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RESUMO




Os fungos filamentosos do género Aspergillus e Fusarium sio fungos hialinos, sapréfitas,
encontrados no solo e na vegetagdo em decomposigio e tém sido, crescentemente, relatados
em casos de infecgdes sistémicas ou disseminadas. A patogenicidade destes fungos
oportunistas esta na alta concentragdio dos microconidios no ar, facilitando a sua inalacdo.
Infecgbes por Fusarium spp sio altamente resistentes & terapia disponivel, com prognéstico
desfavoravel e taxa de mortalidade em torno de 37% dos casos. Varios relatos tém descrito
a tolerdncia in vitro, ou resisténcia, de espécies de Aspergillus aos agentes antifingicos,
apos falha terapéutica com anfotericina B. A infecciio por Aspergillus sp em pacientes
imunossuprimidos apresenta taxa de mortalidade em torno de 86%, independente do
tratamento antifiingico. Assim, testes de suscetibilidade a antifiingicos sio de extrema
importincia. O teste de microdilui¢do, utilizando suspensdo de conidios, foi recentemente
padronizado pelo CLSI. No entanto, em regra, as infecgdes causadas por fungos
filamentosos sdo caracterizadas pela presenga de hifas no tecido infectado, sendo portanto,
a realizagio do teste de suscetibilidade com hifas, de grande interesse clinico. A
concentracao mibitéria minima (CIM) de varios agentes antifiingicos pode ser determinada
pela observagio da inibigio de crescimento de uma hifa isolada. Ha poucos relatos na
literatura sobre a medigfo automatizada do crescimento de hifas de Aspergillus sp. e
nenhum relato para hifas de Fusarium sp. pelo sistema BioCell-tracer®. Neste estudo foram
selecionadas quatro cepas de Aspergillus sp. e quatro cepas de Fusarium sp. isoladas de
pacientes com infecgdo sistémica. Para todas as cepas foram realizados testes de
microdiluigdo em caldo pelo CLSI e inibicio de crescimento de hifas pelo BCT® frente a
anfotericina B e itraconazol. Voriconazol foi avaliado somente pela técnica de
microdiluicdo e para 4. zerreus foi também realizado o teste de crescimento de hifas. Os
valores de CIM de anfotericina B para conidios e hifas de Aspergillus spp variaram
respectivamente, entre 1,0 - 8.0 e 0,5 - >2.0 ig/ml, de itraconazol entre 0,125 - 8,0 e >0,5
#g/ml e de voriconazol entre 2.0 - 4,0 ug/ml. As CIMs de anfotericina B para conidios e
hifas de Fusarium spp variaram respectivamente, entre 1,0 - 4,0 e <0.5 - >4,0 uo/ml, de
itraconazol > 128,0 e de voriconazol entre 1,0 - 2,0 pyg/ml. A correlagio de CIMs obtidas
pelos métodos de microdiluigdo em caldo e BioCell-tracer® com 6bito ou sobrevida foi
realizada para 6 pacientes. Os resultados dos testes de suscetibilidade e a resposta clinica

dos pacientes frente a terapia com anfotericina B, foi observada para testes com conidios
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pelo CLSI, para 3 (100%) cepas de Fusarium e 2 (66,6%) cepas de Aspergillus sp. Para
testes com hifas, foi observada correlacio para 2 (66,6%) cepas pela média e 1 (33,3%)
cepas pela mediana dos resultados de ANB para Fusarium sp e 1 (33,3%) cepa pela média

e 2 (66,6%) cepas pela mediana dos resultados de ANB para Aspergillus sp.

Palavras chave: Aspergillus sp, Fusarium sp, agentes antifiingicos, teste de suscetibilidade,

