínima (cIM). Esse método já foi utilizado em várias 
espécies de leveduras como Candida spp. e Cryptococ-
cus neoformans (cOLOMbO et al., 1995; KOÇ et al., 
2000), porém não há estudos que avaliem a suscetibi-
lidade do s. schenckii através dessa técnica. 

considerando o itraconazol como um dos fárma-
cos mais intensamente utilizados na clínica veterinária 
de pequenos animais, assim como a importância de 
detectar a suscetibilidade de isolados de s. schenckii 
com o fármaco de forma mais rápida e com maior fa-
cilidade de execução da técnica de antifungigrama, o 
estudo tem como objetivo avaliar o EtEst e a técnica 
de microdiluição em caldo na determinação da susce-
tibilidade do s. schenckii com o itraconazol.

MAtERIAL E MétOdOs

utilizaram-se cinco isolados clínicos de s. 
schenckii provenientes de casos clínicos de esporotri-
cose felina e humana, os quais foram mantidos na sua 
fase miceliana e leveduriforme através de subculturas 
para tubos com meio ágar sabouraud dextrose, com 
cloranfenicol acrescido de cicloheximida, sendo man-
tidas sob refrigeração em temperatura média de 4ºc. 
Estudaram-se os isolados na fase leveduriforme quanto 
à suscetibilidade com o itraconazol (Janssen pharma-
ceutical) através da técnica de microdiluição em caldo 
descrita no documento cLsI e pelo EtEst.

A técnica de microdiluição em caldo foi executa-
da de acordo com o documento cLsI, em que, a partir 
da solução-mãe do itraconazol nas concentrações de 
1.600 µg/mL, foram realizadas nove diluições seriadas 
em DMSO alcançando uma concentração final dos anti-
fúngicos de 3 µg/mL. diluíram-se essas concentrações 
a 1% cada em meio RpMI 1640 (GIbcO), estabelecen-
do concentrações com intervalos de 16 µg/mL a 0,03 
µg/mL, as quais foram distribuídas em microplacas no 
sentido das colunas em volume de 100µL.

Os inóculos fúngicos utilizados para o emprego 
da técnica de microdiluição em caldo foram preparados 
a partir de colônias com até 48 horas de incubação da 
fase leveduriforme de s. schenckii, sendo ressuspendi-
das em tubos contendo solução salina estéril depois de 
homogeneizada em agitador e ajustada a turbidez em 
0,5 da escala de MacFarland. Essa suspensão fúngica foi 
diluída em solução salina (diluição 1:50) homogeneiza-
da em agitador e submetida à diluição em meio RpMI 
1640 (diluição 1:20). Esse inóculo foi então distribuído 
no sentido das linhas das microplacas. 

O teste de microdiluição em caldo foi realizado 
em duplicata, sendo uma coluna da microplaca para o 
controle positivo, preenchida com meio RpMI1640 e 
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inoculo fúngico, e outra coluna referente ao controle 
negativo, contendo o meio RpMI1640. Realizou-se 
a interpretação dos resultados pela visualização da 
turvação, referente à multiplicação do microrganismo 
comparada a controles positivos e negativos, sendo a 
menor concentração capaz de produzir proeminente 
inibição do crescimento da levedura em relação ao 
poço controle positivo identificada como a concen-
tração inibitória mínima (cIM) do fármaco para o s. 
schenckii.

Executou-se a técnica do EtEst (Ab bIOdIsK, 
salna, sweden) de acordo com as normas do fabricante 
da fita. Uma amostra da colônia leveduriforme de s. 
schenckii de 48 horas de incubação foi ressuspendida 
em 5mL de solução fisiológica estéril, com a posterior 
homogeneização em Vortex e ajustada na turbidez a 0,5 
da escala de McFarland. com o auxílio de um swab 
estéril, o inoculo foi semeado na superfície de placas 
de petri contendo ágar sabouraud dextrose, acrescido 
de cloranfenicol (difcoLaboratórios, detroit, Mich.), 
com a aplicação da fita do ETEST após quinze minu-
tos. Incubou-se a placa a 35ºc por 72 horas, período 
suficiente para delimitar o halo de crescimento. A CIM 
foi obtida a partir do valor da escala onde a elipse de 
inibição intercepta a fita.

