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RESUMO: Os testes de sensibilidade aos antifiingicos realizados pelo método de disco-difusdo em dgar sdo
praticos e bem conhecidos pelos profissionais do laboratério de microbiologia, entretanto apresentam particularidades que
os diferem dos testes realizados para bactérias. O objetivo deste trabalho foi comparar as técnicas de disco-difusdo em dgar
e microdiluicdo em caldo na determinacdo da sensibilidade in vitro de isolados de Candida spp. a antiflingicos. Foram
analisados 63 isolados clinicos de leveduras, que incluiram as espécies Candida parapsilosis complex (n = 20), Candida
albicans (n = 18), Candida tropicalis (n = 14), Candida glabrata (n = 4), Candida krusei (n = 4), Candida kefyr (n =2) e
Candida lusitaniae (n = 1). As técnicas de disco-difusdo em dgar e de microdilui¢do em caldo foram utilizadas para testar
a sensibilidade em relagdo aos antifingicos fluconazol, itraconazol e anfotericina B. A sensibilidade ao voriconazol foi
determinada somente pela técnica de disco-difusdo. Os halos ao redor dos discos de fluconazol variaram de 14 mm a 50
mm, e a CIM de 0,125 ug/mL a 32 pg/mL; para itraconazol, os halos variaram de 9 mm a 27 mm e a CIM de 0,03 pg/mL
a 0,25 pg/mL; para anfotericina B, 9 mm a 21mm e 0,5 pg/mL a 2 pg/mL, respectivamente; para voriconazol, o didmetro
dos halos variaram de 19 mm a 50 mm. Para as trés espécies, C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis, a técnica de
disco-difusdo apresentou boa concordancia com a microdiluicdo, especialmente em relacio ao fluconazol, representando,
assim, um recurso importante para os laboratdrios reportarem os resultados dos testes de sensibilidade dos isolados dessas
espécies ao fluconazol.

PALAVRAS-CHAVE: Testes de sensibilidade aos antimicrobianos por disco-difusdo. Antifingicos.
Concentragdo inibitéria minima. Candida.

INTRODUCAO

As infec¢des flngicas tém sido mais
frequentes nos dltimos anos, ocorrendo com maior
gravidade em pacientes portadores de doencas de
base que comprometem o sistema imune e que
apresentam outros fatores de risco, como
dispositivos invasivos e uso de antibacterianos
(ZAITZ et al., 2010). Os profissionais do laboratério
precisam estar preparados para identificar os agentes
dessas infec¢des, conhecer os procedimentos
analiticos, os cuidados necessarios, as variaveis
interferentes, as limitagdes dos métodos e a
interpretacdo dos resultados (AZEVEDO et al,
2011; GUILHERMETTI et al., 2004).

As leveduras do género Candida sdo as
principais identificadas em laboratérios de andlises
clinicas, principalmente de pacientes hospitalizados.
Em decorréncia disso, tem surgido cada vez mais a
necessidade de avaliacdo da sensibilidade destes
agentes aos antiftingicos. Dessa forma, quando se
analisam os testes de sensibilidade disponiveis no

mercado, muitos deles sdo onerosos e inviaveis,
especialmente para laboratérios de pequeno porte.
Assim, a utilizacdo de técnicas acuradas e
reprodutiveis, e de custo compativel com a realidade
dos laboratdrios hospitalares brasileiros, devem ser
cuidadosamente avaliadas antes da implantagdo
(AZEVEDO et al, 2011; COLOMBO;
GUIMARAES, 2003; CROCCO et al., 2004).