microdiluigdo, hifa, BioCell-tracer®,
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Aspergillus and Fusarium species are hyaline moulds that are usually found in the soil and
plants. These organisms have emerged as a cause of disseminated invasive disease. It has
been suggested that airborne conidia might invade the respiratory tract with primary lung or
sinus localisation. Fusarium species are largely resistant to available chemotherapy and are
correlated with poor prognosis and lethal outcome in 57% of the cases. Several reports have
described in vitre tolerance or resistance of Aspergillus spp to antifungal drugs, which
correlate with amphotericin B therapeutic failure. The dspergillus infection in
immunossupressed patients shows mortality around 86%, independent of antifungal
treatment. Antifungal susceptibility testing of filamentous fungi has therefore become more
umportant. Since most infections caused by filamentous fungi are characterized by the
presence of hyphal elements in the tissue, the monitoring of hyphal susceptibility might be
of clinical interest. The MICs of several antifungal agents can be determined based on the
growth rate of a single hypha. There are only few reports for automatic growth evaluation
for Aspergillus spp and no reports for Fusarium spp using the BioCell-tracer® system. In
this work, we selected four clinical isolates of Aspergillus and four clinical isolates of
Fusarium. For all strains we proceeded microdilution and hypha susceptibility antifungal
evaluation with amphotericin B and itraconazole. Voriconazol was only tested by
microdilution and only for 4. ferreus also by hypha increase. MICs for amphotericin B to
Aspergillus spp conidia and hypha, respectivity, vary from 1,0 - 8,0 and 0,5 — >2.0 Ag/ml,
for itraconazole from 0,125 - 8,0 and > 0,5 wg/ml and for voriconazole from 20-40
Hg/ml. MICs for amphotericin B to Fusarium spp conidia and hypha, respectivity, vary
from 1,0 - 4,0 and <0,5 — >4,0 ug/ml, for itraconazole from > 128,0 ug/ml and for
voriconazole from 1,0 - 2,0 ug/ml. CIMs comelation between microdilution and
BioCell-tracer® with death or survive were observed for 6 patients. The results of
susceptibility tests and clinical outcome with amphotericin B therapy could be observed
between MIC values for 3 (100%) Fusarium strains and 2 (66.6%) Aspergillus strains
observing conidia. When observing hypha, this correlation was observed between media
and median MIC values, respectivite, for 2 (66.6%) and 1 (33.3%) to Fusarium and 1
(33.3%) and 2 (66.6%) to dspergillus strains.

Keywords:  Aspergillus sp, Fusarium sp; antifungal agents, susceptibility test,

microdilution, hyphal response, BioCell-Tracer®
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1.1 - Caracteristicas Gerais dos fungos filamentosos

O termo Fungi refere-se a todos os membros do Reino Fungi. Embora fungos e
algas tivessem sido considerados membros primitivos do reino Vegeralia, o aumento do
conhecimento de seu cicle de vida, fisiologia e genética, demonstraram que nio poderiam
ser classificados nem como plantas, nem como animais. A micologia foi prejudicada pelo
grande numero de sinonimias e inumeras associagdes estruturais as plantas. Em 1969, com
Whittaker, os fungos passaram a ter seu proprio reino, o reino Fungi, que compreendem os
organismos eucarioticos, sem flagelo e que se desenvolvem a partir de esporos: leveduras,

bolores e cogumelos (KWON-CHUNG e BENNETT, 1992; (STDRIN e MOREIRA, 1999).

Por ndo possuirem pigmentos fotossintéticos, capazes de absorver luz e
transforma-la em energia, classificam-se como seres heterotroficos, pois retiram
matéria-prima e  energia de  matéria  orginica para sua  existéncia
(SIDRIN ¢ MOREIRA, 1999). As células dos fungos sdo constituidas de nicleo, parede
celular, membrana plasmética, sistema metabolico e respiratorio como as células dos seres
humanos. O citoplasma ¢ revestido pela membrana que contém ergosterol, onde nos seres
humanos predomina o colesterol (KWON-CHUNG e BENNETT, 1992). Estdo presentes
algumas organelas, como: reticulo endoplasmatico, aparetho de Golgi, vesiculas
mitocondriais e vacuolos. Outras, que s3o apenas agregagdes de macromoléculas, como 0s

ribossomos e os tibulos (SIDRIN e MOREIRA, 1999).

O nucleo apresenta caracteristicas tipicas de uma célula eucaridtica, mas de
menor tamanho, possuindo uma quantidade relativamente menor de DNA se comparado

com as células dos seres humanos (SIDRIN e MOREIRA, 1999).

A parede celular fingica constitui a superficie de contato da célula fungica com
0 meio externo, composta por polissacarideos em grande quantidade associados a

polipeptideos, constituindo, glicoproteinas (SIDRIN e MOREIRA, 1999).

