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Introducdo: Fusarium spp. representa um fitopatégeno de grande importancia
econdmica no Brasil e no mundo. Nos seres humanos pode causar diversos
tipos de doencas, que vao desde infeccbes superficiais em pacientes
imunocompetentes, até infec¢cdes invasivas e disseminadas como as
fungemias em pacientes imunocomprometidos. Objetivos: (1) Avaliar de forma
descritiva as caracteristicas fenotipicas de 157 cepas de Fusarium spp.
isoladas de episodios de infeccdes em humanos e coletas ambientais; (2)
Descrever a prevaléncia de diferentes espécies de Fusarium encontradas
nestas amostras. (3) Definir o perfil de susceptibilidade dessas cepas utilizando
0 método de microdiluicdo em caldo descrito no documento M38-A2 publicado
pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), frente aos antifiUngicos
Anfotericina B, Fluconazol, Itraconazol, 5-fluorocitosina e Voriconazol. Material
e Métodos: Foram avaliadas 126 cepas clinicas e 31 cepas ambientais de
Fusarium spp. que foram coletadas entre os anos de 1996 e 2008. Estas cepas
estavam armazenadas no banco de microrganismos do Laboratorio Especial de
Micologia na Universidade Federal de Sao Paulo - UNIFESP. Os isolados
foram identificados por andlise das caracteristicas macro- e micromorfolégicas,
seguindo a chave de identificacdo publicada por De Hoog et al, (2000). A
avaliagdo da susceptibilidade in vitro dos isolados foi realizada pelo método de
microdiluicdo em caldo, de acordo com as normas de padronizag&o publicadas
no documento M38-A2 do CSLI (2008). Foram realizadas leituras de 24, 48 e
72h de incubacgéo. Resultados: Analisou-se um total de 157 amostras clinicas
e ambientais, incluindo 143 cepas do complexo Fusarium solani (91,1%), 07 do
complexo Fusarium dimerum (4,5%), 04 do complexo Fusarium incarnatum
(2,5%), 02 de Fusarium verticillioides (1,3%) e 01 do complexo Fusarium
oxysporum (0,6%). A maioria dos isolados (98 a 100%) apresentou baixa ou
nula susceptibilidade a fluconazol, itraconazol e 5-fluorocitosina, independente
dos periodos de incubagdo dos ensaios. Para anfotericina B e voriconazol, foi
documentado aumento substancial no percentual de cepas inibidas em
concentracbes de droga superiores a 2,0ug/mL entre as leituras realizadas
apos 24 versus leituras realizadas apos 48h/72h de incubagédo. Em relagcdo aos
ensaios de susceptibilidade aos antifingicos observamos que para voriconazol
leituras realizadas apos 24h de incubac&o apresentam maior correlacdo com
as taxas de sucesso terapéutico descritas em séries abertas tratadas com este
medicamento. Conclusdes: Verificamos que ha predominio de cepas do
complexo Fusarium solani tanto nas amostras de micoses superficiais como
nas amostras de micoses invasivas. Finalmente, tendo em vista os dados do
perfil de susceptibilidade obtidos in vitro, anfotericina B apresenta maior
atividade que voriconazol contra as cepas do complexo Fusarium solani e o
oposto é observado entre as cepas de Fusarium nédo-solani avaliadas neste
estudo.
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Introduction: Fusarium spp. represents a phytopathogen of great economic
importance in Brazil and worldwide. In humans it can cause different forms of
diseases, ranging from superficial infections in immunocompetent patients to
invasive and disseminated infections such as fungemia in immunocompromised
patients. Objectives: (1) To identify phenotypic characteristics of 157 strains of
Fusarium spp. recovered from human infections episodes and environmental
samples, (2) To describe the prevalence of different species of Fusarium found
in these samples. (3) To define the susceptibility pattern of Fusarium spp.
strains using the broth microdilution method described in the document M38-A2
(2008) published by the Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) against
amphotericin B, fluconazole, itraconazole, 5-fluorocytosine and voriconazole.
Methods: We analyzed 126 clinical strains and 31 environmental strains of
Fusarium spp. which were collected from 1996 and 2008. The strains were
stored at -80°C in the fungi culture collection of the Laboratério Especial de
Micologia of Universidade Federal de Sdo Paulo - UNIFESP. The isolates were
identified by macro and micromorphological characteristics analysis based on
the identification keys published by De Hoog et al, (2000). The evaluation of in
vitro susceptibility of the isolates was performed by the microdilution method
according to standardization CLSI M38-A2 document. Visual readings were
performed after 24, 48 and 72 hours of incubation. Results: We analyzed a
total of 157 clinical and environmental samples, including 143 (91.1%) of
Fusarium solani complex strains, 07 (4.5%) of Fusarium dimerum complex, 04
(2.5%) of Fusarium incarnatum complex, 02 (1.3%) of Fusarium verticillioides
and 01 (0.6%) of the Fusarium oxysporum complex. Most isolates (98 to 100%)
showed low or zero susceptibility to fluconazole, itraconazole and 5-
fluorocytosine, regardless of the periods of incubation of the tests. For
amphotericin B and voriconazole, it was observed a substantial increase in the
percentage of strains inhibited at drugs concentrations higher than 2.0pg/mL
between the readings taken after 24 versus readings taken after 48h/72h of
incubation. In the antifungal susceptibility tests with amphotericin B and
voriconazole we observed that readings taken after 24 hours of incubation
generate results more similar to those described in open series of therapeutic
success rates treated with this medicine. Conclusions: We verified that there is
a predominance of Fusarium solani complex strains in both samples of
superficial and invasive mycoses. Finally, the data obtained by in vitro
susceptibility showed that amphotericin B is more effective than voriconazole
against the strains of the Fusarium solani complex and the opposite is observed
for the strains of Fusarium non-solani evaluated in this study.
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1.1 Biologia e sistematica de Fusarium spp.

O género Fusarium €& amplamente distribuido na natureza e
compreende uma grande quantidade de espécies que comumente s&o

fitopatdgenas e saprofitas do solo.

A maioria das espécies deste género habita a parte subterranea e
raizes das plantas, fragmentos vegetais e compostos organicos depositados até
100cm de profundidade do solo, outros grupos habitam as regibes aéreo-
superiores de plantas causando cancro em brotos, lesdo em galhos e obstrucéo
em inflorescéncias. Estes fungos dispersam seus propagulos por acédo da agua de

chuvas, ventos e insetos (Burguess, 1981).

Quando sao capazes de causar doenca no ser humano originam
infeccbes que com base em caracteristicas morfolégicas e de pigmentacdo de
colénia sdo designadas pelo termo hialohifomicoses. Sua posicao sistematica €
definida como pertencente ao Reino Eumycota, Divisdo Ascomycota, Classe
Euascomycetes, Ordem Hypocreales, Familia Hypocreaceae, Género Fusarium

(De Hoog et al, 2000).

A caracterizagdo de um isolado clinico ou ambiental de Fusarium
pode se tornar complicada, visto que outros géneros fungicos, como
Cylindrocarpon e Acremonium, apresentam estruturas morfolégicas semelhantes,

0 que torna essencial uma investigacdo morfolégica minuciosa e detalhada. O
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elevado niumero de espécies e, mais recentemente, a revolu¢do na taxonomia do
género sao outros fatores que interferem na correta identificacdo das espécies de

Fusarium (Guarro, Gene, 1995; O’'Donnell, 2000).

Devido as dificuldades citadas, varios estudos publicados na
literatura mundial se referem somente ao género e ndo mencionam a espécie do
agente, o que dificulta a caracterizacdo da epidemiologia, freqiéncia e prevaléncia

deste fungo como patdgeno oportunista (Guarro, Gene, 1992).

As manifestagdes clinicas apresentadas por pacientes com infec¢bes
causadas pelo género Fusarium também n&do sdo exclusivas e 0 exame
microscopico direto, bem como a histopatologia, sdo similares a outras infec¢bes
causadas por outros géneros fangicos. Portanto, para estabelecer um diagnostico
definitivo é imprescindivel obter a cultura do agente em laboratério e realizar a

caracterizacdo fenotipica, seguindo rigorosamente os critérios ja pré-estabelecidos

em chaves de identificagao (Booth, 1975).

Véarias chaves de classificacdo de espécies de Fusarium foram
publicadas, porém, essas chaves tinham como principal objetivo identificar
espécies consideradas fitopatégenas e continham termos que ndo eram aplicados
a micologia médica (Wollenweber, Reinking, 1935; Snyder, Hansen, 1940; Booth,
1971). Somente em 1992, Guarro, Gené publicaram uma chave de classificacdo
gue permitiu a identificacdo de varias espécies patogénicas para o ser humano e

outros animais.




1. INTRODUCAO. 4

Os cultivos de Fusarium spp. sédo caracterizados pelo crescimento
rapido da colbnia, com micélio aveludado a levemente cotonoso, opaco ou
levemente brilhante. Inicialmente as colénias sédo brancas e apds 7 a 10 dias de
incubacdo a 25°C os fungos desse género podem apresentar caracteristicas de
pigmentacdo do micélio de diversas cores, tais como, rosa, purpura, cinza, bege,
marrom, amarelada e alaranjada, sendo estas caracteristicas fenotipicas

importantes para a identificacdo das espécies (Guarro, Gene, 1992).

Os meios de cultivo utilizados nos laboratérios de rotina para a
determinacéo das espécies sdo aqueles comumente utilizados em micologia: agar
aveia (OAT) e agar batata (PDA) entre outros como, por exemplo, o 4gar extrato
de malte e o agar folha de cravo (CLA) que é um meio extremamente pobre em

nutrientes e estimula a conidiogénese (Fischer et al, 1982; Lacaz et al, 1998).

A principal caracteristica fenotipica que determina o género Fusarium
€ a producdo de conidios em forma de foice, com extremidade afilada,
constituindo fusos hialinos, levemente curvos ou inclinados. Algumas espécies
apresentam macroconidios com uma estrutura pronunciada designada como
célula-pé. Eles emergem de células conidiogénicas, denominadas de fialides, e
podem apresentar-se isoladamente ou agrupados em massas. Os macroconidios,
geralmente, estdo unidos por material mucilaginoso e podem ter de 1 até 10

septos transversais dependendo da espécie (Guarro, Gene, 1995).




1. INTRODUCAO. 5

by

Ainda com relacdo a producdo de conidios, algumas espécies
apresentam microconidios unicelulares com forma elipsoéide, alantéide, piriforme,
ovoides ou subglobosos. Estes podem apresentar um septo e sdo produzidos
sobre mono ou polifialides e organizados em cabecas mucéides ou cadeias,
apresentando a base truncada (Nelson et al, 1994; Guarro, Gene, 1995). Algumas
espécies, ainda, em condicdes adversas, apresentam estruturas de resisténcia

denominadas clamidoconidios (Samson, Von Reenen-Hoekstra, 1995).

Em raros casos, a identificacdo do género também pode ser
dificultada quando os macroconidios ou microconidios ndo sdo produzidos em
cultivo. Gams, Niremberg (1989) estabeleceram alguns critérios de identificacdo
fenotipica baseados numa combinacdo de -caracteristicas, o que permite 0
reconhecimento do género Fusarium exclusivamente pela producdo de conidios,
tomando-se em conta a cor das coldénias e a morfologia dos conidiéforos e
microconidios. Varios testes baseados em caracteristicas fenotipicas tém sido
utilizados para a classificacdo taxondmica, andlise da patogenicidade e

principalmente estudos epidemiolégicos (Guarro, Gené, 1995).

Os métodos de identificacdo fenotipica, muitas vezes néo permitem a
correta determinacdo das espécies deste género, constituindo-se em métodos
laboriosos e demorados, devendo ser executado por profissionais bem treinados

e, ainda assim, podendo gerar resultados conflitantes.
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Pelas limitacbes em desenvolver estudos morfolégicos do género e,
principalmente, pela necessidade em determinar a correta classificagcdo das
espécies, os métodos moleculares baseados em reacao de polimerase em cadeia
(PCR) vém sendo cada vez mais utilizados no auxilio do esclarecimento da
taxonomia, evitando classificacOes artificiais e sem consisténcia com a filogenética

do género (Manicom et al, 1987; Thomas et al, 1994; O’'Donnell, 2000).

Dentre as técnicas moleculares mais utilizadas destacam-se: RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism),  AFLP  (Amplified  Fragment Lenght Polymorphism),
sequenciamento de rDNA e da regido dos genes espacadores transcritos internos
(internal transcriber spacer — ITS1 e ITS2), genes “housekeeping” codificadores de
proteinas, como B-tubulina e fator de elongacdo-a entre outras (Sharples, Lloyd,
1990; Swaminathan, Matar, 1994; Voss et al, 1995; Power, 1996; Taylor et al,

1999, Soll, 2000; O’'Donnell, 2000).

A partir da utilizacdo dessas técnicas moleculares verificou-se a
existéncia de um elevado grau de heterogeneidade entre as espécies do género
Fusarium definidas com base morfolégica. Pesquisadores sugerem a formacéo de
complexos de espécies filogeneticamente distintas, transformando assim, toda a
taxonomia do género. (Guadet, 1989; O’Donnell, Gray, 1995; O’Donnell, 2000;

O’Donnell et al, 2004; Zhang et al, 2006; O’'Donnell et al, 2008).
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Fusarium solani, espécie considerada principal causadora de
fusariose em humanos, hoje é considerada um complexo que compreende 44
espécies. Sob o ponto de vista filogenético,.essas espécies estdo aglutinadas em
03 ramos principais, onde exemplares isolados de solo e vegetais estédo
estritamente agrupados nos ramos 1 e 2 e exemplares isolados de episodios de
infeccdes em humanos estdo agrupados principalmente no ramo 3 (Zhang et al,

2006; O’'Donnell et al, 2008).

Da mesma forma, outras espécies de importancia na medicina
humana e na fitopatologia vém sendo caracterizadas como complexos de espécie,
a exemplo do complexo Fusarium oxysporum, complexo Giberella fujikuroi, entre

outros (Baayen et al, 2000; O’Donnell et al, 2004, Leslie et al, 2007).

Apesar de todos os avancos obtidos através da utilizacdo da
taxonomia molecular como ferramenta na identificacdo de espécies, ainda hoje, a
grande maioria dos laboratérios de rotina realizam o diagnostico utilizando as

ferramentas fenotipicas usuais.

1.2 Relevancia clinica de infeccbes causadas pelog  énero Fusarium

O género Fusarium era considerado até recentemente como agente

de micotoxicoses e de infeccbes superficiais, porém, desde a década de 70, tém

sido relatados com maior frequéncia casos de infeccbes disseminadas por este
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agente, especialmente em pacientes imunodeprimidos (Guarro, Gene, 1995;

Paphitou et al, 2002; Lewis et al, 2005).

Os complexos de espécies que provocam doenga em seres humanos
e gque se apresentam com maior freqiéncia sdo: Fusarium solani, Fusarium
oxysporum, Fusarium verticillioides, Fusarium dimerum, Fusarium moniliforme,
Fusarium equiseti, Fusarium semitectum, Fusarium anthophilium, Fusarium

graminearum etc. (Torres et al, 2003; Dignani, Anaissie, 2004).

1.2.1 Ceratites

A maioria dos casos de ceratite fingica esta associada a trauma da
cornea por vegetais do solo, corpos estranhos ou pelo uso de lentes de contato
(Thomas, 2003; Saha, Das, 2006). O trauma da cdérnea por material vegetal pode
introduzir o fungo diretamente no epitélio ou lesar o tecido tornando-o propicio

para colonizagéo e infeccdo por patdbgenos ambientais (Klotz et al, 2000).

Evidéncias sugerem que o fungo ndo invade a cornea facilmente,
requerendo alguns fatores predisponentes do hospedeiro como alteracbes no
mecanismo de defesa ocular, ulceragdo do epitélio ou estroma devido a
antecedentes de herpes simplex ou associado a lesfes da coOrnea por uso de
lentes de contato, secrecao de lagrimas diminuida, baixa concentracdo de IgA nas
lagrimas, defeitos no posicionamento e mecanismo de oclusdo das pélpebras.

Outros fatores de risco predisponentes a ceratite incluem, Diabetes mellitus e
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condicBes imunossupressoras como uso de corticéides e terapia antimicrobiana

(Chander et al, 1993; Thomas, 2003; Keay et al, 2006).

As ceratites micéticas apresentam evolucéo clinica lenta e a lesédo
pode ser Unica ou associada a lesdes satélites, com bordas irregulares e
apiculadas (com projecdes semelhantes a espiculas) e/ou abscessos no estroma
de intensidade variavel. Nos casos mais graves, observa-se um infiltrado de
células no estroma da cérnea com reacao inflamatéria intra-ocular representada
pela presenca de células na camara anterior e vitrea. Uma grande quantidade dos
polimorfonucleares pode levar a sua precipitagdo na camara anterior e formacgéao

da area banca, denominada hipopio (Hofling-Lima, 2003).

Uma caracteristica clinica apresentada exclusivamente por espécies
do género Fusarium em episodios de ceratites € a invasdo da camara anterior
formando uma massa fungica na lente e na area da pupila, interferindo na
drenagem de humor aguoso e aumentando a pressédo intra-ocular (Kuriakose,

Thomas, 1991; Thomas, 2003).

Os pacientes que sofrem o0 quadro de ceratite, geralmente,
apresentam lacrimejamento, dor, desconforto, irritacdo, acuidade visual, fotofobia,
olhos vermelhos, sensacdo de corpo estranho, sendo que o exame do olho revela
Ulcera de cérnea elevada com margens irregulares e brancas, além de infiltrado

profundo no estroma da cornea, sob a uUlcera (Thomas, 1994).
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As ceratites podem ter conseqiéncias devastadoras se ndo sao
diagnosticadas precocemente e tratadas efetivamente. A ceratite causada por
Fusarium € clinicamente similar aquelas causadas por outros tipos de fungos,
porém apresenta pior prognostico, resultando em rapidas alteracbes da cérnea
marcada pela perda da visdo, chegando até a necessidade de realizacdo de
transplante (Thomas, 2003; Saha, Das, 2006; Chang et al, 2006; Dyavaiah et al,

2007; Xie et al, 2008).