A candidiase disseminada é uma causa de
mortalidade importante em hospitais no Brasil, pois
ocorre principalmente em individuos acometidos
por outras doengas  graves, aumentando
substancialmente os custos de internacio
(YAMAMOTO et al.,, 2012). Nestas condic¢des, é
importante identificar as situacdes ou condutas que
ajudam a prevenir a ocorréncia da doenga, e
observar as regras estabelecidas pelo hospital com
respeito a2 Comissdo de Controle de Infeccdo
Hospitalar, sobre o uso apropriado de antifingicos e
a correta identificacdo das espécies de leveduras do
género Candida.
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A realizacdo de testes de sensibilidade de
leveduras aos antifingicos ndo € rotina no
laboratério de micologia sendo, no entanto,
recomendados em  estudos de  vigilancia
epidemioldgica e para predizer, ou otimizar, a
terapia de pacientes hospitalizados que ndo
respondem ao tratamento, no caso de infeccOes
fingicas invasivas e infec¢des recorrentes (TAPIA,
2009). Os testes para determinar a sensibilidade in
vitro, como a macro € microdiluicao em caldo, ou os
testes comerciais, nem sempre estdo disponiveis de
modo que testes de disco-difusdo em 4agar sdo
préticos (VASCONCELOS JUNIOR, 2012), e bem
conhecidos dos laboratérios, mesmo que apresentem
diferencas técnicas e de interpretacdo em relagdo
aqueles aplicados para determinar a sensibilidade de
bactérias aos antibacterianos. Estas particularidades
devem ser conhecidas para apresentarem utilidade
clinica. O presente trabalho teve como objetivo
comparar as técnicas de disco-difusdo em &gar e
microdiluicdo em caldo na determinacdo da
sensibilidade in vitro de isolados de Candida spp.

aos antifingicos fluconazol, itraconazol e
anfotericina B.
MATERIAL E METODOS

Foram analisados 63 isolados clinicos de
leveduras, obtidos de sangue, liquido abdominal e
ponta de cateter venoso central, que incluiram as
espécies Candida parapsilosis complex (n = 20),
Candida albicans (n = 18), Candida tropicalis (n =
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14), Candida glabrata (n = 4), Candida krusei (n =
4), Candida kefyr (n = 2) e Candida lusitaniae (n =
1).

A determinacdo da sensibilidade aos
antifingicos foi feita pelas técnicas: disco-difusio
em 4gar e microdiluicio em caldo, para os
antifingicos fluconazol, itraconazol e anfotericina
B. A sensibilidade ao voriconazol foi determinada
somente por disco-difusdo em 4gar. Os testes foram
feitos em duplicata.

Os testes de disco-difusdo em 4gar foram
feitos conforme descrito no documento M44-A2 do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2009): a suspensdo de leveduras foi preparada em
solugdo salina fisiolégica (NaCl 0,85%) com
turbidez equivalente ao tubo 2 da escala de
McFarland (106 células/mL), e espalhada com swab
esterilizado na superficie do agar Miieller-Hinton
(suplementado com 2% de glicose e 0,5 ug/ml de
azul de metileno). Os discos contendo o0s
antifungicos fluconazol (25 pg), itraconazol (10 pug)
e anfotericina B (1 pg) (Cecon, Sdao Paulo, SP,
Brazil), e voriconazol (1 pg) (Bio-Rad, Marnes-la-
Coquette, Franca) foram aplicados na superficie do
dgar e incubado a 35°C. Apds 18 a 24 h, o halo de
inibicdo do crescimento foi medido. Foi realizada
nova leitura apés 48 h de incubacdo quando o
crescimento foi insuficiente para a leitura até 24 h.
Os pontos de corte para interpretacao dos resultados
estdo descritos na Tabela 1. As cepas Candida
parapsilosis ATCC 22019 e Candida albicans
ATCC 90028 foram os controles utilizados.

Tabela 1. Critérios de interpretagdo dos testes de sensibilidade aos antifingicos para os isolados de Candida

spp., pela técnica de disco-difusdo em agar.

Antifiingico Sensivel  Sensivel dose- Intermediario Resistente Referéncia
(mm) dependente (mm) (mm)
(mm)
Itraconazol >20 - 12-19 <11 CECON, 2010
Fluconazol >19 15-18 <14 CLSI, 2009
Voriconazol >17 14-16 <13 CLSI, 2009
Anfotericina B >10 - <10 CECON, 2010

A determinacdo da sensibilidade pelo
método de microdiluicdo em caldo foi realizada de
acordo com o documento M27-A3 (CLSI, 2008),
com algumas modificagdes: o meio RPMI-1640
contendo glutamina, sem bicarbonato de sddio,
tamponado com MOPS, pH 7, foi adicionado de 18
g/l de glicose. A suspensdo de leveduras foi
ajustada em uma concentracio de 1-5 x 10°
células/mL através de contagem em cimara de
Neubauer. Candida parapsilosis ATCC 22019 e