Os bolores, ou fungos filamentosos, sdo multicelulares e constituidos de hifas,
que sdo filamentos microscopicos ramificados que crescem em diversas diregdes. O
protoplasto da hifa € continuo, ou interrompido por septos irregulares, que dividem cada
hifa em células. A presenga ou auséncia de septos e as estruturas dos poros sio critérios

importantes na taxonomia dos fungos (KWON-CHUNG e BENNETT, 1992).
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O micelio, freqlientemente, forma uma colénia circular em meio de dgar e uma
colénia globosa em meio de cultura liquida. Isto porque o micélio apresenta tendéncia de
crescer por todas as diregdes, saindo do ponto central. O crescimento de cada hifa ocorre
nas extremidades. Muitas hifas sdo capazes de crescerem, infinitamente, em condicBes

favoraveis (KWON-CHUNG e BENNETT, 1992).

As hifas possuem células chamadas de estruturas de frutificacio que, em
determinadas situagdes biologicas, sofrem modificacio para dar origem as células
conidiogénicas. Essas células tém a funcSo de originar os conidios que sio estruturas
responsaveis pela reproduciio assexuada dos fungos filamentosos. Portanto, o conidio, apds
sua formagdo, fica livre para se destacar das hifas a dar origem a novo fungo. Nas
leveduras, as pseudo-hifas assemelham-se muito 4 hifas verdadeiras, diferindo apenas, em
raz8o da presenga de constrices formadas antes de cada brotamento
(SIDRIN e MOREIRA, 1999).

Espécies de Aspergillus sio exemplos de fungos filamentosos que formam
coldnias cotonosas ou velutineas e apresentam crescimento rapido, podendo variar,
conforme a espécie, mas, em regra, de 1 a 7 dias. Os fungos filamentosos produzem, por
reproduclo assexuada, conidios que, dependendo de seu tamanho, sio classificados em
macroconidios ou microconidios, e possuem formas diferentes, conforme género e espécie
(CARVALHAES, 1999).

A temperatura ideal para crescimento in vifro, para a maioria dos fungos
filamentosos, é de 25 & 35°C. Aspergillus fumigatus e Cladosporium trichoides porém,
crescem methor entre 37°C e 50°C. Os fungos se desenvolvem em pH normalmente acido, e
muitos meios de cultura utilizados no laboratorio tém pH entre 6,0 e 6,8. Fungos nio
necessitam de luz para  crescer, pois esta initbe a  esporulacio

(KWON-CHUNG e BENNETT, 1992).
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1.2 - Fungos Filamentosos como agentes de infec¢ées humanas

Os micologistas estimam que existam cerca de 100.000 espécies validas
descritas de fungos. Em se tratando de fungos filamentosos, mais de 300 espécies ja foram
reportadas como agentes causais de doengas (GUARRO et. al., 1997; PUJOL et. al., 1997).
Estes microrganismos podem causar amplo espectro de infecgdes, desde doencas sistémicas
e potencialmente fatais, & lesdes localizadas na pele, tecido subcutdneo ou mucosas. Em
adi¢do a estes patdogenos primarios, numerosos outros fungos com baixa patogenicidade,
podem infectar pacientes imunocomprometidos e por isso, sdo chamados oportunistas. Com
a expanso da populagio desse tipo de paciente, e a methora no diagnostico laboratorial a

lista destes fungos oportunistas vem aumentando anualmente (JAWETZ et al.,1998).

Espécies de Aspergillus, particularmente 4. fumigatus, e fungos dos géneros
Fusarium, Curvularia e Alternaria s3o os mais freqilentemente relatados em casos de
infecgBes sistémicas ou disseminadas (VARTIVARIAN et al 1993; IWEN et al 1994;
CHRYSSANTHOU, 1997).

Com o aparecimento dos antibioticos e de outras medidas que permitiram
aumentar a sobrevida dos pacientes, estes se tornaram mais vulneraveis as infeccdes
oportunistas, e, com elas, as infecgSes fungicas comegaram a ser mais prevalentes. Em
adigdo, outras circunstancias também favoreceram a maior frequéncia das infecches
tungicas como: a utilizagdo de terapéuticas imunossupressoras em diferentes patologias, o
aparecimento da  AIDS e a melhora  nos  métodos  diagnosticos

(SIDRIN e MOREIRA, 1999).