Os valores dos cIMs, obtidos a partir da 
execução dos testes de suscetibilidade antifúngica 
(EtEst e microdiluição em caldo), foram analisa-
dos estatisticamente através da análise de variância 
pelo teste T pareado e pelo cálculo do coeficiente de 
correlação (R).

REsuLtAdOs E dIscussÃO

Os valores da cIM para o itraconazol utilizando 
o EtEst variaram de 0,032 a 2.0 µg/mL e pela técnica 
de microdiluição em caldo de 0,219 a 0,875 µg/mL 
(tabela 1). As médias de variância não demonstraram 
diferenças estatisticamente significativas entre os 
valores das cIMs conforme as técnicas de susceti-
bilidade empregadas (p=0,78), porém foi observado 
um coeficiente de correlação (R) negativo entre os 
testes, provavelmente devido ao pequeno número de 
amostras estudadas. Outras análises que utilizaram 
o EtEst para avaliar a suscetibilidade de leveduras 
como Candida spp. e Cryptococcus neoformans com 
os azóis resultaram numa boa correlação entre os 

resultados de cIM com o método de microdiluição 
em caldo (EspINEL-INGROF, 1996). porém estudos 
comparando as técnicas frente a leveduras de interes-
se médico e várias espécies de fungos filamentosos 
mostraram discordância entre os valores das cIMs do 
itraconazol obtidos através da técnica de microdilui-
ção em caldo e o EtEst (sZEKELEy et al., 1999; 
chANG et al., 2001).

TABElA 1. concentração inibitória mínima do itraconazol frente 
a isolados clínicos de sporothrix schenckii na fase leveduriforme 
através do EtEst e da técnica de microdiluição em caldo (Mc)

s p o r o t h r i x 
schenckii

cIM (µg/ml)
EtEst

cIM (µg /ml)
Mc

1* 0,032 0,875
2 * 0,032 0,875
3 ** 0,094 0,219
4* 1,0 0,219
5 ** 2,0 0,219

* Isolado obtido de esporotricose felina.
** Isolado obtido de esporotricose humana.

As técnicas comerciais podem ser utilizadas 
na determinação da suscetibilidade antifúngica se os 
valores da cIM dessas provas forem de acordo com 
os resultados obtidos a partir das técnicas recomen-
dadas pelo cLsI. porém, as provas de suscetibilidade 
empregadas para os fungos dimórficos ainda não 
são confiáveis, sendo que na fase filamentosa desses 
agentes se observa dificuldade na padronização do 
inóculo, enquanto que, na fase leveduriforme, o tempo 
de crescimento pode ser mais lento em comparação às 
bactérias ou às outras leveduras, dificultando a execu-
ção da técnica (EspINEL-INGROFF, 1996). 

O estudo adaptou o EtEst para a aplicação da 
fase leveduriforme de um fungo dimórfico, utilizando 
como meio de cultivo o meio ágar sabouraud dextrose 
(Figura 1). NAscENtE et al. (2003) observaram que 
a Malassezia pachydermatis não resultava em um bom 
crescimento no meio RpMI 1640, optando pelo meio 
ágar sabouraud dextrose para a execução dos testes de 
suscetibilidade do agente. Existe um desacordo sobre a 
eleição do meio mais apropriado para a execução dos 
testes de antifungigrama devido às diferenças metabó-
licas entre fungos filamentosos e leveduriformes, sendo 
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que já foi demonstrado que as leveduras não crescem 
bem no meio preconizado pelo cLsI, o meio RpMI 
1640, assim como determinados fungos filamentosos 
(REx et al., 2001).

                               

                   

FIGURA 1.  concentração inibitória mínima (cIM) do itraconazol 
obtida através da técnica do EtEst frente a um isolado de sporo-
thrix schenckii em meio ágar sabouraud dextrose após 72 horas a 
35ºc- Laboratório de Micologia-uFpel, 2005.

cONcLusÃO

O estudo ressalta a necessidade de padronização 
de testes de suscetibilidade para fungos dimórficos, 
considerando a importância crescente dessa classe de 
microrganismos na medicina animal. Ainda considera 
as vantagens do uso de provas comerciais como o 
EtEst para determinar a sensibilidade do s. schenckii. 
Os resultados obtidos geram a necessidade de maiores 
estudos que consigam determinar as reais vantagens 
do uso do EtEst como teste rotineiro e recomendado 
para a avaliação da suscetibilidade do s. schenckii com 
o itraconazol. 