Candida krusei ATCC 6258 foram utilizados como
controle. As placas de 96 pocos, de fundo chato,
com os antifiingicos fluconazol (Pfizer, Sandwich,
UK), itraconazol (Janssen, Beerse, Belgium) e
anfotericina B (Fungizon, Bristol Myers Squibb,
Brasil), foram inoculadas com as suspensdes de
leveduras e incubadas a 35°C durante 48 h. A leitura
foi visual, e a concentragdo inibitéria minima (CIM)
para fluconazol e itraconazol foi definida como a
concentracdo de antifingico capaz de inibir pelo
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menos 50% do crescimento flingico em comparagio
ao poco controle; para anfotericina B, a CIM foi
aquela em que houve inibicio completa do
crescimento microbiano. Para interpretacdo dos
resultados de fluconazol e itraconazol foram
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adotadas as diretrizes recomendadas pelo CLSI
(2002), conforme descritos na Tabela 2. Para
anfotericina B foram adotados os critérios sugeridos
pela Nguyen et al. (1998).

Tabela 2. Critérios de interpretacido dos testes de sensibilidade aos antifiingicos para os isolados de Candida

spp., pelo método de microdilui¢do em caldo.

Antifiingico Sensivel Sensivel dose- Resistente Referéncia
(ug/mL) dependente (ug/mL) (ug/mL)

Itraconazol <0,125 0,25-0,5 >1 CLSI, 2002

Fluconazol <8 16-32 > 64 CLSI, 2002

Anfotericina B <1 - >2 NGUYEN et al., 1998

A concordancia categdrica (CC) entre os
dois métodos foi definida como a porcentagem de
isolados classificados na mesma categoria, sensivel,
resistente ou sensivel dose-dependente. A
discrepancia foi estabelecida como erros muito
maiores (VME = very major errors) quando um
isolado apresentou-se resistente (R) pela técnica da
microdiluicio e sensivel pela disco-difusdo em agar.
Erros maiores (ME = major errors) quando um
isolado foi classificado como sensivel pela
microdiluicdo e resistente pela técnica de disco-
difusdo. Foram considerados erros menores (MiE =
minor errors) aqueles cujos os isolados foram
classificados como sensiveis dose-dependentes (ou
intermedidrios) por um dos métodos e sensivel ou
resistente pelo outro (CLSI, 2008; 2009).

RESULTADOS

A frequéncia de isolados resistentes
conforme o antifiingico, a faixa do didmetro dos
halos dos discos conforme as espécies, assim como
a faixa de CIM podem ser observados na Tabela 3.
Os halos dos discos de fluconazol variaram de 14
mm a 50 mm, e a CIM de 0,125 pg/mL a 32 pg/mL;
para itraconazol, os halos variaram de 9 mm a 27
mm e a CIM de 0,03 pg/mL a 0,25 pug/mL; para
anfotericina B, 9 mm a 2Ilmm e 0,5 pg/mL a 2
pg/mL, respectivamente; para voriconazol, o
didmetro dos halos variaram de 19 mm a 50 mm.

O teste de disco-difusdo em 4gar mostrou
que cinco isolados apresentaram resisténcia a pelo
menos um dos antifingicos testados, sendo quatro
de C. krusei (dois a anfotericina B, um a fluconazol
e outro a itraconazol) e um de C. kefyr (ao
itraconazol). Pela técnica de microdilu¢do em caldo,
cinco isolados apresentaram resisténcia a
anfotericina B, sendo dois de C. glabrata, um de C.
albicans, um de C. krusei e outro de C. kefyr.
Resisténcia simultanea a dois ou mais antiftingicos
foi verificada pela disco-difusdo, em dois isolados
de C. krusei, sendo que um isolado foi resistente ao
fluconazol e itraconazol e outro ao fluconazol,
itraconazol e anfotericina B.

A concordincia categdrica entre as duas
técnicas estd mostrada na Tabela 4. VME foram
observados para anfotericina B por sete isolados
(um isolado de C. parapsilosis, um C. albicans, dois
C. glabrata, dois C. krusei e um C. kefyr). Erros
maiores (ME) foram observados para os trés
antifingicos: fluconazol (um isolado de C. krusei),
itraconazol (um C. krusei e um C. kefyr) e
anfotericina B (um C. krusei). MiIE foram
encontrados para itraconazol (42 isolados: sete C.
parapsilosis, 14 C. albicans, 12 C. tropicalis, quatro
C. glabrata, trés C. krusei, um C. kefyr e um C.
lusitaniae) e fluconazol (dois isolados: um C.
tropicalis e um C. krusei).
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Tabela 3. Faixas de halo (mm) para o teste de sensibilidade pelo método de disco-difusdo em &gar e
concentracao inibitéria minima (CIM) pelo método de microdiluicio em caldo e frequéncia de
resisténcia (R) dos isolados de Candida spp. conforme o método utilizado.