A principal micose superficial causada pelo género Fusarium € a
ceratomicose ou infeccdo da cérnea. Varios estudos relatam esse agente como
sendo um dos principais causadores de ceratites, dependendo da regido climética

onde elas ocorrem (Thomas, 2003).

No Brasil, em um estudo retrospectivo conduzido por Godoy et al
(2004A) foram analisados um total de 152 fungos causadores de ceratites, dos
guais o género Fusarium foi o principal responsavel, causando 68 (44,7%)
episodios, seguido por Candida albicans em 25 (16,4%) episodios. Outros fungos
como Paecilomyces spp., Penicilium spp., Aspergillus spp., Exophiala spp.,
Scedosporium spp., Fonsecaea spp., Acremonium spp., Candida tropicalis, entre

outros, foram responsaveis por (38,9%) dentro desta casuistica.

Ainda no Brasil, em investigacdo realizada por Salera et al (2002) na

cidade de Belo Horizonte, entre janeiro de 1994 a dezembro de 1999, foram




1. INTRODUCAO. 11

avaliados 20 pacientes com ceratite micotica. Os géneros isolados foram Fusarium

spp. (60%), Aspergillus spp. (30%), Acremonium spp. (5%) e Dreshlera spp. (5%).

Vemuganti et al (2002) realizaram estudo no LV Prasad Eye Institute,
na cidade de Hyderabad, na india, onde foram analisadas 131 amostras de fungos
isoladas de pacientes com Ulcera de cérnea, sendo os principais agentes isolados
Aspergillus spp. com 56 (42,74%) casos e Fusarium spp. com 43 (32,82%) casos,
outros fungos filamentosos e leveduriformes foram responsaveis por 24% dos

episodios.

Em um estudo conduzido por Saha, Das (2006) em Delhi, na india,
foram analisadas 74 amostras de fungos isoladas de episédios de ceratite micética
entre janeiro de 2000 a dezembro de 2004. Entre as amostras identificadas,
espécies do género Aspergillus foram as mais freqlientemente isoladas,
responsaveis por 43 (55,84%) casos, seguidos de Fusarium spp. com 6 (7,79%)
episédios. Fungos demaceos e leveduriformes foram responsaveis por 36,37%

dos casos.

Qiu et al (2005) conduziram um estudo, na China, entre setembro de
2002 a julho de 2004, avaliando a eficacia de antifungicos frente a 61 isolados de
ceratites micoticas. As principais espécies envolvidas nessa casuistica foram 33
(54,1%) espécies de Fusarium spp., 09 (14,8%) de Aspergillus spp., 03 (4,9%) de

Alternaria spp. Outros fungos filamentosos como Curvularia spp., Trichophyton
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spp., Acremonium spp. e Scedosporium spp. foram responsaveis por 26,2% dos

casos envolvidos neste estudo.

Ainda na China, Xuguang e colaboradores (2007) realizaram estudo
no Beijing Institute of Ophthalmology entre os anos de 2001 e 2004 onde
avaliaram a positividade de 681 amostras isoladas de episédios de ceratites.
Fusarium spp. foi o agente responsavel por 57,86% dos episodios, seguido por
Aspergillus spp. com 17,03%. Outros agentes flngicos como Alternaria spp.,
Penicillium spp. e Acremonium spp. entre outros foram responsaveis por cerca de

25% dos casos.

Na Europa, em estudo conduzido por Rondeau et al (2002) na cidade
de Paris, Franga, foram observados 19 casos de ceratites fungicas atendidas no
Centre Hospitalier National d’Ophtalmologie XV-XX, onde as espécies mais
isoladas foram Candida spp. (58%), seguida por Fusarium spp. (21%) e

Aspergillus spp. (4,2%).

Em estudo realizado por Tanure et al (2000) na cidade de Filadélfia,
Estados Unidos, foram investigados 24 casos de ceratomicoses atendidos no Wills
Eye Hospital entre janeiro de 1982 e marco de 1999. As espécies mais isoladas
foram Candida albicans (45,8%), seguida por Fusarium spp. (25%), Scedosporium
apiospermum (8,3%), Alternaria spp. (4,2%), Aspergillus spp. (4,2%) e Penicillium

spp. (4,2%). Outros fungos representaram 8,3% nesta casuistica.
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E importante mencionar o estudo de Chang et al (2006) que relata
um grande surto de ceratite causada por Fusarium em usuarios de lentes de
contato dos Estados Unidos, de Cingapura e de Hong Kong, na China. Este surto
foi associado ao uso de uma solucdo para limpeza de lentes de contato da marca
Baush & Lomb e chamou a atencdo da comunidade cientifica em todo o mundo.
Entre junho de 2005 e julho de 2006 foram diagnosticados 164 casos confirmados
de ceratites micéticas causadas por Fusarium e relacionadas ao uso da solucdo
de limpeza. Os principais complexos de espécies isolados nesse importante surto

foram solani e oxysporum.

A variabilidade dos agentes etiolégicos encontrados em casos de
ceratomicoses publicados em diferentes partes do globo sdo, provavelmente,
reflexo de aspectos de ordem social, como a dificuldade de obtengdo de
instrumental de protecdo apropriado para o trabalho na agricultura, assim como de
guestbes geoclimaticas que interferem na prevaléncia ambiental de diferentes
géneros de fungos filamentosos (Thomas et al, 2003; Godoy et al, 2004A; Saha,

Das, 2006; Chang et al, 2006).

1.2.2 Onicomicoses
Onicomicose ou infeccdo das unhas € provocada por patdégenos
primarios que invadem a lamina ungueal sadia e, eventualmente, por outros

agentes que a atingem secundariamente podendo chegar as unhas por diversos
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mecanismos inclusive auto-inoculacéo. A onicomicose € considerada uma das

principais onicopatias do homem (Badillet et al, 1998; Haneke et al, 1991).

As micoses das unhas podem ser causadas por trés tipos de fungos:
dermatofitos, leveduras e fungos filamentosos ndo dermatdfitos. Porém existem
diferencas geograficas na epidemiologia e etiologia das onicomicoses,
especialmente na freqiéncia em que cada grupo se apresenta como responsavel

pela infecgéo (Mercantini et al, 1996; Arrese et al, 2005).

Alguns fatores de risco favorecem o surgimento de onicomicoses,
entre eles estdo certas enfermidades cronicas como diabetes, infeccbes cutaneas
como psoriase, fatores genéticos, infecgfes micoticas de pele e imunodeficiéncias

(Arrese et al, 2005).

Casos de onicomicoses causados por espécies do género Fusarium
guase sempre sao diagnosticadas nas unhas dos pés, afetadas por traumas,
distrofias ou quando j& ha um quadro de infeccdo causado por dermatofitos.
Alguns fatores favorecem a onicomicose causada por Fusarium como, por
exemplo, o contato direto com solo infectado por este microrganismo, o habito de

andar com os pés descal¢os e uso de sandalias (Calado et al, 2006).

Infeccbes das unhas causadas por Fusarium spp. requerem uma
atencdo redobrada, devido ao potencial invasivo deste fungo o qual pode-se

manifestar quando o hospedeiro apresentar uma imunodepressdo. Ha relatos de
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casos onde a fungemia por Fusarium em pacientes com cancer teve a sua origem
a partir de celulite periungueal, relacionada a Fusarium (Girmenia et al, 1992;

Nucci, Anaissie, 2002; Guilhermetti et al, 2007).

1.2.3 InfecgBes cutaneas e sistémicas

O género Fusarium também esta presente em casos de micoses
cutdneas sendo identificado em duas situacfes diferentes como o0 agente
causador da doencga: como o sitio primario de infeccdo, ou entdo como o sitio de
metastase decorrente de fungemia. As lesbes podem apresentar-se como lesées
localizadas ou disseminadas, formando nédulos, eczema grangrenoso, celulites ou
Ulceras em pacientes imunocompetentes ou imunocomprometidos (Nucci,

Anaissie, 2002; Nucci, Anaissie, 2007).

Na literatura, foram descritos também varios casos de micetoma
associado a Fusarium solani e Fusarium oxysporum (De Hoog et al, 1993; Nakar

et al, 2001; Tomimori-Yamashita et al, 2002; Yera et al, 2003).

Infecgbes invasivas tém sido progressivamente descritas em
pacientes imunocomprometidos, podendo apresentar-se como quadros de doenca
invasiva localizada ou disseminada. Casos de infeccao localizada por Fusarium
spp. incluem osteomielite (Bader et al, 2003; Moschovi et al, 2004; Sierra-Hoffman
et al, 2005), artrite por inoculacdo do fungo por trauma (Jackle et al, 1983;

Kumashi et al, 2006), assim como quadro de peritonites em pacientes em
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programa de dialise continua (Flynn et al, 1996; Giacchino et al, 1997; Bibashi et

al, 2002).

As infec¢Oes invasivas por Fusarium spp. constituem a segunda
causa de infecgao invasiva por fungos filamentosos em pacientes com cancer e/ou
submetidos a transplante de medula 6ssea (Nucci, Anaissie, 2007). A maioria dos
pacientes com fusariose disseminada apresenta envolvimento do trato respiratorio
e fungemia com lesdes multiplas de pele. O prognostico da infeccdo disseminada
por Fusarium spp. é bastante desfavoravel, sendo a mortalidade muita elevada, da
ordem de 70 a 80% apesar da terapéutica antifangica (Musa et al, 2000; Nucci et

al, 2003; Nucci, Anaissie, 2007).

As manifestagdes clinicas da infec¢do disseminada por Fusarium sdo
parecidas as observadas na infeccao por Aspergillus (Vartivariam et al, 1993). Os
orgaos e tecidos mais afetados sao: pele, sangue, pulmédo. Eventualmente pode
afetar outros 6rgdos e estruturas como seios nasais, rins, coracao, olho, cérebro e
articulagcbes (Guarro, Gené, 1995; Cocuroccia et al, 2003; Dignani, Anaissie, 2004;

Sidrim, Rocha, 2004).

A via de entrada de Fusarium spp. € incerta. Alguns autores sugerem
gue o acesso do fungo é por via respiratéria e posteriormente dissemina-se por via
hematogénica afetando outros 6rgdos (Neumeister et al, 1992). Outros autores
propdem que 0 acesso € por via do trato gastrintestinal por ingestdo de alimentos

contaminados pelo fungo (Anaissie, Rinaldi, 1990; Martino et al, 1994; Jensen et
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al, 2004). Richardson et al (1988) descreveram quatro casos de infeccéo
disseminada por Fusarium cuja via de entrada foi a colonizacdo do cateter. Outros
autores como Girmenia et al (1992) j& descreveram um caso de onicomicose
como a possivel via de entrada para uma infeccdo disseminada num paciente

imunocomprometido.

Nucci et al (2004) caracterizaram a histéria natural da infecgdo por
Fusarium spp. em pacientes submetidos a transplante de medula 6ssea. Segundo
0s autores, a incidéncia de fusariose entre receptores alogénicos foi entre 4,2 e
5,0 casos por 1000 considerando o antigeno leucocitario humano (HLA) como
relacionado e de 20,19 casos por 100 em pacientes com HLA né&o relacionado. O
prazo médio entre transplante e diagndstico de fusariose foi de 48 dias. Entre os
receptores do transplante foi observada uma distribuicdo trimodal; um primeiro
pico antes do transplante, um segundo pico com uma mediana de 62 dias p0s-
transplante e um terceiro pico com 1 ano pos-transplante. A sobrevida dos

pacientes foi de 13% (mediana de 13 dias).

1.3 Reservatorios de infecgBes por  Fusarium spp. no ambiente hospitalar

Embora a maioria das infec¢cdes hospitalares tenham como agente
causal as bactérias, o numero de infec¢des por fungos anemdfilos em pacientes
hospitalizados tem aumentado nos ultimos anos. Os avangos na medicina nas

duas ultimas décadas levaram ao surgimento de drogas eficazes na inducdo de
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imunossupressdao em pacientes transplantados. Esta imunossupressao esta
associada a um aumento no numero de infec¢gBes fungicas. Varios trabalhos tém
sido publicados relatando casos de infecgcbes por fungos oportunistas em
pacientes transplantados, portadores de leucemia, linfoma e pacientes em
guimioterapia. Da mesma forma, pacientes internados em unidades de
gueimados, unidades de terapia intensiva, bem como aqueles em pdés-operatorio
de grandes cirurgias também estdo susceptiveis a desenvolver infeccbes por
fungos oportunistas (Gerson et al, 1984; Rotstein et al, 1985; Mousa et al, 1999

Tavora et al, 2003).

Os fungos filamentosos podem entrar nos recintos hospitalares pelo
ar externo utilizando os sistemas de ventilagcéo, sistemas de ar condicionado ou
podem proliferar no interior dos recintos em vasos de flores, plantas e arbustos
colocados em areas inapropriadas, materiais inanimados como madeira, sintéticos
e carpetes podem atuar como reservatorio de fungos filamentosos e colocar em

risco pacientes imunodeprimidos (Denning, 1997A).

A prevengéao das infec¢cdes nosocomiais nas unidades de transplante
de medula 0ssea depende principalmente de sistemas que filtrem o ar externo,
com filtros absolutos (HEPA), elou sistemas de fluxo laminar (SFL). Estes
sistemas reduzem o numero de propagulos fingicos suspensos no ar (Anaissie et
al, 2003; Warris et al, 2003). Outras medidas de prevencéo sdo as relacionadas ao

paciente, como o aumento da resposta imune natural utilizando fatores de
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crescimento recombinantes e quimioprofilaxia utilizando drogas antifungicas

(Nemunaitis et al, 1993; Behre et al, 1995; Oren et al, 2001).

Recentemente investigacdes realizadas por diversos pesquisadores
demonstraram que os sistemas de distribuicdo de agua e reservatérios dos
hospitais podem ser colonizados por fungos patogénicos como Aspergillus spp. e
Fusarium spp e concluiram também que os sistemas de &agua podem ser
considerados como a fonte de contaminagdo do ar por fungos filamentosos,
ampliando a possibilidade de ocorréncia de surtos (Arvanitodou et al, 1999;

Anaissie et al, 2003; Warris et al, 2003).

Os reservatorios dos fungos filamentosos no ambiente hospitalar ndo
sdo completamente conhecidos. A identificagdo de tais reservatorios €
fundamental para implantar medidas de controle de infecgdo hospitalar mais

efetivas (Anaissie et al, 2001).

Anaissie et al (2001), realizaram uma investigagdo durante um
periodo de 10 anos no sistema de distribuicdo de agua de um hospital terciario da
cidade de Houston (USA). No estudo, os fungos isolados foram identificados como
Fusarium solani e Fusarium oxysporum. Este estudo demonstrou que as espécies
do género Fusarium podem colonizar sistemas de distribuicdo de agua de
hospitais em concentracdes de cloro livre residual de 0,3 ppm e confirmou
utilizando técnicas moleculares que as espécies de Fusarium podem permanecer

no sistema durante anos.
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Estes dados sugerem que fungos filamentosos sao frequientemente
isolados de sistemas de distribuicdo de aguam de hospitais, ainda na presenca de
concentracdes elevadas de cloro livre residual, podendo constituir fonte de

infeccdo para hospedeiros imunocomprometidos.

1.4 Teste de susceptibilidade a antifungicos pelo m  étodo de microdiluicéo

em caldo

Com o aumento na incidéncia das infec¢des fungicas sistémicas e
um crescente surgimento de novas op¢oes de drogas antifingicas, houve também
um aumento no interesse da comunidade cientifica em estabelecer e aperfeicoar
métodos laboratoriais para orientar a selecdo de terapia antifungica,
principalmente com ensaios envolvendo leveduras (Rex et al, 2001; Pfaller et al,

2002; Bedout et al, 2003).

No final da década de 80, como parte da estratégia para obter um
método de alta reprodutibilidade na terapia antifingica, o National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS), atualmente denominado Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) designou um Subcomité para Testes de
Susceptibilidade a agentes antifungicos. Como resultado, o CSLI publicou a
Norma M27 “Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing
of Yeast”, estabelecendo paréametros para a realizacdo de ensaios com leveduras

(Pfaller et al, 1988; Pfaller et al, 1990; Espinel-Ingroff et al, 1992; Fromtling et al,
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1993; Pfaller, Rinaldi, 1993; Rex et al, 1993; Rex et al, 2001; CLSI, anteriormente

denominado NCCLS, 2002A).

Os parametros para a realizacdo de testes de susceptibilidade de
leveduras a antifungicos foram adaptados aos ensaios com fungos filamentosos.
Em estudos multicéntricos conduzidos pelo grupo da pesquisadora Espinel-Ingroff
demonstrou-se haver boa performance e reprodutibilidade quando utilizados meios
de cultivo, tamanho de inéculo e temperatura apropriados (Espinell-Ingroff et al,

1995; Espinell-Ingroff et al, 1997).

A partir destes estudos o CLSI estabeleceu a utilizacdo do meio de
cultura RPMI-1640 com L-glutamina, sem bicarbonato e tamponado com acido
morfolinopropanosulfénico (MOPS) com pH 7,0 +1,0; o tamanho do inéculo de 0,4 x
10* a 5 x 10* UFC/mL utilizando espectrofotometria, a temperatura de incubacao
de 35°C, sem agitacdo, com periodos variando de 21 a 26 horas para placas
contendo espécies de Rhizopus, 46 a 50 horas para a grande maioria de fungos
filamentosos oportunistas incluindo, Fusarium spp., Aspergillus spp. e Sporothrix
schenkii, e 70 a 74 horas para placas contendo Pseudallescheria boydii (CLSI

[NCCLS], 1998; CLSI [NCCLS], 2002B; CSLI, 2008).