Esporos de fungos filamentosos estdo extremamente disseminados no ambiente,
e podem ser encontrados como colonizantes do trato respiratério do hospedeiro, causando
neste, desde processos alérgicos, até infeccdes sistémicas ou disseminadas
(CHYSSANTHOU, 1997, DEBEAUPUIS et al,1997; SOARES et al., 1997: CHAZATET
et al., 1998, LEENDERS et al,, 1999). As infec¢des ocorrem por aquisicdo exogena dos
fungos por inalagio dos conidios (DEBEAUPUIS et al.,1997). O risco de adquirir infecgio
fungica est4, relacionado com a concentragio de conidios presentes no ar ambiental onde se

encontra o paciente (ARNOW et al. 1991).
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A patogenicidade dos fungos oportunistas € resultante de um conjunto de
aspectos biologicos especificos, tais como a alta concentragio dos microconidios no ar,
assim como a capacidade de germinar e crescer em temperaturas maiores que 37°C, sem

exigir nenhuma suplementacfio nutricional especifica (DEBEAUPIUS et al.,1997).

1.2.1 - Espécies de Aspergillus sp.

Os fungos filamentosos do género Aspergillus sdo encontrados na vegetagio em
decomposi¢io (JAWETZ et al ,1998) e identificados por suas caracteristicas morfologicas
bésicas como cor e formato da cabega conidial, nimero de fidlides, formato da vesicula,
pela cor e formato do conidiforo e pelo formato das “células pé”
(KWON-CHUNG e BENNETT, 1992). Cepas de Aspergillus terreus podem ser
identificadas previamente devido 2 presenga de aleuroconidios ao longo da hifa. Esta

espécie pode ser detectada a partir de hemoculturas (WALSH et al., 2003).

Aproximadamente sete espécies de Aspergillus foram envolvidas em doencas
infecciosas humanas: A. fumigatus, A. flavus, A. nidulans, A. niger, A. terreus, A. ustus e
4. versicolor. Cepas de 4. fumigaius, sdo encontradas tanto na aspergilose alérgica como
em formas disseminadas de infec¢io como aspergilose broncopulmonar alérgica,
aspergiloma e infecgles invasivas em pacientes imunocomprometidos ou com alguma
doenga de base (DEBEAUPUIS et al, 1997, LEENDERS et al, 1999
VERGHESE et al., 2004).

A aspergilose pulmonar pode ser causada por 4. fumigatus, A. fterreus,
A. flavus, A. nidulans. Na forma disseminada estio envolvidos A. fumigatus, A. flavus e

A. restrictus (LACAZ et al., 1991, VERGHESE et al., 2004).

A maioria dos pacientes é infectada com uma tunica cepa de Aspergillus
Jumigatus, sendo que numerosas coldnias estio presentes no ambiente hospitalar. Estes
dados sugerem que alguns isolados de Aspergillus fumigatus devem ser mais patogénicos
que outros (AUFAUVRE-BROWN et al., 1998).
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A aspergilose pulmonar invasiva (APl) é uma das enfermidades mais severas
para pacientes imunossuprimidos, particularmente para os submetidos a transplante de
medula Ossea. A infecgio por Aspergillus sp ocorre em 4,5% dos pacientes,
independentemente, do tipo de transplante de medula realizado e apresenta taxa de
mortalidade de 86%, de acordo com a apresentagio clinica e Orgdos acometidos
(DENNING, 1996). No transplante do tipo alogénico, a API ocorre em 20% dos pacientes
sendo, dentre estes, uma das maiores causas de mortalidade

(CHAZATET et al ,1998; SALERMO et al., 1998).

1.2.2 - Espécies de Fusarium sp

Os fungos do género Fusarium sdo fungos que causam hialohifomicoses, sdo
saprofitas, encontrados no  solo, sendo  patogénicos para as  plantas
(RAAD e HACHEN, 1995; CASTELLA et al.,1999; RAAD et.al, 2002; CONSIGNY et al.,
2003). Estes sfo identificados conforme a morfologia da coldnia, inicialmente branca e
coberta por um micélio aéreo plumoso que ao maturar, produz pigmentos de cores variadas
na superficie e no reverso. Em sua micromorfologia, apresentam hifas hialinas, septadas,
microconidios de 2 a 3 zm de didmetro e macroconidios com forma de “banana” ou de
“foice” (KONEMAN et al,, 1993; RAAD e HACHEN, 1995). Espécies de Fusarium estio,
vastamente, espalhadas no meic ambiente. Sugere-se que os conidios sdo inalados e
invadem o trato respiratério, primeiramente os pulmdes e sinus ou pela ruptura da pele, por
introdugio de  cateter  venoso central, ferimentos ou queimaduras

(LETSCHER-BRU et. al, 2002).