Espécies Disco-difusio R;* CIM R,*
(n) (mm) (n) (ng/mL) (n)
C. parapsilosis Fluconazol 27-50 0 0,125 -1 0
(20) Itraconazol 13 -27 0 0,03 -0,125 0
Anfotericina B 10-21 0 0,5-2 0
Voriconazol 28 — 50 0 -—- 0
C. albicans Fluconazol 20-32 0 0,125-0,5 0
(18) Itraconazol 15-24 0 0,03 0
Anfotericina B 10-19 0 0,5-2 1
Voriconazol 20 -43 0 - 0
C. tropicalis Fluconazol 17 - 36 0 0,125 -0,5 0
(14) Itraconazol 12 -21 0 0,03 - 0,06 0
Anfotericina B 10 -20 0 0,5-1 0
Voriconazol 25-40 0 -—- 0
C. glabrata Fluconazol 22 -30 0 0,5-4 0
(@] Itraconazol 12 -18 0 0,03 -0,25 0
Anfotericina B 13-17 0 1-2 2
Voriconazol 22 -28 0 - 0
C. krusei Fluconazol 14 -32 1 8-32 0
(@) Itraconazol 9-19 1 0,03 -0,125 0
Anfotericina B 9-20 1 1-2 2
Voriconazol 19 -36 0 -—- 0
C. kefyr Fluconazol 35-37 0 0,125-0,5 0
2) Itraconazol 11-19 1 0,06 — 0,125 0
Anfotericina B 10-12 0 0,5-2 1
Voriconazol 31-35 0 --- 0
C. lusitaniae Fluconazol 38 0 0,25 0
@)) Itraconazol 19 0 0,03 0
Anfotericina B 15 0 1 0
Voriconazol 39 0 -—- 0

R, e R, frequéncia de isolados resistentes in vitro respectivamente pela metodologia de disco-difusdo em dgar e microdiluigdo em
caldo.

Tabela 4. Concordancia categérica (CC) dos métodos disco-difusdo em dgar e microdilui¢do em caldo para
testes de sensibilidade a antiftingicos de isolados de Candida spp.

Species Antifungals Frequéncia de isolados
(n) VME ME MiE CC (n)
C. parapsilosis  Fluconazol 0 0 0 100 (20)
(20) Itraconazol 0 0 7 65 (13)
Anfotericina B 1 0 0 95 (19)
C. albicans Fluconazol 0 0 0 100 (18)
(18) Itraconazol 0 0 14 22,2 (4)
Anfotericina B 1 0 0 94,4 (17)
C. tropicalis Fluconazol 0 0 1 92,9 (13)
(14) Itraconazol 0 0 12 14,3 (2)
Anfotericina B 0 0 0 100 (14)
C. glabrata Fluconazol 0 0 0 100 (4)
@ Itraconazol 0 0 4 0(0)
Anfotericina B 2 0 0 50 (2)
C. krusei Fluconazol 0 1 1 50 (2)
4) Itraconazol 0 1 3 0 (0)
Anfotericina B 2 1 0 25 (1)
C. kefyr Fluconazol 0 0 0 100 (2)
2) Itraconazol 0 1 1 0(0)
Anfotericina B 1 0 0 50 (1)
C. lusitaniae  Fluconazol 0 0 0 100 (1)
@)) Itraconazol 0 0 1 0 (0)
Anfotericina B 0 0 0 100 (1)

VME = very major errors; ME = major errors; MiE = minor errors.
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DISCUSSAO