Em 1998, o CLSI langcou a primeira proposta para testes de
susceptibilidade dos fungos filamentosos, a norma M38-P. Em 2002 a norma foi
aprovada e publicada com algumas reformulacdes (M38-A) e mais recentemente,

em 2008, foi lancada uma atualizacdo, o documento M38-A2, que serve como
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norma atualizada para ensaios com o0s seguintes géneros: Aspergillus, Fusarium,
Rhizopus, Pseudallescheria (Scedosporium), Sporothrix e outros géneros de
fungos filamentosos oportunistas, assim como os trés géneros de dermatofitos.
Vale mencionar que segundo consta esta norma a leitura dos cultivos deve ser
realizada com base na inibicdo total de crescimento visivel, seja para anfotericina

B ou triazélicos (CLSI [NCCLS], 1998; CLSI [NCCLS], 2002; CLSI, 2008).

O maior desafio e principal objetivo dos testes de susceptibilidade a
antifingicos € apresentar uma boa correlacdo clinico-laboratorial. Esta
determinacdo com a metodologia do CLSI ndo € perfeita, particularmente em
pacientes portadores de micoses invasivas. Infelizmente, mdultiplos fatores
interferem nesta correlagao tais como o sitio da infec¢éo, o grau de imunidade do
hospedeiro, farmacocinética ou biodisponibilidade da droga e envolvimento de
materiais prostéticos ou cateteres (Rex, Pfaller, 2002; Loeffler, Stevens, 2003;

Hospenthal et al, 2004).

Até o presente momento, ndo foram estabelecidos os “breakpoints”
ou os “pontos de corte” para a interpretacéo dos resultados nos testes com fungos
filamentosos, sendo que a aplicabilidade clinica dos testes de susceptibilidade

com esse grupo de fungos patdégenos continua incerta (CSLI, 2008).




2. OBJETIVOS




2. OBJETIVOS. 24

2. OBJETIVOS

1. Avaliar de forma descritiva as caracteristicas fenotipicas de 157 cepas
de Fusarium spp. isoladas de episodios de ceratites, micoses
superficiais, subcutaneas e sistémicas e coletas ambientais (ar, agua e

superficies de ambientes hospitalares).

2. Descrever a prevaléncia de diferentes espécies de Fusarium

encontradas nas amostras clinicas e ambientais.

3. Definir o perfil de susceptibilidade dessas cepas utilizando o método de
microdiluicdo em caldo descrito no documento M38-A2 publicado pelo
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), frente aos antifingicos

Anfotericina B, Fluconazol, Itraconazol, 5-fluorocitosina e Voriconazol.
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3.1 Selecdo das Amostras

Foram incluidas nesse estudo 157 cepas identificadas originalmente
como pertencentes ao género Fusarium. Destas cepas, 126 (80,2%) isolados sao
provenientes de episédios de micoses superficiais, subcutaneas e sistémicas e 31
(19,8%) cepas sao provenientes de coletas ambientais (ar, agua e superficies de

ambiente hospitalar).

Todas as cepas foram coletadas entre os anos de 1996 e 2008 e
foram mantidas no banco de microrganismos do Laboratério Especial de Micologia
(LEMI) da Universidade Federal de Séo Paulo — UNIFESP/EPM a uma
temperatura de -70°C em meio GPYA (Agar Dextrose Peptona Extrato de

Levedura) com glicerol a 60%, por diferentes periodos de tempo.

Com relacdo as amostras ambientais, € importante mencionar que
tais amostras foram obtidas a partir de investigagcbes de rotina para aferir a
gualidade do ar e 4gua em ambientes hospitalares de risco, tendo sido coletadas
seguindo normas e metodologias de monitoramento ambiental utilizando

equipamentos apropriados para coletas desta natureza.
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3.2 Verificacao da viabilidade e pureza das amostra s armazenadas no LEMI

Previamente aos experimentos, as amostras foram submetidas a
verificacdo de sua pureza e viabilidade sendo cultivadas a uma temperatura de
25°C em meio Agar Sabouraud Dextrose contendo cloranfenicol, por 7 a 15 dias,
com pelo menos um repique prévio, a fim de que os testes fossem realizados com

culturas puras e recentes.

3.3 Identificacéo fenotipica das amostras

3.3.1 Analise macromorfoldgica

Cada cepa foi semeada, com o auxilio de uma algca de platina em L
em ponto central de uma placa de petri (90 X 15mm) contendo Agar Batata
Dextrose com cloranfenicol (PDA). As placas foram incubadas a uma temperatura

de 25°C durante 7 a 15 dias.

Apos o periodo de incubacédo das placas, foram analisadas de forma
descritiva as caracteristicas macromorfolégicas dos cultivos, levando em
consideracdo 0s seguintes aspectos: textura, cor da colbnia, presenca de

pigmentacao, presenca de esporodoquios e diametro da coldnia.
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3.3.2 Analise micromorfoldgica

Cada cepa foi semeada, com o auxilio de uma alca de platina em L
ou agulha de niquel cromo, nas extremidades de blocos (1,0 X 1,0cm) de PDA em
placas de petri (90 X 15mm). Cada bloco foi coberto com uma laminula
esterilizada e em seguida as placas foram incubadas a 25°C durante 7 a 15 dias.
Decorrido o periodo de incubagéo foi montada a lamina de cada cultivo pingando-
se uma gota de lactofenol azul de algoddo na lamina e em seguida cobrindo-a

com a laminula incubada.

Cada lamina foi observada em microscopio de luz com lentes
objetivas de 10X, 40X e 100X, onde foram analisadas as caracteristicas das
estruturas do micélio vegetativo e reprodutivo como: hifas, presenca e disposicdo
de conidios (microconidios, mesoconidios, macroconidios e clamidoconidios) e

conidiéforos (fialides).

Foi utilizada a chave de classificagdo sugerida por De Hoog et al

(2000) para identificar todos os isolados — ANEXO 1.
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3.4 Avaliacao do Perfil de Susceptibilidade aos Ant  ifungicos.

A avaliacdo da susceptibilidade aos antifungicos foi realizada
utilizando o método de microdiluicio em caldo, de acordo com as normas de
padronizacdo publicadas no documento M38-A2 do Clinical and Laboratory

Standards Institute (CSLI, 2008).

3.4.1 Preparo do meio de cultura

Foi utilizado o meio de cultivo sintético RPMI-1640 (Roswell Park
Memorial Institute; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) com L-glutamina
sem bicarbonato de sédio e tamponado com MOPS (acido 2-[N-morfolino]-
propanossulfonico; Sigma) 0,165M, sendo o pH ajustado para 7,0. Este meio de
cultivo, adquirido comercialmente sob a forma de po, foi preparado com agua mili-
g e esterilizado por filtracdo a vacuo, utilizando-se filtro biolégico de 0,22um
(Millipore) e acondicionado em frascos com capacidade para 500mL sendo

conservado em refrigerador a 4°C até o momento de uso.

3.4.2 Preparo das drogas antifungicas

As drogas antifungicas utilizadas nos experimentos foram

Anfotericina B (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), Fluconazol (Pfizer
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Incorporated, New York, NY, EUA), Itraconazol (Janssen Pharmaceutica,
Titutsville, NJ, EUA), Voriconazol (Pfizer incorporated, New York, NY, EUA) e 5-

fluorocitosina (Pfizer Incorporated, New York, NY, EUA).

O PO puro para analise de diferentes antifUngicos foi obtido
diretamente com o fabricante. Solu¢bes-estoque de cada droga antifingica foram
preparadas a partir do sal puro dissolvido em dimetilsulfoxido (DMSO - Sigma
Chemical Co. St. Louis, MO, EUA) em concentracdes dez vezes maiores que a
maior concentracdo a ser testada. Estas solucdes-estoque foram mantidas a -

20°C até sua utilizacao.

3.4.3 Preparo das placas para os ensaios de microdi  luicdo em caldo

Previamente a realizacdo dos ensaios, os antifungicos testados
foram diluidos em dez diferentes concentracdes seriadas a saber: anfotericina B,
itraconazol e voriconazol — de 0,0313 a 16,0ug/mL; fluconazol e 5-fluorocitosina —

de 0,125 a 64,0ug/mL.

A partir da solucdo-estoque de cada droga, foram preparadas
solugdes contendo dez vezes a concentracao final desejada para os antifingicos

testados.
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As dez diferentes concentragcdes dos antifungicos foram diluidas a
1:5 em RPMI-1640 e aliquotas de 100uL destas concentracdes foram dispensadas
sequencialmente em placas plasticas de microtitulacdo de fundo chato contendo

96 pocos (Corning Inc. Costar) com auxilio de pipeta multicanal.

A distribuicAo de drogas nas placas foi realizada de maneira a
permitir que 0s pocos pertencentes as colunas numeradas de dois a onze
tivessem aliquotas referentes as 10 diferentes concentracdes de cada antifingico
a ser testado. A coluna numero 01 foi designada para o controle negativo e a
coluna 12 foi designada para controle positivo, onde foram adicionados,
respectivamente, apenas 100uL de RPMI-1640 puro ou 100uL de RPMI-1640 com

o in6culo.

As placas foram preparadas com antecedéncia e congeladas a uma

temperatura de -70°C, por ndo mais que 3 semanas, até serem utilizadas.

3.4.4 Preparo do in6culo

Para induzir a formacédo de conidios, as cepas foram inicialmente

incubadas durante 48 horas a uma temperatura de 35°C e depois por mais 5 dias

a 25°C, em meio PDA.
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Nos tubos contendo os cultivos de 7 dias, foram adicionadas
aliquotas de 2mL de solugéo salina esterilizada. Esta solucdo foi homogeneizada

delicadamente.

A suspensédo resultante foi transferida para outro tubo esterilizado
gue permaneceu em repouso por 3 a 5 minutos para sedimentacdo das particulas
mais pesadas. A seguir foi retirado o sobrenadante e transferido para outro tubo

esterilizado, este foi submetido a agitagdo mecanica com voértex por 15 segundo.

A suspensdo foi entdo aferida em espectrofotbmetro a um
comprimento de onda de 530nm (handmetros), com densidade Optica variando de

0,15a0,17.

Apds essa padronizacdo, a suspensao foi diluida a 1:50 em meio
RPMI-1640 resultando em um inéculo final, contendo aproximadamente 0,4 x 10*

a 5 x 10°UFC/mL (unidades formadoras de col6nia) requeridas para o ensaio.

O ajuste final foi obtido no momento da distribuicdo do inéculo aos
diferentes pocos da placa de microtitulagédo, contendo o volume de 100uL do meio

com a droga antifungica anteriormente dispensada na placa.

O controle de qualidade do inoculo foi realizado semeando-se 10uL
da preparacéo final de in6culo em Agar Sabouraud Dextrose e incubando a 25°C

até que as colbnias se tornassem visiveis e pudessem ser quantificadas.
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3.4.5 Realizacao dos ensaios de susceptibilidade ao s 05 antifungicos

Para a realizacédo dos testes, as placas de microdiluicdo preparadas
conforme procedimentos descritos anteriormente foram retiradas do freezer e

mantidas em estufa a 35C, por 30 minutos para desc ongelamento.

Subsequentemente, aliquotas de 100uL da solugcdo do indculo
padréo foram dispensadas nos pocos enumerados de 2 a 12 contendo os 100uL
das diferentes concentracdes dos antifungicos testados. O poc¢o 1 foi reservado

para controle de esterilidade do meio, como mencionado anteriormente.

Além dos isolados clinicos, foram incluidas em cada dia de ensaio
guatro organismos-controle: Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida krusei
ATCC 6258, Aspergillus flavus ATCC 204304 e Fusarium solani ATCC 62877.
Estes isolados permitiram o controle da qualidade na verificagdo da perfeita
diluicdo dos antifingicos, uma vez que sdo previamente conhecidas as CIMs

destes isolados frentes aos antifingicos que foram testados (CSLI, 2008).

Ao final, as placas foram transferidas para uma estufa a 35T e

leituras dos testes foram realizadas apos 24, 48 e 72 horas de incubacéao.




3. MATERIAL E METODOS. 34

3.4.6 Leitura dos ensaios

Para realizar a leitura dos testes, as placas foram colocadas em
suporte contendo espelho, permitindo a observacgéo clara do reverso das mesmas.
Conforme previamente mencionado, foram realizadas trés leituras visuais, apos

24, 48 e 72h de incubacgéo.

Foi definida como CIM (concentracdo inibitéria minima) a menor
concentracdo de droga capaz de inibir qualquer crescimento discernivel (100 % de

inibicdo) dos fungos filamentosos a serem testados (CSLI, 2008).

3.4.7 Descricdo dos resultados do teste de suscepti  bilidade obtidos com as

diferentes drogas testadas

Foi avaliada de forma descritiva a distribuicdo dos valores de CIMs para

os 05 antifingicos, sob 4 critérios:

19 Variacdo dos valores, representando os limites inferior e superior das

CIMs de cada antifungico;

29 CIM s, definida como a concentracdo inibitdria minima de antifingico

capaz de inibir o crescimento de 50% das amostras testadas;
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39 CIM g9, definida como a concentragdo inibitéria minima de antifungico

capaz de inibir o crescimento de 90% das amostras testadas.

4°) Porcentagem de cepas que apresentaram valores de CIMS acima
daqgueles habitualmente esperados para sucesso terapéutico:

- Anfotericina B, valor de CIM =22,0ug/mL (Lass-Florl et al, 1998);

- Itraconazol e Voriconazol, valor de CIM 24,0ug/mL (Denning et al, 1997B;

Denning et al, 1997C; Espinel-Ingroff et al, 2001);

- Fluconazol e 5-fluorocitosina, valor de CIM >64,0ug/mL (CLSI, 2008).




4. RESULTADOS
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4.1 Microrganismos

Foram selecionados para o0 estudo 157 isolados clinicos e
ambientais de fungos filamentosos, originalmente identificados como pertencentes
ao género Fusarium. Estas amostras foram encaminhadas ao LEMI, Disciplina de

Infectologia da UNIFESP, durante o periodo de abril de 1996 até julho de 2008.

As amostras clinicas estdo representadas por 126 cepas obtidas de
diversos sitios biologicos, a saber: amostras oculares, sangue, seios da face,
urina, fezes, biopsia e escamas de pele e interdigital, grdos de micetoma e
secrecdo de ferida cirargica. Estas cepas foram provenientes de pacientes
internados e pacientes ambulatoriais do Hospital S&o Paulo, do Instituto de

Oncologia Pediatrica e da Casa de Saude Santa Marcelina.

Em relacdo as amostras ambientais, foram estudadas 31 cepas
obtidas de coletas ambientais realizadas no Instituto de Oncologia Pediatrica e no
Hospital do Rim e Hipertensdo. Os sitios de isolamento dessas amostras foram:

ar, agua e superficies internas do ambiente hospitalar.

Todas as cepas foram descongeladas e semeadas em Aagar
Sabouraud Dextrose com cloranfenicol e incubadas a 25°C por 7 a 15 dias, para, a
partir dai, ser realizado o processo de “re-identificacdo” das amostras obedecendo
aos critérios pre-estabelecidos nas chaves de identificacdo fenotipica descritas por

De Hoog et al (2002).
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4.2 Caracterizacado morfoldgica dos isolados de Fusarium spp.

Apoés a verificacdo da viabilidade e pureza as cepas foram semeadas

em PDA para a realizacdo da analise macro e micromorfoldgica.

4.2.1 Andlise macromorfolégica e micromorfolégica d as 157 cepas de

Fusarium spp — Identificacdo dos complexos de espécies

Para a realizacdo da identificacdo das 157 cepas em estudo foi
utilizada a chave de classificagao publicada por De Hoog et al (2000), onde foram

observadas as caracteristicas macro e micromorfolégicas dos isolados.

A caracterizagdo macromorfolégica das 157 cepas de Fusarium spp.
foi realizada a partir da observacao de caracteristicas de cultivos repicados em 05
pontos de placas de petri (90X15mm) com PDA e incubados a uma temperatura

de 25°C por, pelo menos, 07 dias.

Foi observada alta variabilidade macromorfolégica entre as cepas
isoladas, principalmente, com relagdo a cor da colénia. As cores observadas nos
cultivos foram: branca, lilds, bege, laranja, rosa, amarela, avermelhada e
acinzentada, sendo que algumas cepas apresentavam a borda branca e o centro
pigmentado e outras, ainda, apresentavam o centro pigmentado e a borda branca

(Figuras 1A a 5B).
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Em relagdo a textura da colénia, a grande maioria dos isolados
(90,4%) apresentou a formacdo de micélio aéreo denso com aspecto algodonoso,
porém algumas cepas (9,5%) apresentaram o0 micélio raro com aspecto mais
umido, menos volumoso e com bordas mais circunscritas e delimitadas, chegando

a apresentar aspecto leveduriforme.

A presenca de esporodoquios foi visualizada em 65 (41,4%) cepas.
Os esporodoquios sdo estruturas fungicas constituidas de conidios, que formam
pequenas massas nhas colonias. Todas as colbnias apresentaram diametro maior

gue 4,0cm apoés 7 dias de incubacéo.

Em relacdo a micromorfologia das espécies de Fusarium spp. foram
analisados o tamanho do conidiéforo e a presenca, tamanho e nimero de septos

de macroconidios, mesoconidios e/ou microconidios.