Fusarium spp sdo ubiquos e podem causar infecgdo em individuos sadios
(ELJASCHEWITSCH, J, 1996). As espécies de Fusarium mais frequentemente relatadas
em casos de infeccSes humanas sdo F. solani, F. oxysporum, F. chamydosporum e F.
verticillioides (F. moniliforme), associadas a processos disseminados efou como
colonizantes em pacientes imunocomprometidos (KWON-CHUNG e BENNETT, 1992;
RAAD e HACHEN, 1995).
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A presenga de Fusarium sp foi predominante na maioria dos casos relatados de
ceratite flingica por trauma ocular. Sendo o Fusarium solani a espécie mais freqiientemente
envolvida em casos de infecgdes oculares em pacientes que fazem uso de lentes de contato
(CARVALHO et al., 2001; GUARRO et al., 2003; PRATNA et al., 2003; HOFLING-LIMA
et al., 2005).

As infecgles se limitavam a micoses superficiais, mas recentemente, o nimero
de infecgdes disseminadas tem crescido, particularmente em pacientes imunossuprimidos
(CASTELLA et. al., 1999; CONSIGNY et. al., 2003) ou com alguma doenca de base como
leucemia, cancer e AIDS (SUGIURA et. al., 1999).

Estas infec¢Oes disseminadas s8o, na maioria, relatadas em locais de clima
quente (VARTIVARIAN et. al., 1993; RAAD e HACHEN, 1995; JENSEN et. al., 2004).
Na cidade de Campinas espécies de Fusarium foram mais isoladas do ar ambiental durante
o outono e o inverno (SOARES et al., 1997). No ar ambiental da unidade de transplante de
medula dssea do HC-UNICAMP foi significativa a presenca de Fusagrium no outono

(TEIXEIRA, 2001; TEIXEIRA et. al., 2005%).

As infec¢Bes oportunistas causadas por Fusarium spp ocorrem em grande parte,
em pacientes com doencas hematologicas malignas e apresentam progndstico desfavoravel,
com taxa de letalidade de 30 a 75 %. Aproximadamente, 72% dos pacientes
imunocomprometidos desenvolvem lesfio de pele na fusariose disseminada, sendo a
neutropenia um dos fatores predisponentes. Além dos sintomas de lesdo de pele, a febre
persistente também estd presente em pacientes com fusariose disseminada.

(JENSEN et. al., 2004).

1.3 - Tratamento de infeccio filngica invasiva

O arsenal terapéutico atualmente disponivel para tratamento de micoses
sistémicas conta com o0s antifungicos poliénicos, anfotericina B, nas trés formulagdes
lipidicas (ANB lipossomal, ANB complexo lipidico e ANB dispersdo coloidal), os
imidazolicos, miconazol e cetoconazol, os triazdlicos fluconazol e itraconazol, o novo
triazolico voriconazol; e uma equinocandina, a caspofungina

(ESPINELL-INGROFF, 2003).
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A anfotericina B, interage com a membrana citoplasmatica do fungo,
especialmente nos sitios contendo ergosterol, danificando as funcdes de barreira da mesma.
Dependendo da dose, ocorre apenas alteragdo da permeabilidade com alteracdes na nutrigio
ou a formacio de “poros” ou “canais”, por onde escoara o contetdo intracelular do fungo,
particularmente potassio, levando-o a morte (SIDRIN ¢ MOREIRA, 1999; ALVES et. al.,
2000).

Os imidazélicos e os triazolicos sdo inibidores da biossintese do ergosterol.
Estes agentes antifingicos interagem com a 14 o-demetilase, que ¢ uma enzima do
citocromo P-450, bloqueando a demetilagdo do lanosterol em ergosterol. Esta inibi¢do
impede a formagic do ergosterol alterando a fluidez e permeabilidade da membrana

citoplasmatica do fungo (SIDRIN e MOREIRA, 1999; ALVES et. al., 2000),

O acetato de caspofungina, pertencente a classe das equinocandinas, inibe a
sintese da B-1,3-D-glucan, presente na parede celular do fungo, com efeito fungicida

(BARTIZAL e ODDS, 2003).