O progresso tecnoldgico, aliado ao
conhecimento cientifico, tem possibilitado maior
sensibilidade dos métodos diagndsticos e, de modo
semelhante, tem facilitado a identificacio de uma
diversidade de espécies de leveduras no laboratério
de andlises clinicas ou micologia clinica, diferentes
de C. albicans, que € classicamente o agente mais
frequente em infecgdes de modo geral. Dessa forma,
espécies como C. glabrata e C. krusei, que
apresentam sensibilidade diminuida e resisténcia,
respectivamente, ao fluconazol, e relatos da
ocorréncia de isolados de Candida spp. resistentes
in vitro aos diferentes antiftingicos, tem aumentado
o interesse dos pesquisadores para a vigilancia da
sensibilidade aos antifingicos de isolados clinicos,
para predizer a resposta clinica a terapia, apesar da
resisténcia ser um fendmeno ainda incomum
(COLOMBO et al., 2006; PFALLER; DIEKEMA,;
SHEENAN, 2006; SWINNE et al, 2004;
DEMITTO et al., 2012; VASCONCELOS JUNIOR
et al., 2012).

A padronizagdo e validagdo de uma técnica
para testes de sensibilidade in vitro de fungos aos
antifingicos, que seja util, eficaz e possivel de ser
executada em laboratérios clinicos, especialmente
os de menor porte, sdo requisitos importantes para a
implantagdo, execucdo e interpretacio  dos
resultados destes testes. A técnica de disco-difusdo
em 4gar é conhecida h4 anos, por ser utilizada em
testes de sensibilidade in vitro de bactérias aos
antibacterianos. O aperfeicoamento e adaptagdo da
metodologia para leveduras ocorreram no inicio do
século XXI, quando o Clinical Laboratory
Standards Institute, através dos documentos de
referéncia M44-P, editado em 2003, M44-A, em
2004 e M44-A2, em 2009, aperfeicoaram e
divulgaram a metodologia de disco-difusdo que
apresentava boa correlagio com o método de
referéncia de microdilui¢do em caldo, utilizado para
comparacdo. Porém, os referidos documentos
trazem valores de referéncia para interpretagdo
somente para os antifiingicos fluconazol e
voriconazol (CLSI, 2009).

Virios trabalhos compararam as duas
metodologias, e ainda outras comerciais (BARRY et
al., 2002; PFALLER et al., 2004; PFALLER et al.,
2009; VANDENBOSSCHE et al., 2002), para testar
a sensibilidade in vitro aos antiflingicos,
especialmente de Candida spp. e Cryptococcus spp.
Todavia, estudos em nosso pais, regionais ou
mesmo locais sdo importantes, pois geralmente os
meios de cultura e os antifingicos utilizados nos
testes, e ainda, os discos de antiflingicos, podem ter
diferentes origens, e vdrios fatores interferem nos
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resultados de testes de sensibilidade in vitro pela
técnica de disco-difusdo em 4dgar. Alguns sdo bem
estabelecidos, como o modo de preparo do meio, a
espessura do dgar, a concentracdo do indculo, as
condig¢des de incubagdo e leitura dos testes, além de
outros, como origem e conservacdo dos discos,
validagdo de discos preparados in house e controle
rigoroso através de cepas-padrdo devidamente
preservadas. Outro aspecto a ser considerado é que a
sensibilidade de certas espécies pode variar
conforme diferentes localizacdes geogréficas, o que
pode ser importante em estudos epidemiolégicos
(PFALLER et al., 2008). Estudos de vigilancia
epidemiolégica sdo importantes para detectar
possiveis modificacdes no padrdo de sensibilidade
aos antiftingicos.

A concordancia entre os métodos de difusdo
em 4gar e diluicdo em caldo estd diretamente
relacionada a espécie e ao antiftingico. Quando se
considera as trés espécies C. albicans, C.
parapsilosis e C. tropicalis, a concordancia, no
presente estudo, foi boa para fluconazol e
anfotericina B. Os critérios para interpretacdo dos
testes de sensibilidade in vitro ao itraconazol
precisam ser revistos, ou ser realizada adequagdo da
técnica de disco-difusdo em &4gar, com novos
critérios para interpretacdo do halo, considerando
que foi o antifingico que apresentou maior
discrepancia entre a interpretagdo dos resultados
pelas duas metodologias. Resultados parecidos
foram encontrados por Demitto e colaboradores
(2012), em relacdo ao itraconazol, e os autores
referem a dificuldade de difusdao das moléculas de
itraconazol no 4gar, como responsdvel por essa
discrepancia. Dessa forma, estudos in vitro precisam
ser realizados para contornar este problema técnico.