A partir, da visualizacdo das estruturas micromorfologicas ja
mencionadas e correlacionando os caracteres da macromorfologia verificou-se
gue entre as 157 cepas em estudo, 143 (91,1%) isolados foram classificados
como pertencentes ao complexo de espécies Fusarium solani. Estes isolados
apresentaram em comum a presenca de monofialides medindo entre 90um a
150um de comprimento, microconidios medindo entre 2um a 5um de comprimento
e macroconidios com 3 a 9 septos e medindo entre 4um a 20um de comprimento

(Figuras 1A, 1B, 1C e 1D).
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Figura 1. Caracterizagdo de cepas do complexo Fusarium solani. (A) Colénias com

textura algodonosa e coloragdo lilas. (B) Colbnias com textura algodonosa e
coloragdo branca. (C) e (D) Monofialides longas (80 a 100um), microconidios,
macroconidios e clamidoconidios (40X).

Sete (4,5%) isolados foram classificados como pertencentes ao
complexo de espécies Fusarium dimerum. A principal caracteristica
micromorfoldgica observada entre esses isolados foi a presenca de mesoconidios
com até 01 septo medindo entre 6um a 15um de comprimento (Figuras 2A e 2B).
Todos os isolados classificados como pertencentes ao complexo Fusarium

dimerum apresentaram colbnias de cor laranja.
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Figura 2. Caracterizagdo de cepas do complexo Fusarium dimerum. (A) Colbnias com
textura lisa e micélio aéreo raro, coloracdo alaranjada. (B) Mesoconidos (100X).

Quatro (2,5%) cepas foram classificadas como pertencentes ao
complexo de espécies Fusarium incarnatum, também conhecido como complexo
de espécies Fusarium semitectum. Estes isolados apresentaram coldnias em tons
amarelados, presenca de esporoddquios, auséncia de microconidios e presenca
de macroconidios com 3 a 9 septos medindo de 7um a 45um de comprimento

(Figuras 3A e 3B).

: 2 25 i
Figura 3. Caracterizacdo de cepas do complexo Fusarium incarnatum. (A) Col6nias com
textura algodonosa e coloragcdo amareladas. (B) Presenca de polifidlides e
macroconidios (100X).
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Duas (1,3%) cepas foram classificadas como pertencentes a espécie
Fusarium verticillioides. Estas cepas apresentaram microconidios unicelulares e
macroconidios com 3 a 7 septos, medindo de 25um a 60um de comprimento

(Figura 4A e 4B).

——

Figura 4. Caracterizacdo de cepas de Fusarium verticillioides. (A) Colbnias com textura
algodonosa e coloracéo levemente lilas. (B) Fidlides e microconidios unicelulares (40X).

Finalmente, 01 (0,6%) isolado foi caracterizado como pertencente ao
complexo de espécies Fusarium oxysporum. Este isolado apresentou fidlides
curtas medindo até 15um de comprimento, microconidios medindo de 2um a 7um
de comprimento e macroconidios com 3 a 5 septos medindo de 15 a 55um de

comprimento (Figura 5A e 5B).
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Figura 5. Caracterizacao de cepas do complexo Fusarium oxysporum. (A) Col6énias com
textura algodonosa e coloragdo levemente lilds. (B) Fialides curtas e ramificadas,
microconidios e macroconidios (40X).
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4.3 Distribuicdo geral das espécies de  Fusarium spp. de acordo com o

material clinico ou ambiental

A distribuicdo de espécies do total de 157 cepas avaliadas neste
estudo incluiu: 143 cepas do complexo de espécies Fusarium solani (91,1%), 07
do complexo de espécies Fusarium dimerum (4,5%), 04 do complexo de espécies
Fusarium incarnatum (2,5%), 02 Fusarium verticillioides (1,3%) e 01 do complexo

de espécies Fusarium oxysporum (0,6%) — Tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo de espécies das 157 cepas clinicas e ambientais de
Fusarium spp.

Complexos de Amostra s Amostra s Total
espécies Clinicas Ambientais N (%)
Fusarium solani 118 25 143 (91,1)
Fusarium dimerum 04 03 07 (4,5)
Fusarium incarnatum 01 03 04 (2,5)
Fusarium verticillioides 02 00 02 (1,3)
Fusarium oxysporum 01 00 01 (0,6)
Total 126 31 157 (100)

A distribuicdo de espécies de Fusarium das cepas clinicas isoladas

de diferentes materiais biolégicos encontra-se detalhada na Tabela 2.

De forma geral, pode-se observar o predominio dos isolados do
complexo Fusarium solani em todos os sitios bioldgicos analisados. Os outros
agentes fungicos, com excec¢ao dos isolados do complexo Fusarium verticillioides

e Fusarium incarnatum que também foram isolados de sangue, se mantiveram
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restritos a isolamentos de amostras oculares provenientes de episédios de

ceratites micéticas (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdo de espécies das amostras clinicas de Fusarium spp. segundo o sitio
biolégico de isolamento.

Complexos de Sitios Bioldgicos de Isolamento das cepas Fusarium spp.
especies (N) Oc* Sg* Sef* Ur* Fz* Bxp* Esp* Esin* Grm* Sfc*
F. solani (118) 93 12 02 01 02 01 02 02 02 01
F. dimerum (04) 04 - - - - - - - - -
F. incarnatum (01) - 01 - - - - - - - -

F. verticillioides (02) 01 01 - - - - - - - -
F. oxysporum (01) 01 - - - - - - - - -
Total (126) 99 14 02 01 02 01 02 02 02 01

* Amostras bioldgicas obtidas dos seguintes sitios: Oc = oculares, Sg = Sangue, Sef = Seios da face, Ur =
Urina, Fz = fezes, Bxp = Biopsia de pele, Esp = Escamas de pele, Esin = Escamas de interdigital, Grm = Graos
de micetoma, Sfc = Secrecao de ferida cirirgica.

A distribuicdo de espécies de Fusarium das cepas ambientais
isoladas de ar, agua e superficies dos ambientes hospitalares encontra-se
detalhada na Tabela 3. Assim como ocorreu entre os isolados clinicos, pode-se
observar, novamente, o predominio dos isolados do complexo de espécies

Fusarium solani em todos os sitios ambientais analisados.

Cepas do complexo Fusarium dimerum foram isoladas da agua (02
isolamentos) e da pia de um dos banheiros analisados, enquanto que o complexo
Fusarium incarnatum foi isolado apenas da agua. Os outros agentes, Fusarium

verticillioides e Fusarium oxysporum néo foram isolados nas coletas ambientais.
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Tabela 3. Distribuicdo das espécies das amostras ambientais de Fusarium spp. segundo o
sitio de isolamento.

Sitios Ambientais de Isolamentos de  Fusarium spp.

Complexo de i Swabs de Superficies Hospita lares
especies (N) A e Sab* Sbc* Scag* Spb* Srb*
F. solani (25) 09 06 04 01 02 01 02
F. dimerum (03) - 02 - - - 01 -
F. incarnatum (03) 03 - - - - - -
Total (31) 12 08 04 01 02 02 02

* Amostras ambientais obtidas dos seguintes sitios: Sab = Swab do azulejo do banheiro, Shc = Swab do bocal

do chuveiro, Scagq = Swab da caldeira de 4gua quente, Spb = Swab da pia do banheiro e Srb = Swab do ralo
do banheiro.
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4.4 Andlise do perfil de susceptibilidade das 157 ¢ epas de Fusarium spp.

frente aos 05 antifungicos testados pelo método de microdiluicdo em caldo.

As concentragfes inibitorias minimas (CIMs) de anfotericina B,
fluconazol, itraconazol, 5-fluorocitosina e voriconazol foram determinadas a partir
da metodologia de microdiluicio em caldo de acordo com a norma M38-A2

padronizada pelo Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI) publicada em 2008.

4.4.1 Controle de qualidade dos ensaios de microdil  uicdo em caldo com os

05 antifungicos testados contra 0s organismos contr ole.

Em todos os dias de ensaio foram incluidas entre as cepas em
estudo 04 organismos-controle da American Type Culture Collection (ATCC),
representados por Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida krusei ATCC 6258,

Aspergillus flavus ATCC 204304 e Fusarium solani ATCC 62877.

A variacdo dos valores de CIMs de Candida parapsilosis ATCC
22019 foi entre 0,25ug/mL a 1,0png/mL para anfotericina B, 0,25ug/mL a 2,0ug/mL
para fluconazol e 5-fluorocitosina, 0,03ug/mL a 0,125ug/mL para itraconazol e

0,03ug/mL a 0,125ug/mL para voriconazol.
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A variacdo dos valores de CIMs de Candida krusei ATCC 6258 foi
entre 1,0ug/mL a 2,0ug/mL para anfotericina B, 16,0ug/mL a 64,0ug/mL para
fluconazol, 0,06ug/mL a 1,0ug/mL para itraconazol e voriconazol. Ndo houve

variacdo de CIM para 5-fluorocitosina, o valor permaneceu constante em 32ug/mL.

A variacao dos valores de CIMs de Aspergillus flavus ATCC 204304
foi entre 0,5ug/mL e 2,0ug/mL para anfotericina B, 0,06pg/mL a 0,5ug/mL para
itraconazol e 0,5ug/mL a 2,0ug/mL para voriconazol, 32,0ug/mL a >64,0ug/mL

para 5-fluorocitosina e >64,0ug/mL para fluconazol.

A variacdo dos valores de CIMs de Fusarium solani ATCC 62877 foi
de 1,0ug/mL a 2,0ug/mL para anfotericina B e 2,0ug/mL a 8,0ug/mL para
voriconazol. Os valores de CIMs para fluconazol, itraconazol e 5-fluorocitosina nao
variaram sendo >64,0ug/mL, >64,0ug/mL e >16,0ug/mL, respectivamente para
todos os dias de ensaios. O detalhamento da variacdo dos valores de CIMs

segundo os trés diferentes periodos de leitura encontram-se na tabela 4.
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Tabela 4. Variacdo dos valores de CIMs (ug/mL) apresentados pelos organismos
controle frente a anfotericina B, fluconazol, itraconazol, 5-fluorocitosina e
voriconazol.

—_omganismosconrole - ATCC 22019 ATCC 6258 ATCC 204304 ATCC 62877
Periodo de meubagdo C. parapsilosis C. krusei A. flavus F. solani
Anfotericina B
24h 0,25-1,0 1,0-2,0 0,5-2,0 1,0-2,0
48h 0,25-1,0 1,0-2,0 0,5-2,0 1,0-2,0
72h 05-1,0 1,0-2,0 0,5-2,0 1,0-2,0
Fluconazol
24h 0,25-2,0 16,0 -32,0 >64,0 >64,0
48h 1,0-2,0 32,0 >64,0 >64,0
72h 1,0-2,0 32,0-64,0 >64,0 >64,0
Itraconazol
24h 0,03-0,125 0,06 - 0,25 0,06 - 0,5 >16,0
48h 0,125 0,125-0,5 0,125-0,5 >16,0
72h 0,125 0,125-0,5 0,125-0,5 >16,0
5-Fluorocitosina
24h 0,25-1,0 32,0 32,0->64,0 >64,0
48h 1,0-2,0 32,0 >64,0 >64,0
72h 1,0-2,0 32,0 >64,0 >64,0
Voriconazol
24h 0,03 -0,06 0,06 - 0,5 05-1,0 2,0-8,0
48h 0,03-0,125 05-1,0 0,5-20 4,0-8,0
72h 0,03-0,125 05-1,0 0,5-20 4,0-8,0

Vale mencionar que em todos os ensaios realizados, os valores de
CIMs obtidos para diferentes combinacdes de drogas-microrganismos-controle

estiveram dentro dos limites esperados.
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4.4.2 Andlise da variacdo de valores de concentragcd es inibitérias minimas
(CIMs), CIMsp e ClIMgg apresentados pelas 157 cepas clinicas e ambientais de

Fusarium spp. frente aos 05 antifungicos testados.

Foram analisados 785 resultados de CIMs referentes aos 05
antifingicos testados contra 157 cepas clinicas e ambientais de fungos

filamentosos do género Fusarium.

Foram realizadas leituras apés 24h, 48h e 72h de incubacdo em
todos os ensaios. Para 5-fluorocitosina ndo houve variacdo nos valores de CIMs
nos trés periodos de leitura, onde permaneceu o valor de CIM >64,0pg/mL para

todos os isolados.

O detalhamento da andlise geral do perfil de susceptibilidade dos

157 isolados testados pode ser visualizado na Tabela 5.

Em relagéo as leituras realizadas apés 24h de incubacéo, a variacao
dos valores de CIMs para as 157 cepas clinicas e ambientais de Fusarium spp. foi
de 0,25pg/mL a >16,0pg/mL para anfotericina B, 16,0pg/mL a >64,0pg/mL para
fluconazol, 0,5ug/mL a >16,0pg/mL para itraconazol, 0,5ug/mL a 16,0pg/mL para

voriconazol.
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Em relagéo as leituras realizadas apés 48h de incubacéo, a variacao
dos valores de CIMs para as 157 cepas testadas foi de 0,25pg/mL a >16,0pug/mL
para anfotericina B, 32,0ug/mL a >64,0pug/mL para fluconazol, 0,5ug/mL a

>16,0ug/mL para itraconazol e 0,5ug/mL a > 16,0pug/mL para voriconazol.

Em relagéo as leituras realizadas apés 72h de incubacéo, a variacao
dos valores de CIMs para as 157 cepas testadas foi de 0,5ug/mL a >16,0pug/mL
para anfotericina B, 32,0ug/mL a >64,0ug/mL para fluconazol, 0,5ug/mL a

>16,0ug/mL para itraconazol e 0,5ug/mL a >16,0ug/mL para voriconazol.

Os valores de CIMsp e CIMgy para todos os 157 isolados também

foram avaliados nos trés periodos de leitura em todas as drogas testadas.

Em relac@o aos antifungicos fluconazol, itraconazol e 5-fluorocitosina
os valores de CIMsg e CIMgy foram os mesmos nos trés diferentes periodos de
leitura, sendo >64,0pg/mL para fluconazol e 5-fluorocitosina e >16,0ug/mL para

itraconazol.

Em relacdo as leituras realizadas apos 24 horas de incubacdo o
valor de CIMs; e ClIMgy para anfotericina B foram de 2,0ug/mL e 4,0pg/mL
respectivamente e para voriconazol estes valores foram 4,0ug/mL e 8,0pug/mL

respectivamente.
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Com relacdo as leituras realizadas apés 48 horas de incubacéo o

valor de CIMsg e CIMgo foram 2,0ug/mL e 4,0ug/mL para anfotericina B e 8,0ug/mL

e 8,0ug/mL para voriconazol.

Com relagéo as leituras realizadas ap6s 72 horas o valor de CIMs €

CIMgo foram 4,0pug/mL e 8,0ug/mL para anfotericina B e 8,0pug/mL e 16,0pug/mL

para voriconazol.

Tabela 5. Variacdo dos valores de Concentragéo Inibitéria Minima (CIM), CIMs, e
CIMg apresentados pelas 157 cepas clinicas e ambientais de Fusarium spp.

Antiftingico / Periodo Variacao de CIM ClIMsg ClMgg
de incubagdo (Hg/mL) (g/mL) (Hg/mL)
Anfotericina B
24h 0,25 ->16,0 2,0 4,0
48h 0,25 ->16,0 2,0 4,0
72h 0,5->16,0 4,0 8,0
Fluconazol
24h 16,0 - >64,0 >64,0 >64,0
48h 32,0 - >64,0 >64,0 >64,0
72h 32,0 - >64,0 >64,0 >64,0
Itraconazol
24h 0,5->16,0 >16,0 >16,0
48h 0,5->16,0 >16,0 >16,0
72h 0,5->16,0 >16,0 >16,0
5-fluorocitosina
24h * >64,0 >64,0
48h * >64,0 >64,0
72h * >64,0 >64,0
Voriconazol
24h 0,5-16,0 4,0 8,0
48h 0,5->16,0 8,0 8,0
72h 0,5->16,0 8,0 16,0

* N&o houve variacédo de valores CIM para 5-fluorocitosina.
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4.4.3 Analise do perfil de susceptibilidade de 126 amostras clinicas de

Fusarium spp. em relacéo a 05 antifangicos.

4.4.3.1 Perfil de susceptibilidade a anfotericina B

Entre os 05 complexos de espécies estudados foi verificado amplo
espectro de variacdo nos valores de CIMs para anfotericina B. Devido ao reduzido
namero de cepas de outras espécies, os valores de CIMsg e ClMgy foram

analisados somente para os isolados do complexo Fusarium solani (Tabela 6A).

Tabela 6A. Variagcdo dos valores de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), CIMsp e ClMgo
apresentados pelas 126 cepas clinicas de Fusarium spp. contra anfotericina B.
Complexos de Variacdo de valores de CIMs # (ug/mL) (pcglll\rfflf) (l_lcgl/t/lnglf)

Especie (n) 24h 48h 72h  24h 48h 72h 24h 48h 72h
Todos os isolados (126) 0,25->16,0 0,5->160 1,0->16,0 20 20 40 40 8,0 8,0
F. solani (118) 0,25-160 05-16,0 10->160 20 20 40 40 8,0 8,0
F. dimerum (04) 1,0->16,0 1,0->160 1,0->16,0 NA® NA NA NA NA NA
F. verticillioides (02) 1,0-2,0 2,0-40 4,0-8,0 NA NA NA NA NA NA
F. incarnatum (01) NH® NH NH NA NA NA NA NA NA
F. oxysporum (01) NH NH NH NA NA NA NA NA NA

4CIM’s = Concentracdes Inibitérias Minimas
°NA = nao avaliado
°NH = ndo houve variag&o nos valores de CIMs

No geral, a maioria dos isolados (61,9% a 96,1%) apresentou valores
de CIM 22,0ug/mL nos trés diferentes periodos de leitura. Apesar disso, €
interessante mencionar que o Unico isolado do complexo Fusarium incarnatum e
01 dos 04 isolados do complexo Fusarium dimerum apresentaram valor de CIM

igual a 1,0pg/mL nas leituras realizadas apos 48h de incubacéao.
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Entre os 118 isolados clinicos do complexo Fusarium solani 44
(37,3%) apresentaram valores de CIM <1,0ug/mL nas leituras realizadas apés 24h
de incubacédo, sendo que esse numero diminuiu para 17 (14,4%) nas leituras apds

48h e 08 (6,8%) nas leituras apés 72h.