REFERÊNcIAs

bARROs, M. b. L.; schubAch, A. O.; dO VALLE, A. c. F, 
GALhARdO, M. c. G.; cONcEIÇÃO-sILVA, F.; schubAch, 
t. M. p.; REIs, R. s.; WANKE, b.; MARZOchI, K. b. F.; cON-
cEIÇÃO, M. J. cat-transmitted sporotrichosis epidemic in Rio de 
Janeiro, brazil: description of a series of cases. Clinical Infectious 
Diseases Society of America, v. 38, p 529-535, 2004.

chANG, h. c.; chANG, J. J.; chAN, s. h.; huANG, A. h.; Wu, 
t. L.; LIN, M. c.; chANG, t. c. Evaluation of EtEst for direct 
antifungal susceptibility testing of yeasts in positive blood cultures. 
Journal of Clinical Microbiology, v. 39, p. 1328-1333, 2001. 

cOLOMbO, A.; bARchIEsI, F.; RINALdI, M. comparision of 
EtEst and National commitee for clinical Laboratory standars 
both Macrodiluition Method for Azole Antifungal susceptibility 
testing. Journal of Clinical Microbiology, v. 33, p. 335-540, 
1995.

cORMIcAN, M. G.; pFALLER M, A. standardization of antifun-
gal susceptibility testing. Journal of Antimicrobial Chemothe-
rapy, v. 38, p. 561-578,1996.

EspINEL-INGROF, A. standardization of antifungal susceptibility 
testing: review update. Revista Iberoamerican de Micologia, 
v. 13, p. 64-68, 1996.

KOÇ NEdREt, A.; GOKAhM, s.; OGuZKAyA, M. comparision 
of EtEst with the broth microdiluition method in susceptibility 
testing of yeast isolates against four antifungal. Journal of Clinical 
Microbiology,  v. 15, p. 293-297, 2000.

NAscENtE, p.s; NObRE, M.O.; schuch, L.F.d.; LucIA Jr.,t.; 
FERREIRO, L.; MEIRELEs,M.c.A. Evaluation of Malassezia pa-
chydermatis antifungal susceptibility using two different methods. 
Brasilian Journal Microbiology,  v. 34, p. 359-362, 2003.

REx, J. h.; pFALLER, M. A.; WALsh, t. J.; chAtuRVEdI, V.; 
EspINEL-INGROFF, A. et al. Antifungal susceptibility testing: 
practical aspects and current challenges. Clinical Microbiology 
Reviews, v. 14, p. 643-658, 2001.

ROchEttE, F.; ENGELEN, M.; VANdEN bOsschEM, h. 
Antifungal agents of use in animal health-pratical applications. 
Journal Veterinary Farmacol, v. 26, p. 31-53, 2003.

schubAch, t. M. p.; schubAch, A. O.; KAMOtO bAR-
ROs, t. M. b. L.; FIGuEIREdO, F. b.; cuZZI, t.; FIALhO-
MONtEIRO, p. c.; REIs, R. s.; pEREZ, M. A. Evaluation of 
an epidemic of sporotrichosis in cats: 347 cases (1998-2001). 
Journal of the American Veterinary Medical Association, v. 
224, p. 1623-1629, 2004.



348 MEINERZ, A. R. M.  et al. 

Ci. Anim. Bras., Goiânia, v. 11, n. 2, p. 344-348, abr./jun. 2010

sZEKELEy, A.; JONhsON, E. M.; WARNOcK, d. comparision 
of EtEst and broth microdiluition methods for antifungal drug 

suscetibility testing of molds. Journal of Clinical Microbiology, 
v. 39, p. 1840-1843, 1999.

protocolado em:  18 nov. 2006.    Aceito em: 25 jan. 2010.