Barry et al. (2002) ja alertava que novos
métodos seriam necessarios para melhorar os pontos
de definicdo dos pontos de corte para os testes in
vitro com antifungicos. Estes testes podem ser
inovagdes dos métodos atualmente disponiveis,
devidamente comparados com as metodologias de
referéncia, incluindo novas drogas, mas também o
itraconazol, por exemplo, na expectativa de
melhorar a concordancia entre as metodologias.

Para o técnica de disco-difusdo, o CLSI tem
divulgado pontos de corte para discos de fluconazol
e voriconazol, que foram os que mostraram maior
concordancia com a técnica de microdilui¢do em
caldo (CLSI, 2009). O presente estudo apresentou
limitacdo pela ndo realizagdo de testes de
sensibilidade in vitro pela metodologia de
microdiluicdo em caldo para o antifingico
voriconazol, por esta droga nio estar disponivel no
laboratério. Todavia pela disco-difusdo todos os
isolados foram interpretados como sensiveis em
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experimentos in vitro a este antifungico. Estudos
futuros pretendem incluir comparagdo de testes in
vitro deste antifingico, de equinocandinas e discos
preparados in house (importante, considerando
ainda o alto preco relativo dos discos
comercializados no pafs) em comparagdo com o0s
comercializados, o que seria uma alternativa para
pequenos laboratérios realizarem a triagem inicial
de isolados, e posterior envio para laboratdrios de
referéncia. Esse procedimento possibilitard ampliar
a visualizacdo da situagdo do cendrio nacional com
relacdo as espécies mais frequentes na clinica,
especialmente das espécies diferentes de Candida
albicans, e do perfil de sensibilidade aos
antiftingicos.

Os testes de sensibilidade aos antiftingicos
tém sido difundidos lentamente no Brasil. Assim, é
importante a capacitacio e qualificacdo de recursos
humanos para execugdo de tais testes, pois apesar da
praticidade e relativa facilidade na execugdo,
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apresentam varidveis que devem ser consideradas na
interpretagdo dos resultados, de forma que possam
ser Uteis na clinica.

Para as trés espécies mais frequentes
encontradas na clinica, C. albicans, C. parapsilosis
e C. tropicalis, a técnica de disco-difusdo em agar
apresentou boa concordancia com a microdiluicio,
especialmente em relagdo ao fluconazol, de forma
que representa um recurso importante para oOS
laboratérios reportarem os resultados dos testes de
sensibilidade dos isolados dessas espécies ao
fluconazol.
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ABSTRACT: Antimicrobial susceptibility tests performed by disk diffusion method are practical and well
known by professionals that work in the microbiology laboratory. The disk diffusion methodology used to verify the
susceptibility of fungi to antifungal agents, however, has characteristics that differ from the tests for bacteria. The
objective of this study was to evaluate the disk diffusion method to determine the in vitro susceptibility to antifungal
agents of Candida species. We analyzed 63 clinical isolates of yeasts, which included Candida parapsilosis complex
species (n = 20), Candida albicans (n = 18), Candida tropicalis (n = 14), Candida glabrata (n = 4), Candida krusei (n =
4), Candida kefyr (n = 2) and Candida lusitaniae (n = 1). The susceptibility tests to antifungal drugs was performed by
disk diffusion methods and broth microdilution for antifungal fluconazole, itraconazole and amphotericin B. Voriconazole
was used to test the susceptibility only by the disk diffusion method. The inhibition halos of growth around disks of
fluconazole ranged from 14 mm to 50 mm and the MIC from 0.125 pg/mL to 32 pg/mL, for itraconazole, halos ranged
from 9 mm to 27 mm and the MIC from 0.03 pg/mL to 0.25 pg/mL, for amphotericin B, 9 mm to 21 mm and 0.5 pg/mL to
2 pg/mL, respectively. The diameter of voriconazole disks varied from 19 mm to 50 mm. For the three species, C.
albicans, C. parapsilosis and C. tropicalis, the disk diffusion method showed good agreement with the microdilution,
especially to fluconazole, thus representing an important resource for medical laboratories reporting results of
susceptibility testing of isolates of these species to fluconazole.

KEYWORDS: Disk diffusion antimicrobial tests. Antifungal agents. Minimum inhibitory concentration.
Candida.
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