O Unico isolado do complexo Fusarium oxysporum apresentou valor

de CIM igual a 16,0pug/mL na leitura apos 48h de incubacéo (Tabela 6B).

Tabela 6B. Perfil de susceptibilidade de 126 cepas clinicas de Fusarium spp. testadas contra
anfotericina B, de acordo com 03 diferentes periodos de leitura.

Complexos de CIM® £1,0pug/mL CIM 22,0ug/mL
Espécies (n) N (9, l(e)
24h 48h 72h 24h 48h 72h

Todos os isolados (126) 48 (38,1) 19(15,1) 10(7,9) 78 (61,9) 107 (84,9) 116 (92,1)
F. solani (118) 44 (37,3) 17 (14,4) 08(6,8) 74 (62,7) 101 (85,6) 110 (93,2)
F. dimerum (04) 02 (50) 01 (25) 01 (25) 02 (50) 03 (75) 03 (75)
F. verticillioides (02) 01 (50) - - 01 (50) 02 (100) 02 (100)
F. incarnatum (01) 01 (100) 01 (100) 01 (100) - - -

F. oxysporum (01) - - - 01 (100) 01 (100) 01 (100)

4CIM = Concentracao Inibitéria Minima.

A Tabela 6C ilustra o perfil de susceptibilidade dos isolados clinicos
de acordo com o percentual cumulativo de valores de CIMs apresentados para

anfotericina B.
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Tabela 6C. Perfil de susceptibilidade de 126 cepas clinicas de Fusarium
spp. testadas contra anfotericina B, de acordo com os valores de CIMs
apresentados nos 03 periodos de leitura.
Percentual cumulativo de isolados que
apresentaram valores de CIMs 2 (ug/mL) de:
0,25 0,5 1,0 2,0 4,0 8,0 216,0

Complexos de Espécies /
Periodos de Leitura

Todos os isolados (126)

24 horas 08 153 38,1 857 944 984 100

48 horas - 16 151 579 865 90,5 100

72 horas - - 79 452 77,8 90,5 100
Fusarium solani (118)

24 horas 08 152 37,3 86,4 94,9 99,2 100

48 horas - 1,7 144 585 881 924 100

72 horas - - 6,8 46,6 79,7 924 100
Fusarium dimerum (04)

24 horas - - 50 75 - - 100

48 horas - - 25 50 - - 100

72 horas - - 25 - 50 - 100
Fusarium verticillioides (02)

24 horas - - 50 100 - - -

48 horas - - - 50 100 - -

72 horas - - - - 50 100 -
Fusarium incarnatum (01)

24 horas - - 100 - - - -

48 horas - - 100 - - - -

72 horas - - 100 - - - -

Fusarium oxysporum (01)

24 horas - - - - 100 - -

48 horas - - - - - - 100

72 horas - - - - - - 100

4CIMs = Concentracdes Inibitérias Minimas
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4.4.3.2 Perfil de susceptibilidade a fluconazol

Em relacéo a fluconazol houve pouca variacdo nos valores de CIM,
sendo o valor de CIMsg e CIMgp >64,0ug/mL nos 03 diferentes periodos de leitura

em todos os isolados clinicos testados (Tabela 7A).

Tabela 7A. Variacdo nos valores de Concentracdes Inibitérias Minimas (CIMs), CIMs, € ClMgy,
apresentados pelas 126 cepas clinicas de Fusarium spp. contra fluconazol.

Complexos de Variagdo nos valores CIMs 2 ClIMsg ClIMgq
Espécies (n) (Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL)
24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h
Todos os isolados (126) 16 ->64,0 32->64,0 NH® >64,0 >640 >640 >64,0 >64,0 >64,0
F. solani (118) 16 ->64,0 32->64,0 NH >64,0 >64,0 >640 >64,0 >64,0 >64,0
F. dimerum (04) NH NH NH NA® NA NA NA NA NA
F. verticillioides (02) NH NH NH NA NA NA NA NA NA
F. incarnatum (01) NH NH NH NA NA NA NA NA NA
F. oxysporum (01) NH NH NH NA NA NA NA NA NA

4CIMs = Concentrac8es Inibitérias Minimas
°NH = N&o houve variagdo nos valores de CIM
°NA = N&o avaliado

Nenhum dos isolados apresentou valor de CIM <8,0pug/mL nas
leituras realizadas apos 24h de incubacdo. Das 126 cepas clinicas de Fusarium
spp. testadas contra o antifungico fluconazol, 120 (95,2%) apresentaram valor de
CIM >64,0ug/mL nas leituras realizadas apds 24h de incubacao, sendo que esse
namero aumentou para 124 (98,4%) nas leituras apos 48h e chegou a 100% nas

leituras realizadas ap0s 72h de incubagéo (Tabela 7B).
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Tabela 7B. Perfil de susceptibilidade de 126 cepas clinicas de Fusarium spp.
testadas contra fluconazol, de acordo com 03 diferentes periodos de leitura.

Complexos de CIM =32,0ug/mL CIM 264,0ug/mL
Espécies (n) () ()
24h 48h 72h 24h 48h 72h
Todos os isolados (126) 06 (4,8) 02 (1,6) - 120(95,2) 124 (98,4) 126 (100)
F. solani (118) 05(4,2) 02(1,7) - 113(95,8) 116(98,3) 118 (100)
F. dimerum (04) - - - 04 (100) 04 (100) 04 (100)
F. verticillioides (02) - - - 02 (100) 02 (100) 02 (100)
F. incarnatum (01) 01 (100) - - 01 (100) 01 (100)

F. oxysporum (01) - - - 01 (100) 01 (100) 01 (100)
4CIM = Concentrac&o Inibitoria Minima

4.4.3.3 Perfil de susceptibilidade a itraconazol

Os valores de CIMsy e ClIMgy também foram altos para itraconazol,

se mantendo >16,0ug/mL nos 03 diferentes periodos de leituras (Tabela 8A).

Tabela 8A. Variagdo nos valores de Concentragbes Inibitérias Minimas (CIMs), CIMs, e ClMg,
apresentados pelas 126 cepas clinicas de Fusarium spp. contra itraconazol.

Complexos de Variacdo nos valores CIMs ® (ug/mL) (ucglll\r/#f) (ucglll\r/rl]gli’)

Especies (n) 24h 48h 72h 24h 48n  72h 24h 48h 72h
Todos os isolados (126) 0,5->16,0 1,0->16,0 1,0->16,0 >16,0 >16,0 >16,0 >16,0 >16,0 >16,0
F. solani (118) 1,0->16,0 2,0->16,0 NH® >16,0 >16,0 >16,0 >16,0 >16,0 >16,0
F. dimerum (04) NH NH NH NA® NA NA NA NA NA
F. verticillioides (02) NH NH NH NA NA NA NA NA NA
F. incarnatum (01) NH NH NH NA NA NA NA NA NA
F. oxysporum (01) NH NH NH NA NA NA NA NA NA

4CIM = Concentrac&o Inibitoria Minima
®NH = N3o houve varia¢ao nos valores de CIM
°NA = N&o avaliado
Apenas o isolado do complexo Fusarium incarnatum apresentou

valor de CIM igual a 1,0pg/mL nas 03 leituras. Cinco isolados clinicos do complexo

Fusarium solani apresentaram valor de CIM igual a 1,0ug/mL na leitura apos 24h
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de incubacéao, sendo que na leitura de 48h de incubacéo apenas 01 isolado desse
complexo apresentou valor de CIM igual a 2,0ug/mL. Todas outras espécies
apresentaram valor de CIM superior a 4,0ug/mL em todas as 03 leituras (Tabela

8B).

Tabela 8B. Perfil de susceptibilidade de 126 cepas clinicas de Fusarium spp. testadas contra

itraconazol, de acordo com 03 diferentes periodos de leitura.

CIM* s1pg/mL CIM 2,0ug/mL CIM 24,0ug/mL
e G 0 b
24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h

Todos os isolados (126) 06 (4,8) 01 (0,8) 01 (0,8) - 01 (0,8) - 120 (95,2) 124(98,4) 125 (99,2)
F. solani (118) 05 (4,2) - - - 01 (0,9) - 113 (95,8) 117 (99,1) 118 (100)
F. dimerum (04) - - - - - - 04 (100) 04 (100) 04 (100)
F. verticillioides (02) - - - - - - 02 (100) 02 (100) 02 (100)
F. incarnatum (01) 01 (100) 01 (100) 01 (100) - - - - - -

F. oxysporum (01) - - - - - - 01 (100) 01 (100) 01 (100)

4CIM = Concentrac&o Inibitéria Minima

4.4.3.4 Perfil de susceptibilidade a 5-fluorocitosi  na

N&o houve variacdo de valores de CIM e o valor de CIMsp € CIMgg
também foi >64,0ug/mL para todos os isolados em todas as leituras. Todos os
isolados clinicos apresentaram valores de CIMs >64,0ug/mL para 5-fluorocitosina

em todos os 03 diferentes periodos de leitura (Tabela 9).
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Tabela 9. Perfil de susceptibilidade de 126 cepas clinicas de Fusarium spp.
testadas contra 5-fluorocitosina, de acordo com 03 diferentes periodos de

leitura.
CIM® £32,0pg/mL CIM 264,0ug/mL
Comple_xos de N (%;Jg N (%L)lg
ESpeaes 24h  48h  72h  24h 48h 72h

Todos os isolados (126) - - - 126 (100) 126 (100) 126 (100)
F. solani (118) - - - 118 (100) 118 (100) 118 (100)
F. dimerum (04) - - - 04 (100) 04 (100) 04 (100)
F. verticillioides (02) - - - 02 (100) 02 (100) 02 (100)
F. incarnatum (01) - - - 01 (100) 01 (100) 01 (100)
F. oxysporum (01) - - - 01(100) 01 (100) 01 (100)

4CIM = Concentrac&o Inibitoria Minima

4.4.3.5 Perfil de susceptibilidade a voriconazol

Houve amplo espectro de variacdo nos valores de CIM para
voriconazol. O valor de CIMsq foi 4,0ug/mL nas leituras apés 24h e 8,0ug/mL nas
leituras apos 48 e 72 horas. Em relagdo aos valores de ClMgg, nas leituras apos

24h o valor foi 8,0 e nas leituras apos 48 e 72h esse valor subiu para 16,0pg/mL

(Tabela 10A).

Tabela 10A. Variacdo nos valores de Concentracdes Inibitérias Minimas (CIMs), CIMs, e CIMg,
apresentados pelas 126 cepas clinicas de Fusarium spp. contra voriconazol.

Complexos de Variacdo nos valores CIMs # (ug/mL) (@mﬁf) (Jg:;lll\r/rllglf)

Especies (n) 24h 48h 72h 54h 48h 72h  24h  48h  72h
Todos os isolados (126) 0,5->16,0 1,0->160 1,0->160 40 80 80 8,0 16,0 16,0
F. solani (118) 0,5->16,0 1,0->16,0 1,0->16,0 40 80 80 8,0 16,0 16,0
F. dimerum (04) 2,0-8,0 4,0-8,0 4,0-8,0 NA° NA NA NA NA NA
F. verticillioides (02) 1,0-2,0 NH° NH NA NA NA NA NA NA
F. incarnatum (01) NH NH NH NA NA NA NA NA NA
F. oxysporum (01) NH NH NH NA NA NA NA NA NA

4CIM = Concentrac&o Inibitoria Minima
®NH = N3o houve varia¢ao nos valores de CIM
°NA = N&o avaliado
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No geral, a maioria dos isolados clinicos (58,7% a 91,3%)
apresentaram valores de CIM 24,0ug/mL nos 03 diferentes periodos de leitura

(Tabela 10B).

Entre os 118 isolados do complexo Fusarium solani apenas uma
(0,8%) cepa apresentou valor de CIM <1,0ug/mL e 08 (6,8%) cepas apresentaram

valor de CIM igual a 2,0pg/mL nos 03 diferentes periodos de leitura.

Os 02 isolados do complexo Fusarium verticillioides mantiveram valor

de CIM igual a 2,0pg/mL nas leituras realizadas apos 48 e 72horas de incubacéo.

O Unico isolado do complexo Fusarium oxysporum apresentou valor
de CIM igual a 2,0ug/mL nas leituras realizadas apés 24 e 48 horas de incubacao
e CIM igual a 4,0ug/mL na leitura apos 72 horas. J& o isolado do complexo
Fusarium incarnatum apresentou valor de CIM superior a =24,0ug/mL em todas a

leituras.

Tabela 10B. Perfil de susceptibilidade de 126 cepas clinicas de Fusarium spp. testadas contra
voriconazol, de acordo com 03 diferentes periodos de leitura.

CIM? £1,0ug/mL CIM 2,0pg/mL CIM 24,0pg/mL
e N0 N9 N9
P 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h

Todos os isolados (126) 07(5,5) 01(0,8) 01(0,8) 45(35,7) 13(10,3) 10(7,9) 74(58,8) 112(88,9) 115(91,3)
F. solani (118) 06(5,1) 01(0,8) 01(0,8) 41(34,7) 10(8,5) 08(6,8) 71(60,2) 107(90,7) 109(92,4)
F. dimerum (04) - - - 02(50) - - 02(50) 04(100) 04(100)
F. verticillioides (02)  01(50) - - 01(50) 02(100) 02(100) -

F. incarnatum (01) - - - - - 01(100)  01(100) 01(100)
F. oxysporum (01) - - - 01(100) 01(100) - - 01(100)

4CIM = Concentracio Inibitéria Minima
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A Tabela 10C ilustra o perfil de susceptibilidade dos isolados clinicos
de acordo com o percentual cumulativo de valores de CIMs apresentados para

voriconazol.

Tabela 10C. Perfil de susceptibilidade de 126 cepas clinicas de Fusarium spp.
testadas contra voriconazol, de acordo com os valores de CIMs apresentados nos
03 periodos de leitura.

Percentual cumulativo de isolados que apresentaram

Complexos de Especies / valores de CIMs # (ug/mL) de:

Periodos de Leitura

0,5 1,0 2,0 4,0 8,0 216,0

Todos os isolados (126)

24 horas 0,8 5,5 41,3 76,2 98,4 100

48 horas - 0,8 11,1 45,2 84,1 100

72 horas - 0,8 8,7 37,3 77 100
Fusarium solani (118)

24 horas 0,8 51 39,8 75,4 98,3 100

48 horas - 0,8 9,3 42,4 83,1 100

72 horas - 0,8 7,6 34,7 75,4 100
Fusarium dimerum (04)

24 horas - - 50 75 100 -

48 horas - - - 75 100 -

72 horas - - - 75 100 -
Fusarium verticillioides (02)

24 horas - 50 100 - - -

48 horas - - 100 - - -

72 horas - - 100 - - -
Fusarium incarnatum (01)

24 horas - - - 100 - -

48 horas - - - 100 - -

72 horas - - - - 100 -

Fusarium oxysporum (01)

24 horas - - 100 - - -

48 horas - - 100 - - -

72 horas - - - 100 - -

4CIMs = Concentragdes Inibitérias Minimas.
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4.4.4 Analise do perfil de susceptibilidade de 31 a mostras ambientais de

Fusarium spp. em relacéo a 05 antifungicos.

4.4.4.1 Perfil de susceptibilidade a anfotericina B

A Tabela 11A ilustra a variacdo de valores de CIMs e os valores de

CIMso e CIMgy apresentados pelas 31 cepas ambientais de Fusarium spp.

Tabela 11A. Variacdo dos valores de Concentragcdo Inibitoria Minima (CIM), CIMs, e ClMg,

apresentados pelas 31 cepas de Fusarium spp. contra anfotericina B.

Complexos de Variacdo nos valores CIMs # (ug/mL) CI/MSE CI/Mgf
Espécies (n) (Mg/mL) (Mg/mL)
24h 48h 72h 24h  48h 72h 24h 48h 72h
Todos os isolados (31) 0,25->16,0 0,25->160 05->16,0 20 40 40 40 40 38,0
F. solani (25) 0,5->16,0 1,0->16,0 10->16,0 20 40 40 40 40 8,0
F. dimerum (03) 2,0-4,0 NH® 4,0-8,0 NA° NA NA NA NA NA
F. incarnatum (03) 0,25-2,0 0,25-4,0 0,5-4,0 NA NA NA NA NA NA

4CIMs = Concentragdes Inibitérias Minimas
®NH = N&o houve varia¢ao nos valores de CIMs
°NA = N&o avaliado

Entre as 31 cepas ambientais de Fusarium spp. testadas contra

anfotericina B 08 (25,8%) apresentaram valores de CIM <1,0pug/mL nas leituras

realizadas apés 24h de incubacgéo, diminuindo para 06 (19,3%) cepas nas leituras

apos 48h e 03 (9,7%) nas leituras apos 72h de incubacgéo (Tabela 11B).

Todos os isolados do complexo Fusarium dimerum apresentaram

valores de CIMs =2,0ug/mL nos 03 diferentes periodos de leitura.
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Entre os 03 isolados do complexo Fusarium incarnatum 01 (33,3%)

apresentou valor de CIM <1,0pg/mL nos 03 periodos de leitura.

Oitenta por cento dos isolados ambientais do complexo Fusarium
solani apresentaram valores de CIMs 22,0ug/mL nas leituras realizadas apés 48h
de incubacdo, sendo que esse percentual para 92 (23 cepas) nas leituras

realizadas apos 72h.

Tabela 11B. Perfil de susceptibilidade de 31 cepas ambientais de Fusarium spp. testadas
contra anfotericina B, de acordo com 03 diferentes periodos de leitura.

Complexos de CIM® £1,0pg/mL CIM 22,0ug/mL
Espécies (n) l(eioy ulfeioy
24h 48h 72h 24h 48h 72h
Todos os isolados (31) 08 (25,8) 06 (19,3) 03 (9,7) 23 (74,2) 25 (80,7) 28 (90,3)
F. solani (25) 07 (28) 05 (20) 02 (8) 18 (72) 20 (80) 23 (92)
F. dimerum (03) - - - 03 (100) 03 (100) 03 (100)
F. incarnatum (03) 01(33,3) 01(33,3) 01(33,3) 02(66,7) 02 (66,7) 02 (66,7)

4CIM = Concentragéo Inibitéria Minima

A Tabela 11C ilustra o perfil de susceptibilidade dos isolados
ambientais de acordo com o percentual cumulativo de valores de CIMs

apresentados para anfotericina B.
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Tabela 11C. Perfil de susceptibilidade de 31 cepas ambientais de Fusarium spp.
testadas contra anfotericina B, de acordo com os valores de CIMs apresentados nos
03 periodos de leitura.

Percentual cumulativo de isolados que apresentaram

Complexos de Especies valores de CIMs @ (ug/mL) de:

[ Periodos de Leitura

0,25 0,5 1,0 2,0 4,0 8,0 216,0

Todos os isolados (31)

24 horas 3,2 12,9 25,8 83,9 96,8 - 100

48 horas 3,2 - 19,3 45,2 96,8 - 100

72 horas - 3,2 9,7 29,1 83,9 96,8 100
Fusarium solani (25)

24 horas - 12 28 84 96 - 100

48 horas - - 20 48 96 - 100

72 horas - - 8 32 84 96 100
Fusarium dimerum (03)

24 horas - - - 66,7 100 - -

48 horas - - - - 100 - -

72 horas - - - - 66,7 100 -
Fusarium incarnatum (03)

24 horas 33,3 - - 100 - - -

48 horas 33,3 - - 66,7 100 - -

72 horas - 33,3 - - 100 - -

4CIMs = Concentragdes Inibitérias Minimas.

4.4.4.2 Perfil de susceptibilidade a fluconazol
Os valores de CIMsp e ClMgg foram >64,0pg/mL nos 03 periodos de

leituras conforme ilustra a Tabela 12A.

Tabela 12A. Variagdo nos valores de Concentragdes Inibitdrias Minimas (CIMs), CIMs, e ClMg,
apresentados pelas 31 cepas ambientais de Fusarium spp. contra fluconazol.

Complexos de Variacdo nos valores CIMs # (ug/mL) (Jg:;/'\r#lf) (fglmgﬁ)
E29:5 (o) 24h 48h 72h 24h 48h 72h  24h  48h  72h
Todos os isolados (31) 16,0->64,0 32,0->64,0 32,0->64,0 >64,0 >64,0 >64,0 >64,0 >64,0 >64,0
F. solani (25) 16,0—-64,0 32,0->64,0 32,0->64,0 >64,0 >64,0 >64,0 >64,0 >64,0 >64,0
F. dimerum (03) NH® NH NH NA° NA NA NA NA NA
F. incarnatum (03) 16,0 - >64,0 32,0->64,0 NH NA NA NA NA NA NA

4CIMs = Concentracdes Inibitérias Minimas
NH = N&o houve variagdo nos valores de CIMs
°NA = N&o avaliado
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Entre as 31 cepas ambientais de Fusarium spp. somente 01 isolado
do complexo Fusarium solani e 02 isolados do complexo Fusarium incarnatum
apresentaram valores de CIMs entre <32,0ug/mL em pelo menos duas leituras.
Todos os outros 28 isolados apresentaram valores de CIMs >64,0ug/mL em todas

as leituras (Tabela 12B).

Tabela 12B. Perfil de susceptibilidade de 31 cepas ambientais de Fusarium spp.
testadas contra fluconazol, de acordo com 03 diferentes periodos de leitura.

Complexos de CIM =32,0ug/mL CIM 264,0ug/mL
Espécies (n) M (75, l(e)
24h 48h 72h 24h 48h 72h
Todos os isolados (31) 03 (9,7) 03(9,77 01(3,2) 28(90,3) 28(90,3) 30(96,8)
F. solani (25) 01 (4) 01 (4) 01 (4) 24 (96) 24 (96) 24 (96)
F. dimerum (03) - - - 03 (100) 03 (100) 03 (100)
F. incarnatum (03) 02 (66,7) 02 (66,7) - 01(33,3) 01(33,3) 03(100)

4CIM = Concentragéo Inibitéria Minima

4.4.4.3 Perfil de susceptibilidade a itraconazol

A Tabela 13A ilustra a variacdo dos valores de CIMs, bem como, os
valores de CIM50 e CIM90 apresentados pelas 31 cepas ambientais frente a

itraconazol.

Tabela 13A. Variacdo nos valores de concentracfes inibitorias minimas (CIMs), CIMs, e ClMy,
apresentados pelas 31 cepas ambientais de Fusarium spp. contra itraconazol.

Complexos de Variag&o nos valores CIMs # (ug/mL) (;i;lll\rﬁsf) (Lgmgf)
Especies () 24h 48h 72h 24h 48h  72h  24h  48h  72h
Todos os isolados (31) 0,5->16,0 0,5->16,0 0,5->160 >16,0 >16,0 >16,0 >16,0 >16,0 >16,0
F. solani (25) 0,5->16,0 0,5->16,0 05->16,0 >16,0 >16,0 >16,0 >16,0 >16,0 >16,0
F. dimerum (03) NH® NH NH NA® NA NA NA NA NA
F. incarnatum (03) 1,0->16,0 1,0->16,0 1,0->16,0 NA NA NA NA NA NA

4CIMs = Concentragdes Inibitérias Minimas
NH = N&o houve variagdo nos valores de CIMs
°NA = N&o avaliado
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Entre as 31 cepas ambientais apenas 01 (3,2%) cepa do complexo
Fusarium solani apresentou valor de CIM igual a 0,5ug/mL nas 03 leituras
realizadas. Uma das 03 cepas do complexo Fusarium incarnatum apresentou valor
de CIM >16,0ug/mL e as outras 02 cepas apresentaram valor de CIM inferior a
2,0ug/mL nas 03 leituras. Todos os isolados do complexo Fusarium dimerum

apresentaram valores de CIMs >16,0ug/mL (Tabela 13B).

Tabela 13B. Perfil de susceptibilidade de 31 cepas ambientais de Fusarium spp. testadas contra
itraconazol, de acordo com 03 diferentes periodos de leitura.

Complexas de CIM* £1,0pg/mL CIM 2,0ug/mL CIM 24,0ug/mL
Espécies (n) X () N () A )
24h 48h 72h 24h  48h 72h 24h 48h 72h
Todos os isolados (31) 03 (9,7) 03 (9,7) 02 (6,4) - - 01 (3,2) 30(96,8) 30(96,8) 30 (96,8)
F. solani (25) 01 (4) 01 (4) 01 (4) - - 24 (96) 24 (96) 24 (96)
F. dimerum (03) - - - - - 03 (100) 03 (100) 03 (100)
F. incarnatum (03) 02 (66,7) 02 (66,7) 01 (33,3) - - 01(33,3) 01(33,3) 01(33,3) 01(33,3)

4CIM = Concentrac&o Inibitoria Minima

4.4.4.4 Perfil de susceptibilidade a 5-fluorocitosi  na

Assim como ocorreu entre os isolados clinicos, todos os 31 isolados
ambientais de Fusarium spp. apresentaram valores de CIMs >64,0ug/mL nos 03
diferentes periodos de leitura, ou seja, ndo houve variacdo nesses valores. A
Tabela 14 ilustra o detalhamento do perfil de susceptibilidade apresentados para

esta droga.
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Tabela 14. Perfil de susceptibilidade de 31 cepas ambientais de Fusarium
spp. testadas contra 5-fluorocitosina, de acordo com 03 diferentes periodos

de leitura.
ag >
Complexos de CIM _I\i’:Zé)ug/mL CIM _£4bc/)ug/mL
Espécies (n) 0, 50
24h  48h  72h 24h 48h 72h

Todos os isolados (31) - - - 31 (100) 31 (100) 31 (100)
F. solani (25) - - - 25 (100) 25 (100) 25 (100)
F. dimerum (03) - - - 03 (100) 03 (100) 03 (100)
F. incarnatum (03) - - - 03 (100) 03 (100) 03 (100)

4CIM = Concentracao Inibitéria Minima

4.4.4.5 Perfil de susceptibilidade a voriconazol

A Tabela 15A ilustra a variacdo dos valores de CIMs, bem como, os

valores de CIM50 e CIM90 apresentados nos 03 periodos de leitura.

Tabela 15A. Variagdo nos valores de concentracdes inibitdrias minimas (CIMs), CIMs, e CIMg,
apresentados pelas 31 cepas ambientais de Fusarium spp. contra voriconazol.

- N a ClIMso ClIMgg
Complexos ((:S Espécies Variacd@o nos valores CIMs “ (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)

24h 48h 72h 24h 48h 72h  24h 48h 72h
Todos os isolados (31) 0,5-8,0 0,5-16,0 0,5-16,0 4,0 8,0 8,0 8,0 8,0 16,0
F. solani (25) 16,0 - >64,0 32,0 ->64,0 32,0 ->64,0 4,0 8,0 8,0 8,0 8,0 16,0
F. dimerum (03) NH" NH NH NA® NA NA NA NA NA
F. incarnatum (03) 16,0 - >64,0 32,0 - >64,0 NH NA NA NA NA NA NA

4CIMs = Concentracdes Inibitérias Minimas
®NH = N&o houve variacao nos valores de CIMs
°NA = No avaliado
Entre os 25 isolados ambientais do complexo Fusarium solani 15
(60%) apresentaram valores de CIMs 24,0ug/mL na leitura realizada apos 24h de
incubacdo, aumentando para 21 (84%) cepas apés 48h e 23 (92%) cepas apos

72h de incubacéao (Tabela 15B).
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Entre os 03 isolados do complexo Fusarium dimerum 01 (33,3%)
apresentou valore de CIM igual a 2,0ug/mL na leitura realizada ap6s 48h de
incubacdo, sendo que as outras 02 cepas apresentaram valores de CIMs

24,0pg/mL nas diferentes leituras realizadas.

Em relagdo aos 03 isolados do complexo Fusarium incarnatum 02
(66,7%) apresentaram valores de CIMs inferiores a 1,0ug/mL e 01 (33,3%) isolado

apresentou valor de CIM superior a 4,0ug/mL.

Tabela 15B. Perfil de susceptibilidade de 31 cepas de Fusarium spp. testadas contra voriconazol,
de acordo com 03 diferentes periodos de leitura.

CIM? £1,0pg/mL CIM 2,0ug/mL CIM 24,0pg/mL
Pl N ) N o N )
24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h
Todos os isolados (31)  05(16,8) 03(9,7) 03(9,7) 09(29,1) 04(12,9) 01(3,2) 17(54,8) 24(77,4) 27(87,1)
F. solani (25) 03(12) 01(4) 01(4) 07(28)  03(12) 01(4) 15 (60) 21 (84) 23(92)
F. dimerum (03) -

02(66,7) 01(33,3) - 01(333) 02(66,7) 02 (66,7)

F. incarnatum (03) 02(66,7) 02(66,7) 02(66,7) 01(33,3) 01(33,3) 01(333)

aCIM = Concentracao Inibitéria Minima

A Tabela 15C ilustra o perfil de susceptibilidade dos isolados
ambientais de acordo com o percentual cumulativo de valores de CIMs

apresentados para voriconazol.
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Tabela 15C. Perfil de susceptibilidade de 31 cepas ambientais de Fusarium spp.
testadas contra voriconazol, de acordo com os valores de CIMs apresentados nos
03 periodos de leitura.

Percentual cumulativo de isolados que apresentaram

Complexos de Especies valores de CIMs @ (ug/mL) de:

[ Periodos de Leitura

0,5 1,0 2,0 4,0 8,0 216,0

Todos os isolados (31)

24 horas 9,7 16,1 45,2 87,1 100 -

48 horas 6,4 9,7 22,6 45,2 93,5 100

72 horas 6,4 9,7 12,9 29,0 67,7 100
Fusarium solani (25)

24 horas 4 12 40 84 100 -

48 horas 4 - 16 36 92 100

72 horas 4 - 8 20 60 100
Fusarium dimerum (03)

24 horas - - 66,7 100 - -

48 horas - - 33,3 66,7 100 -

72 horas - - - 66,7 100 -
Fusarium incarnatum (03)

24 horas 66,7 - - 100 - -

48 horas 33,3 66,7 - 100 - -

72 horas 33,3 66,7 - - 100 -

4CIMs = Concentracdes Inibitorias Minimas

4.4.5 Analise do perfil de susceptibilidade das 143 cepas do complexo
Fusarium solani em relagdo as 14 cepas de outras espécies de  Fusarium

frente a anfotericina B

A Tabela 16 ilustra o perfil de susceptibilidade das 143 cepas do
complexo Fusarium solani e das 14 cepas de Fusarium spp frente a anfotericina B.
Nas leituras realizadas apés 48h de incubacdo 56,6% das cepas do complexo
Fusarium solani foram inibidas a uma concentragdo <2,0ug/mL de anfotericina B,
enquanto que entre as 14 cepas de Fusarium spp. 21,4% foram inibidas a esta

mesma concentracdo de droga.
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Tabela 16. Perfil de susceptibilidade das 143 cepas do complexo Fusarium solani e de 14 cepas
de Fusarium spp. frente anfotericina B.

CIM =2,0pg/mL CIM 24,0ug/mL
Agentes (N) N (%) N (%)
24h 48h 72h 24h 48h 72h
Fusarium solani (143) 51 (35,7) 81 (56,6) 10 (7) 92 (64,3) 62 (43,4) 133 (93)
Fusarium spp. (14) 05 (35,7) 03 (21,4) 03 (21,4) 09 (64,3) 11 (78,6) 11 (78,6)

4.4.6 Analise do perfil de susceptibilidade das 143 cepas do complexo
Fusarium solani em relacdo as 14 cepas de outras espécies de  Fusarium

frente a voriconazol

A Tabela 17 ilustra o perfil de susceptibilidade das 143 cepas do
complexo Fusarium solani e das 14 cepas de Fusarium spp frente a voriconazol.
Nas leituras realizadas apés 48h de incubacdo 10,5% das cepas do complexo
Fusarium solani foram inibidas a uma concentragcdo <2,0ug/mL de voriconazol,
enquanto que entre as 14 cepas de Fusarium spp. 42,9% foram inibidas a esta

mesma concentracdo de droga.

Tabela 17. Perfil de susceptibilidade das 143 cepas do complexo Fusarium solani e de
14 cepas de Fusarium spp. frente voriconazol.

CIM =2,0pg/mL CIM 24,0ug/mL
Agentes (N) N (%) N (%)
24h 48h 72h 24h 48h 72h

Fusarium solani (143) 57 (39,9) 15 (10,5) 11 (7,7) 86 (60,1) 128 (89,5) 132 (92,3)
Fusarium spp. (14) 09 (64,3) 06 (42,9) 04(28,6) 05 (35,7) 08 (57,1) 10 (71,4)
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O presente estudo representa a maior série ja publicada sobre a
caracterizacdo do perfil de espécies e do padrédo de susceptibilidade in vitro a

antifungicos de isolados clinicos e ambientais de Fusarium spp. no Brasil.

Fusarium spp. representa um fitopatégeno de grande importancia
econbmica no Brasil e no mundo. Este género, além de ser um importante
produtor de micotoxinas, € considerado o maior causador de murchas e
apodrecimentos em diversos vegetais como banana, tomate, milho, batata etc.
Uma das mais importantes doencas em vegetais causadas por Fusarium € o
chamado Mal-do-Panama, termo utilizado para designar doenca causadora de
murcha e apodrecimento de caule e frutos de uma espécie de banana (Musa
acuminata) e que esta disseminada em todas as regides produtoras de banana do
mundo, esta doenca, quando presente, causa perdas de até 100% na producao

(O’Donnell et al, 1998; O’'Donnell, 2000).

Nos seres humanos pode causar diversos tipos de doencas,
incluindo desde infec¢bes superficiais, como ceratites, onicomicoses e infec¢des
cutdneas em pacientes imunocompetentes, até infeccdes mais graves como as
fungemias e infecgcbes disseminadas em pacientes imunocomprometidos,
particularmente em portadores de doencas malignas hematolégicas (Dignani,

Anaissie, 2004; Cordoba et al, 2008).

A prevaléncia de infec¢gBes por Fusarium é varidvel de acordo com a

forma clinica. Ceratites e onicomicoses ocorrem em maior frequéncia, sendo as
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formas invasivas mais incomuns. Apesar da baixa prevaléncia das fusarioses
invasivas, estas infec¢cbes Fusarium constituem problema relevante devido as
altas taxas de mortalidade que variam de 50 a 80% (Nucci, Anaissie, 2002; Nucci

et al, 2004; Dignani, Anaissie, 2004; Raad et al, 2006; Nucci, Anaissie, 2007).

Outro aspecto a ser mencionado € que o género Fusarium
representa um dos principais agentes isolados em ambientes hospitalares, o que
contribui com a disseminacgdo de propagulos infectantes e 0 aumento no numero
de infecg¢des invasivas nosocomiais em pacientes imunodeprimidos (Anaissie et al,

2001; Anaissie, Costa, 2001).

Infelizmente, poucos sao os estudos que tém avaliado a distribuicdo
de espécies de Fusarium relacionadas a infeccbes no homem, sejam elas
invasivas ou nédo, principalmente, devido as limitagcdes encontradas em reconhecer

e identificar as espécies desse género (Healy et al, 2005; Azor et al, 2008).

Ainda assim, aproximadamente 12 diferentes espécies de Fusarium
ja foram descritas causando infec¢coes em seres humanos, das quais agentes do
complexo Fusarium solani sdo os mais freqientemente isolados em casuisticas de
diferentes partes do mundo, ndo s6 em episddios de infec¢gbes invasivas, como
também em episddios de infecgdes superficiais e cutaneas (Nucci, Anaissie, 2007;

Xie et al, 2008; Alastruey-lzquierdo et al, 2008). Entre os complexos de espécies
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de Fusarium nado-solani mais citados na literatura mundial estdo Fusarium

oxysporum e Fusarium verticillioides (Seiferte et al, 2003; Nucci, Anaissie, 2007).

Em nossa casuistica, 17 (13,5%) amostras foram coletadas de
pacientes com doenca hematoldgica isoladas de sitios biolégicos considerados
invasivos, sendo 14 de sangue, 02 de seios da face e 01 de biopsia de pele. O
complexo Fusarium solani foi o mais freqientemente isolado entre as amostras
dessa natureza, responsavel por 15 (87%) casos, seguido de Fusarium
verticillioides e pelo complexo Fusarium incarnatum que responderam por um caso

cada.

Em 1995 os pesquisadores, Guarro & Gené, publicaram uma
importante revisdo sistematica com 83 casos de fusarioses disseminadas
ocorridas em diferentes regifes do globo, entre 1973 (ano em que o primeiro caso
de fusariose invasiva foi publicado) e 1994. Nesta revisao em 27 (32,5%) casos as
cepas isoladas ndo foram identificadas em nivel de espécie. Entre 0os 56 casos
com identificacdo de espécies o complexo Fusarium solani foi 0 mais prevalente
responsavel por 48,3% dos episoédios, seguido por Fusarium verticillioides
(21,5%), complexo Fusarium oxysporum (19,6%), complexo Fusarium proliferatum
(5,3%). Os complexos Fusarium chlamydosporum, Fusarium napiforme e
Fusarium dimerum foram responsaveis por um episodio cada um, totalizando 5,3%

dos casos.
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Em séries histéricas publicadas na Europa e nos Estados Unidos é
possivel avaliar o perfil de distribuicdo de espécies de Fusarium associadas a

episodios de infeccdes invasivas em pacientes com doenca hematoldgica.

Krcmery et al (1997) conduziram um dos primeiros estudos
relatando 05 casos de fungemias causadas pelo género Fusarium em pacientes
com cancer atendidos no National Cancer Institute, na Republica Eslovaca. Nesta
casuistica, o complexo Fusarium solani foi responsavel por 60% dos casos, 0
complexo Fusarium oxysporum e o0 complexo Fusarium dimerum foram

responsaveis por 20% dos casos cada um.

Hennequin et al (1997) avaliaram 31 casos de fusariose invasiva
diagnosticados entre 1984 e 1993 por membros do French Group d’Etudes dés
Mycoses Opportunies. Os complexos Fusarium solani, Fusarium oxysporum e
Fusarium verticillioides foram responsaveis por 22,6% dos casos cada um, o
complexo Fusarium dimerum foi responsavel por 01 (3,2%) caso e em 09 (29%)

casos a espécie de Fusarium néo foi estabelecida.

No estudo conduzido por Tortorano et al (2008) na Universidade de
Mildo, na Itdlia, foi avaliado o perfil de susceptibilidade de 75 cepas de Fusarium
spp. provenientes de micoses superficiais e invasivas. Entre as 49 (65%) cepas
oriundas de episédios de fusariose invasivas em pacientes com doenca
hematolégica, Fusarium verticillioides foi o agente mais isolado responsavel por

57,1% dos casos, seguido pelo complexo Fusarium proliferatum (16,3%),




5. DISCUSSAO.76

complexo Fusarium solani (14,3%), complexo Fusarium oxysporum (4,1%),
complexo Fusarium dimerum e Fusarium subglutinas (2% cada um) e Fusarium
spp. (4,1%). Importante destacar que nesta casuistica, diferentemente de todos os
estudos ja publicados na literatura, Fusarium verticillioides foi o principal agente
isolado entre as cepas provenientes de episodios de fusariose invasiva,

responsavel por 28 isolamentos.

Analisando os 03 estudos europeus verificamos que ha uma alta
variabilidade na freqiéncia e na distribuicdo de espécies de Fusarium associadas
a doencas malignas, visto que o complexo Fusarium solani foi responséavel por 14
a 60% do total de casos, Fusarium verticillioides por 22 a 57% e os complexos
Fusarium oxysporum e Fusarium dimerum foram responsaveis por 2 a 22% dos
casos (Krcmery et al, 1997; Hannequin et al, 1997; Tortorano et al, 2008). Esta
variabilidade na frequéncia das espécies pode estar associada a fatores
geograficos ou estar relacionada aos problemas de identificacdo fenotipica ja

mencionados anteriormente no presente estudo.

Boutati & Anaissie (1997) avaliaram 43 casos de fusariose em
pacientes com doenca hematoldgica atendidos entre os anos de 1986 a 1995 no
Anderson Céancer Center, no Texas. Neste estudo, apenas 22 casos tiveram a
identificacdo de espécie realizada. O complexo de espécie mais prevalente foi
Fusarium solani com 56% dos casos, seguido por Fusarium verticillioides (18%) e

pelo complexo Fusarium oxysporum (10%). Os complexos Fusarium dimerum,
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Fusarium proliferatum, Fusarium incarnatum e Fusarium equiseti foram

responsaveis por um total 16% dos casos, com um isolado cada um.

Bodey et al (2002) conduziram um estudo na Universidade do Texas
gue avaliou 23 pacientes com cancer e lesbes de pele, onde foram isolados
fungos do género Fusarium. Entre o0s principais complexos de espécies
identificados estdo: Fusarium solani (65%), Fusarium verticillioides (13%),
Fusarium oxysporum (9%), Fusarium proliferatum (4,3%), Fusarium dimerum

(4,3%) e Fusarium incarnatum(4,3%).

Em um estudo retrospectivo, realizado no Brasil e nos Estados
Unidos, Nucci et al (2003) avaliaram fatores prognosticos em 84 pacientes com
fusariose e doenca hematologica. Nesse estudo foram identificadas as espécies
de Fusarium em apenas 30 pacientes, das quais o complexo Fusarium solani foi o
mais frequentemente isolado (60%), seguido por Fusarium verticillioides e pelo
complexo Fusarium oxysporum responsaveis por 13,4% cada um. Os complexos
Fusarium dimerum, Fusarium proliferatum, Fusarium semitectum e Fusarium

equiseti foram responsaveis por 3,3% dos casos, cada um.

Avaliando a distribuicdo de espécies relacionadas nos 3 estudos
americanos citados acima, € possivel afirmar que ha diferencas entre os dados
publicados nos estudos europeus e que ha menor variabilidade na freqiéncia das
espécies do género Fusarium associadas a episédios de infec¢des invasivas em

pacientes imunocomprometidos, visto que o complexo Fusarium solani foi
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freqiente em 56 a 65% dos casos, Fusarium verticillioides (13 a 18%), o complexo
Fusarium oxysporum (9 a 13%) e o complexos Fusarium dimerum e Fusarium

incarnatum (3 a 4%).

De forma geral, tanto os dados europeus quanto os dados de
estudos americanos diferem de nossos achados, visto que o complexo Fusarium
solani foi responsavel por 87% dos isolamentos em pacientes com doencas
invasivas, taxa esta significativamente maior do que a observada na literatura.
Além disso, diferentemente dos estudos de outros pesquisadores, em nossa
avaliacdo, nado verificamos a ocorréncia de cepas do complexo Fusarium
oxysporum proveniente de sitios invasivos ou de pacientes com doenca
hematolégica, enquanto que em outros estudos esta espécie aparece como um
dos principais agentes. A menor ocorréncia de cepas do complexo Fusarium
oxysporum em pacientes, no Brasil, deve ser confirmada por estudos envolvendo
maior numero de isolados de Fusarium obtidos de pacientes com formas invasivas

desta micose.

Naiker, Odhav (2004) avaliaram a distribuicdo de espécies de
Fusarium isoladas de 29 episddios de ceratites atendidos no King Edward VIII
Hospital Eye Clinic, na Africa do Sul. O complexo Fusarium solani foi o mais
frequente (72,4%), o complexo Fusarium dimerum e Fusarium verticillioides foram
responsaveis por 6,9% dos casos cada um e o complexo Fusarium incarnatum,
Fusarium chlamydosporum e Fusarium lateritium foram responséaveis por 3,4%

dos casos cada um.
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Gaujoux et al (2008) em um estudo retrospectivo relataram a
distribuicdo de espécies de Fusarium isoladas de 17 casos de ceratites micoticas
atendidos entre os anos de 2004 e 2006 no Departamento de Oftalmologia do
Centre Hospitalier National d’Ophtalmologie des Quinze-Vingts, em Paris. O
complexo Fusarium solani foi isolado em 50% dos casos, seguido pelo complexo
Fusarium oxysporum responsavel por 39% dos casos. Os complexos Fusarium
verticillioides e Fusarium dimerum foram responsaveis por 5,5% dos casos cada

um.

Em estudo conduzido por Xie et al (2008) foi avaliada a frequéncia
de espécies de Fusarium envolvidas em episédios de ceratites atendido no
Shandong Eyes Institute, na China, entre os anos de 2001 e 2006. Entre as
espécies identificadas estdo: o complexo Fusarium solani, responsavel por 37,3%
dos casos, Fusarium verticillioides (30%), Fusarium oxysporum (28%), Fusarium
nivale (3%) e Fusarium sporotrichioides (0,5%). Outras espécies ndo mencionadas

no estudo responderam por 1,2% dos casos.

A partir dessa breve revisdo sobre a frequéncia das principais
espécies de Fusarium isoladas de episddios de ceratites, parece evidente afirmar
gue cepas do complexo Fusarium solani ndo sao tdo predominantes em micoses
superficiais como sdo nos episddios de micoses invasivas, visto que ha grande

variagdo na frequéncia de isolados deste complexo de espécies (37 a 72%).
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Também foi observada alta variacdo na distribuicdo de espécies do complexo

Fusarium oxysporum (28 a 39%) e de Fusarium verticillioides (5 a 30%).

Confrontando os dados apresentados na literatura, mais uma vez
verificamos que nossas taxas de prevaléncia de diferentes espécies de Fusarium
isoladas de episédios de ceratites apresentam peculiaridades. Entre 126 cepas
clinicas estudadas, 99 (78,6%) foram provenientes de episédios de ceratites e
novamente o complexo Fusarium solani foi 0 agente mais frequente, responsavel
por 94% dos isolamentos, taxa esta também muito superior do que a apresentada
na literatura. O complexo Fusarium dimerum foi responsavel por 4% dos casos,
Fusarium verticillioides por 1% e o complexo Fusarium oxysporum foi responsavel

por 1% do total de cepas isoladas de episodios de ceratites.

De forma geral, o complexo Fusarium dimerum foi o segundo
principal agente isolado em nosso trabalho responséavel por 04 (4%) isolamentos
de amostras clinicas. Todas as 04 cepas clinicas foram oriundas de episodios de
ceratites micéticas ndo relacionadas a imunodepressédo por parte do paciente,
porém, este complexo ja foi associado diversas vezes a quadros clinicos de
endocardites, fungemias e infecgbes disseminadas em pacientes com cancer
(Krcmery et al, 1997; Camin et al, 1999; Austen et al, 2001; Letscher-Bru et al,

2002; Vismer et al, 2002; Bigley et al, 2004).




5. DISCUSSAO.81

Agentes do complexo Fusarium incarnatum sdo reconhecidamente
produtores de micotoxinas e ja foram relacionados ocasionalmente como agentes
causadores de infecgBes graves em pacientes imunocomprometidos (Bodey et al,
2002; Nucci et al, 2003; Gonzalez et al, 2008). Conforme ja mencionado, foi
isolada 01 cepa do complexo Fusarium incarnatum proveniente de episodio de
fungemia em paciente com leucemia. Até recentemente, este agente era
denominado, na literatura, como Fusarium semitectum, porém sua nomenclatura

foi alterada para Fusarium incarnatum (Leslie, Summerell, 2006).

Fusarium verticillioides, agente pertencente ao complexo de
espécies Gibberella fujikuroi, € considerado o principal produtor de fumonisinas
(micotoxinas produzidas por espécies do género Fusarium) e também um
fitopatogeno primario em plantacdes de milho causando perdas econdémicas
importantes na industria de gréos e cereais (Bullerman, 1996; Jurjevic et al, 2005;
Leslie, Summerell, 2006; Azor et al, 2008). Este agente vem sendo investigado em
diversos casos de infeccbes em humanos e estd associado a sindromes clinicas
gue vao desde micoses superficiais (onicomicoses e ceratites micoticas) até
infeccdes invasivas e disseminadas em pacientes imunocomprometidos (Bodey et
al, 2002; Nucci et al, 2003; Lopez et al, 2008; Gaujoux et al, 2008). Em nosso
estudo isolamos apenas 02 cepas de Fusarium verticillioides, uma proveniente de
episodio de ceratite micética e outra oriunda de episodio de fungemia em paciente

com doenca hematolégica.
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No presente trabalho, isolamos apenas 01 cepa do complexo
Fusarium oxysporum, associada a um caso de ceratite micotica causada por
trauma com vegetais. O complexo Fusarium oxysporum é o causador de doencas
em diversas espécies de banana e tomate. Este fungo € considerado a espécie de
Fusarium com maior importancia econémica na agricultura (Leslie, Summerell,
2006). Na micologia médica, este complexo de espécies estd associado,
principalmente, a casos de onicomicoses em pacientes imunocompetentes, mas
também ja foi isolado em casos de ceratites e fungemias em pacientes

imunocomprometidos (Godoy et al, 2004B; Lépez et al, 2008).

Em relacdo as cepas ambientais, mais uma vez, o complexo
Fusarium solani foi o mais isolado, responsavel por 80,6% do total de cepas
avaliadas, seguido pelos complexos Fusarium dimerum e Fusarium incarnatum,
responsaveis por 9,7% do total de cepas cada um. Nao obtivemos nenhum
isolamento de Fusarium verticillioides ou de Fusarium oxysporum entre as cepas
ambientais estudadas. Estes dados sdo compativeis com os achados de outros

autores (Anaissie et al, 2001; Teixeira et al, 2005).

Ainda no do presente estudo, avaliamos o perfil de susceptibilidade
aos antifungicos das cepas de Fusarium spp. isoladas de diversos sitios clinicos e
ambientais no Brasil. Em avaliacdo de publica¢cGes brasileiras, ndo encontramos
gualquer estudo semelhante, sendo este o primeiro trabalho realizado em nosso
meio a caracterizar o perfil de susceptibilidade de amostras de Fusarium spp.

frente a anfotericina B e triazolicos.
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Apesar dos ensaios de susceptibilidade com fungos filamentosos
nao terem ainda consolidados os pontos de corte (“breakpoints”) para
interpretacdo clinica dos valores de CIMs, eles permitem uma avaliacdo sobre o
potencial terapéutico de drogas antifUngicas em relacdo a diferentes patdgenos
(Espinell-Ingroff et al, 1997; Espinel-Ingroff et al, 2005; Espinel-Ingroff et al, 2007A,;

Espinell-Ingroff et al, 2007B; CLSI, 2008).

No presente trabalho, a fim de nos assegurarmos da
reprodutibilidade dos resultados obtidos, decidimos incluir 04 organismos-controle
listados entre os organismos da American Type Culture Colection (ATCC):
Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida krusei ATCC 6258, Aspergillus flavus
ATCC 204304, Fusarium solani ATCC 62877. Os resultados gerados por estes
organismos-controle ao longo de todos o0s experimentos realizados foram
compativeis com o0s ja publicados na literatura e estavam dentro do limites
sugeridos pelo documento M38-A2 do CLSI. Estes dados confirmam que a
metodologia preconizada pelo CLSI, quando aplicada de forma correta, gera
resultados reprodutiveis. Da mesma forma, confirmamos que o0S ensaios

realizados ao longo deste estudo observaram os padrdes de qualidade esperados.

A recomendacdo do CLSI, no documento M38-A2, é de que para
isolados de Fusarium spp. sejam realizadas leituras apds 46 a 50h de incubacao.

Para efeito da investigacdo do impacto do tempo de incubacdo nos valores de
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CIMs, decidimos incluir em nosso protocolo, além das leituras realizadas apés 24,

48 e 72h de incubagéo.

Em nossa investigacdo, a grande maioria das cepas testadas (98,4%
a 100%) apresentou valor de CIM >64,0ug/mL frente a fluconazol e 5-
fluorocitosina. Para itraconazol, este perfil de susceptibilidade também foi
semelhante, visto que 96% das cepas foram inibidas somente com concentraces
de droga >16,0ug/mL. Este padrdo € compativel com o resultado de outros
autores que sugerem baixas taxas ou nenhuma atividade antifingica das drogas
acima mencionadas contra espécies de Fusarium (Cuenca-Estrella et al, 2006;
Alastruey-lzquierdo et al, 2008). Vale mencionar que houve pequena variagcao nas
leituras de 24, 48 e 72h de incubacdo nos ensaios realizados com estes

antifingicos.

Em relagdo a anfotericina B e voriconazol verificamos que, entre as
157 amostras clinicas e ambientais testadas, houve aumento substancial no
percentual de cepas com valores de CIMs 22,0ug/mL nas leituras realizadas apos

48/72h de incubacéo (Tabelas 6C, 10C, 11C e 15C).

Outros autores também observaram a relagéo direta existente entre

periodo de incubagdo e aumento nos resultados de valores de CIMs com




5. DISCUSSAO.85

triazdlicos e anfotericina B. Paphitou et al (2002) avaliaram os valores de CIMs
apresentados por 18 cepas do complexo Fusarium solani e 04 cepas do complexo
Fusarium oxysporum em 03 diferentes periodos de incubacgéo: 24, 48 e 72h. Estes
autores sugerem que os menores valores de CIMs (até 2,0ug/mL) obtidos nas
primeiras leituras de ensaios, realizadas ap0s 24h de incubacdo, podem
representar os resultados que tenham maior correlagcéo clinico-laboratorial. Esta
afirmacéo deve ser vista com cautela uma vez que nao foi baseada em qualquer
estudo animal ou de correlagdo com dados clinicos colhidos ao longo do estudo,
mas apenas referem-se a resultados de sucesso terapéutico obtidos por outros
estudos onde pacientes com fusariose foram tratados com 0s mesmos
antifingicos (Reis et al, 2000; Consigny et al, 2003; Durand-Joly et al, 2003;
Rodriguez et al, 2006; Vincent et al, 2003; Cudillo et al, 2006; Maramatsu et al,

2006).

Gomez-Lopez et al (2005) tém uma outra perspectiva sobre o efeito
do periodo de incubagdo em relagédo ao resultado de valores de CIMs obtidos com
fungos filamentosos. Estes pesquisadores testaram cepas de Aspergillus spp. a
diferentes concentracdes de indculo e diferentes periodos de incubag¢do e como
resultado também verificaram um aumento de duas a seis diluicdes nos valores de
CIMs obtidos entre leituras realizadas apos 24h e 48h de incubacdo. A principal
consideracdo destes autores sobre este achado é de que somente apds 48h de
incubacdo é que sdo exibidos crescimentos detectaveis de leitura visual para a

maioria das cepas de fungos filamentosos. Sendo assim, permanece a duvida
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sobre como conduzir estes ensaios de forma a gerar resultados que tenham maior

aplicabilidade clinica.

No presente estudo, em leituras realizadas apds 24h de incubacao,
verificamos que todas as 157 cepas estudadas apresentavam crescimento visual
substancial e detectavel no pogo-controle de crescimento e por isso decidimos
manter esse periodo de leitura. Neste sentido, € possivel afirmar que os
problemas de crescimento de Aspergillus spp mencionados por Gomez-Lopez e

cols. ndo parecem ocorrer com amostras de Fusarium.

Embora seja evidente que inimeros fatores relacionados ao status
imunologico do hospedeiro auxiliem no delineamento do sucesso ou do fracasso
terapéutico, conforme j& mencionado, temos disponivel na literatura, diversos
relatos de casos de fusarioses tratados com sucesso com anfotericina B ou

voriconazol.

Analisando os valores de CIMs apresentados pelas 126 cepas
clinicas testadas frente a voriconazol, verificamos que apds 24 horas de
incubacao, 41% das amostras exibem valores de CIMs <2,0ug/mL, enquanto que
na leitura realizada ap0s 48h de incubacdo esse percentual cai para 11%. Em

relacdo a anfotericina B, a propor¢cdo de cepas clinicas com valores de CIMs
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<2,0ug/mL em leituras realizadas apos 24h é da ordem de 86%, ja nas leituras
realizadas ap6s 48h de incubacédo esse percentual caiu para 58%. Tomando como
base resultados de estudos clinicos envolvendo voriconazol (Reis et al, 2000;
Consigny et al, 2003; Vincent et al, 2003; Maramatsu et al, 2006) e anfotericina B
(Durand-Joly et al, 2003; Cudillo et al, 2006; Rodrigues et al, 2006; Selleslag,
2006) é possivel advogar que resultados obtidos ap0s 24h de incubacdo sejam
mais relevantes para o tratamento com voriconazol e resultados obtidos apos 48h

de incubacédo sejam mais compativeis para o tratamento com anfotericina B.

A maioria das publicagcbes que avaliam o perfil de susceptibilidade de
isolados de Fusarium spp. apresenta um numero reduzido de cepas, muito inferior
ao numero avaliado em nosso estudo. Apesar destas limitagbes, espécies de
Fusarium séo relativamente resistentes a maioria dos antifungicos e, segundo
alguns autores, diferentes espécies apresentam padrdes diferentes de
susceptibilidade aos antifungicos, sendo que cepas do complexo Fusarium solani
sao consideradas as mais resistentes (Nucci, Anaissie, 2007; Tortorano et al,

2008).

Os estudos de teste de susceptibilidade a antifungicos disponiveis na
literatura e abordados nesse trabalho foram realizados seguindo as normas do

documento do CLSI e, portanto, relatam os resultados de valores de CIMs obtidos
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apos 48h de incubacao e este sera o periodo de leitura considerado na discussao

de nossos resultados.

Alastruey-lzquierdo et al (2008) avaliaram o perfil de susceptibilidade
de 67 isolados clinicos de Fusarium spp. contra anfotericina B e triazolicos. Os
autores reportaram os valores de CIMs através do calculo de média geométrica. O
valor da média geométrica das 22 cepas do complexo Fusarium solani foi
1,33ug/mL para anfotericina B e >8,0ug/mL para voriconazol; para as 13 cepas de
Fusarium verticillioides a média geométrica dos valores de CIMs B foi 1,53ug/mL
para anfotericina e 8,0ug/mL para voriconazol. Ja para as 14 cepas do complexo
Fusarium oxysporum o valor da média geométrica foi 0,78ug/mL para anfotericina
B e 4,0ug/mL para voriconazol. Estes autores sugerem que o padrdo de
susceptibilidade de cepas de Fusarium spp. ndo € apenas “espécie-dependente” e
sim ‘“isolado-dependente”, visto que algumas cepas da mesma espécie

apresentaram padréo de susceptibilidade completamente diferentes.

Esta variabilidade de CIMs “isolado-dependente” mencionada no
artigo anterior, em nossa experiéncia, ocorreu com cepas do complexo Fusarium
dimerum e Fusarium incarnatum. Entre as 04 cepas clinicas do complexo
Fusarium dimerum analisadas em nosso estudo, 02 apresentaram valor de CIM
>16,0ug/mL para anfotericina B, enquanto que as outras 02 cepas apresentaram

valor de CIM <2,0pg/mL nas leituras realizadas ap6s 48h de incubagéo. Entre as
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04 cepas do complexo Fusarium incarnatum o Unico isolado clinico analisado
apresentou valor de CIM igual a 1,0pg/mL para anfotericina B, enquanto que entre
as 03 cepas ambientais estudadas, 02 apresentaram valor de CIM <4,0pug/mL e 01

cepa apresentou CIM igual a 0,25ug/mL para anfotericina B.

No estudo conduzido por Tortorano et al (2008) foi avaliado o perfil
de susceptibilidade de 75 cepas de Fusarium spp. contra anfotericina B e
voriconazol incluindo 31 (41,3%) pertencentes a espécie Fusarium verticillioides,
19 (25,3%) ao complexo Fusarium solani, 10 (13,3%) ao complexo Fusarium
proliferatum, 09 (12%) ao complexo Fusarium oxysporum e 06 (8%) aos
complexos Fusarium dimerum, Fusarium subglutinans e Fusarium spp. Para
anfotericina B 100% (19) dos isolados do complexo Fusarium solani e 49 (87,5%)
cepas de Fusarium spp. apresentaram valores de CIMs <2,0ug/mL. Ja para
voriconazol, somente 02 (10,5%) cepas do complexo Fusarium solani e 69,6% das

cepas de Fusarium spp.apresentaram valores de CIMs <2,0ug/mL.

Igbal et al (2008) avaliaram o perfil de susceptibilidade de 85 cepas
clinicas de Fusarium spp. isoladas de episddios de ceratites micoticas testadas
contra anfotericina B e voriconazol. Entre as 85 cepas testadas, 57 (67,1%)
pertenciam ao complexo Fusarium solani, 21 (24,7%) ao complexo Fusarium
oxysporum, 05 (5,8%) ao complexo Giberella fujikuroi, 01 (1,2%) ao complexo
Fusarium incarnatum-equiseti e 01 (1,2%) ao complexo Fusarium dimerum. Este

estudo n&o apresentou o percentual de cepas inibidas a baixas concentracdes das
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drogas testadas, porém apresentou o valor de CIMso que para anfotericina B foi de
2,0pg/mL para todas as espécies testadas, e para voriconazol CIMsg foi >8,0ug/mL

para todas as cepas testadas.

Em nosso estudo, anfotericina B foi o antifingico que apresentou
maior atividade in vitro entre as 143 cepas do complexo Fusarium solani testadas.
Destas, 81 (56,6%) foram inibidas com concentracdes <2,0ug/mL. Este percentual
esta compativel com os registrados em estudos recentes que apresentam valores
na ordem de 50% a 100% das cepas desta espécie sendo inibidas a baixas
concentracdes desta droga (Alastruey-lzquierdo et al, 2008; Igbal et al, 2008;

Tortorano et al, 2008).

Avaliando em conjunto o perfil de susceptibilidade de todas as cepas
de Fusarium ndo-solani estudadas, verificamos que voriconazol foi o antifingico
gue apresentou maior atividade in vitro. Entre as 14 cepas de Fusarium nao-solani
49,9% foram inibidas em concentracdes de voriconazol <2,0ug/mL, enquanto que
das 143 cepas do complexo Fusarium solani apenas 10,5% foram inibidas quando
submetidas as mesmas concentragdes mencionadas. Este dado também é
compativel com o estudo de Tortorano et al (2008), ja mencionado, onde entre as
cepas de Fusarium néao-solani analisadas 69,6% foram inibidas a baixas

concentracdes de voriconazol.
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Avaliando isoladamente os resultados do teste de susceptibilidade
das cepas ambientais ndo observamos diferenca no perfil apresentado em relacéo
as cepas clinicas. Esse padrdao também foi observado no estudo de Teixeira et al
(2005) que avaliaram o perfil de susceptibilidade de fungos filamentosos

ambientais e agentes colonizantes em pacientes imunocomprometidos.

Ao final deste estudo, pudemos observar que a literatura registra
uma grande variabilidade na distribuicdo de espécies de Fusarium segundo a
regido geografica e o sitio biologico de isolamento (micoses superficiais e
sistémicas). No Brasil, verificamos que ha predominio de cepas do complexo
Fusarium solani tanto em amostras de micoses invasivas como em micoses n&o-
invasivas. Entretanto, ndo obtivemos nenhuma cepa do complexo Fusarium
oxysporum isolada de amostras invasivas e a literatura evidencia este agente
como uma das principais espécies de Fusarium ndo-solani causadoras de micoses

invasivas em pacientes com doenca hematologica maligna.

Em relacdo aos ensaios de susceptibilidade aos antifingicos
pudemos concluir que para voriconazol leituras realizadas apés 24h de incubacéao,
ao invés de leituras apos 48h de incubacgéo, geram resultados mais semelhantes
as taxas de sucesso terapéutico descritas em séries abertas tratadas com este

medicamento.
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Finalmente, tendo em vista os dados do perfil de susceptibilidade
obtidos in vitro, anfotericina B apresenta maior atividade que voriconazol contra as
cepas do complexo Fusarium solani e o oposto é observado entre as cepas de

Fusarium nao-solani avaliadas neste estudo.
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Mediante nossos achados, concluimos que:

1. Entre as amostras clinicas de Fusarium spp. houve predominio de cepas

provenientes de episédios de ceratites micéticas (78,6%);

2. O complexo Fusarium solani foi o agente mais prevalente (91,1%) tanto em
amostras clinicas (infec¢des superficiais e invasivas) como em amostras

ambientais;

3. Entre as cepas de Fusarium n&o-solani mais prevalentes encontramos
cepas do complexo Fusarium dimerum (4,5%) e do complexo Fusarium

incarnatum (2,5%);

4. O protocolo de teste de susceptilidade in vitro a antifingicos publicado pelo
CLSI em 2008, para ensaios com fungos filamentosos, mostrou ser técnica

de alta reprodutibilidade nos testes com Fusarium spp.;

5. A maioria dos isolados (98 a 100%) apresentou baixa ou nula
susceptibilidade a fluconazol, itraconazol e 5-fluorocitosina, independente

dos periodos de incubacao dos ensaios;

6. Nos testes de susceptibilidade in vitro para anfotericina B e voriconazol foi

documentado a existéncia de aumento substancial nos valores de CIMs
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guando comparadas as leituras realizadas apos 24h versus leituras apos

48h/72h de incubagéo.

7. Anfotericina B foi 0 agente mais efetivo entre as 143 cepas do complexo
Fusarium solani, visto que 56,6% das cepas foram inibidas a concentractes
de droga <2,0pug/mL, enquanto que para voriconazol somente 10,5% das
cepas deste complexo de espécies foram inibidas a esta mesma

concentracao;

8. Voriconazol foi o agente mais efetivo entre as 31 amostras de Fusarium
spp., Vvisto que 42,9% das cepas foram inibidas a concentragfes de droga
<2,0pg/mL, enquanto que para anfotericina B somente 21,4% destas cepas

foram inibidas a esta mesma concentracao.
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ANEXO 1. Chave de Identificacdo de Fusarium spp. (De Hoog et al, 2000) - tradugéo.

la.

1b.

2a.

2b.

3a.

3b.

4a.

4b.
5a.
5b.
6a.
6b.

7a.
7b.
8a.
8b.
9a.
9b.

Colbnias com crescimento lento (menos que 2cm de
didmetro em 7 a 10 dias); macroconidio geralmente com

L @2 SEPLOS .uuuieiiiiieiiiiee e 2
Colbnias com crescimento rapido (mais de 2cm,
geralmente, 4a8cmem 7 al0dias) ..........ooeeevrvevrvvennnnn. 4
Macroconidios maiores que 55um de comprimento;
clamidoconidios QUSENLES ...........eevvveeiviviviminrnniiininininenns Fusarium aquaeductuum
Macroconidios menores que 25um de comprimento;

clamidoconidios presentes ou ausentes ...........c.ccceeeeeeeen. 3

Macroconidios extremamente curvos e pontiagudos no

apice; clamidoconidios presentes .........ccccccevieiiiiiiiiienen, Fusarium dimerum

Macroconidios extremamente curvosS € menos

pontiagudos no 4pice; clamidoconidios ausentes ............ Plectosporium tabacinum

Microconidios raros ou ausentes; colbnia bege a

marrom; células conidiogénicas poliblasticas

AbUNAANLES.... .o Fusarium incarnatum
Microconidios abundantes ..........ccccooeevviiiiieeeeeeeeeeiie, 5

Microconidios em cadeia ...........ocuvvvieeeieeiiiiiiiiiie e, 6

Microconidios sem formar cadeia .........ccccceeeeeeiiiiiivinnnnnn... 9

Microconidios exclusivamente em monofidlides ............... 7

Microconidios desenvolvendo-se a partir de poli- ou
MONOFIAlIAES ..cooeiiie e 8
Presenca de microconidios napiformes ou limoniformes .. Fusarium napiforme

Auséncia de microconidios napiformes ou limoniformes .. Fusarium verticillioides

Clamidoconidios auSENteS ........ccceeeveeeeiiieeeeeeeeeeeeee e, Fusarium proliferatum
Clamidoconidios presentes e abundantes ........................ Fusarium nygamai
Célula conidiogénica poliblastica frequente ...................... 10

Célula conidiogénica poliblastica ausente ........................ 13
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Continuagdo.

10a.

10b.

11a.

11b.
12a.
12b.
13a.

13b.

Colénias vermelhas; clamidoconidios abundantes;
blastoconidios predominantes ..........ccccccevveiiiviiiiieneennennenns
Colonia rosa a violeta; clamicoconidios ausentes;
blastoconidios menos freqUentes ........c.cccovvicivviiieieeneeenns
Microconidios produzidos por conidiéforos prostrados
sobre hifas, crescendo horizontalmente sobre a
superficie do agar, comumente asseptado, ovolide a
levemente elipsoidal ...,
Microconidios produzidos por conidioforos eretos ............
Microconidio piriforme presente ...........ccccccvieeiiiiiieieneneen,
Microconidio piriforme auSeNnte ..........ccccccevviiiiiiiiniinneenneenn
Microconidios em fialides curtas e laterais; célula-pé néo
distinta; colénias brancas a puarpuras ou alaranjadas na
presenca de eSporodOqUIOS ...........eeeeveerveervrereerereeenenenennnes
Microconidios em longas monofidlides; macroconidios
com célula-pé; colbnias brancas, beges etc., e
esverdeadas ou azuladas na presenca de

E€SPOrOdOQUIOS......cceeiieiieeeeeeeiee e

Fusarium chlamydosporum

11

Fusarium sacchari
12
Fusarium anthphilum

Fusarium subglutinans

Fusarium oxysporum

Fusarium solani




Anexo 2. Tabela com os valores de concentracfes inibitérias minimas (CIMs), expressados em pg/mL, obtidos dos 157
isolados de F. spp. frente a 05 antifingicos.

N° | \o do Banco Tipo de Sitio de Identificagdo Anfotericina B Fluconazol Itraconazol 5-fluorocitosina | Voriconazol

Seq. Amostra Isolamento 24H | 48H | 72H | 24H |48H | 72H | 24H | 48H | 72H | 24H | 48H | 72H | 24H | 48H | 72H
1 | BAMB-001 | Ambiental agua F. solani 1 1 2 |>64|>64|>64|>16|>16|>16 |>64 |>64 |>64| 4 8 8
2 | BAMB - 010 | Ambiental agua F. solani 05| 1 1 |>64|>64|>64 |>16|>16|>16|>64 |>64 |>64 | 4 8 8
3 | BAMB-013 | Ambiental agua F. solani 2 2 4 |>64|>64|>64 |>16|>16|>16 | >64 |>64 |>64| 4 8 8
4 | BAMB - 014 | Ambiental agua F. solani >16 | >16 | >16 | >64 | >64 | >64 | >16 | >16 | >16 | >64 | >6