A anfotericina B (ANB) e os derivados azdlicos, como fluconazol e itraconazol,
sdo as drogas de primeira escolha para o tratamento das infeccdes fiingicas graves. ANB é a
droga que apresenta os melhores resultados in vivo e, mesmo assim, O sucesso no

tratamento € limitado (WOODS et. al., 1988; OSTROSKY-ZEICHNER et. al., 2003).

A dosagem de anfotericina B, usualmente, recomendada ¢ 3,0-5,0 mg/ kg/ dia
(SAMUEL et al, 2005). A ANB lipossomal na dosagem de 3 mg/ kg/ dia tem sido eficaz no
tratamento de fusariose disseminada em pacientes leucémicos (ELJASCHEWITSCH et. al.,
1995), ao contrario dos antifiingicos flucitocina e itraconazol que sio altamente ineficazes

frente aos Fusarium spp (SANDER et. al., 1998),

Espécies de Aspergillus fumigatus ja demonstraram resisténcia ao uso i vivo e

in vitro de itraconazol (Te DORSTHORST et. al., 2004).

Varios relatos tém demonstrado tolerincia in vitro ou resisténcia de espécies de
Aspergillus a terapia antifingica, conseqiientemente com falha terapéutica. Aspergillus
lerreus parece ser mais resistente a anfotericina B do que outras espécies de Aspergillus sp
(LASS-FLORL et. al., 1998, SUTTON et. al,, 1999; BALAJEE e MARR, 2002),
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Em experimentos com modelos animais nfio houve diferenca significativa na
eficacia da anfotericina B administrada sozinha ou combinada com rifampicina ou
flucitosina, no entanto estas combinagdes sio comumente usadas para tratamento de
fusariose invasiva (CONSIGNY et. al., 2003).

O aumento da variedade de patogenos associados com infecgdes fungicas
graves ndo tem encontrado correspondéncia com o numero de agentes antifiingicos
disponiveis para tratamento (ALVES et. al., 2000). Limitaces na eficicia e na tolerincia
dos agentes antiflingicos em uso tém estimulado a pesquisa de novas drogas que possam ser
mais eficientes para o tratamento de pacientes com infecgdes por fungos filamentosos ou
leveduras (ESPINEL-INGROFF, 1998).

O aparecimento dos agentes antifiingicos triazoles nos anos 80 e 90 facilitou o
tratamento das infecgdes fingicas devido & baixa toxicidade destes agentes comparados
com as terapias antifingicas precedentes. Trés mnovos agentes antifingicos
(voriconazol, posaconazol e ravuconazol) apareceram para expandir a atividade antifingica
comparada com os azélicos previamente utilizados. Somente o voriconazol esta disponivel
na clinica ¢ € indicado para o tratamento de candidiase esofagica, aspergilose invasiva, e
em infecgdes refratarias causadas por Scedosporium apiospermum e Fusarium spp. O
posaconazol e o ravuconazol estio ainda em fase experimental, ainda nio liberados para o

uso em seres humanos (KALE e JOHNSON, 2003).

O voriconazol € um nove antifiingico triazélico, administrado ao paciente apos
falha terapéutica com o uso de anfotericina B na formulagio convencional ou na
formulagdo lipossomal, podendo ser uma alternativa no tratamento de fusariose em
pacientes neutropénicos que ndo obtiveram resposta terapéutica satisfatoria
(CONSIGNY et. al, 2003). Sua combinaciio com caspofungina demonstrou sinergismo
frente a Aspergillus spp (BADDLEY e PAPPAS, 2005)

A caspofungina ¢ a primeira droga disponivel de uma nova classe de agentes
antifingicos, as equinocandinas. A caspofungina é fungicida para todas as espécies de
Candida e mata mais lentamente as espécies de Aspergillus sp. Esta disponivel somente

para administragdo intravenosa, tem efeitos colaterais minimos e baixa interacgdo
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medicamentosa. As equinocandinas sfo drogas de primeira escolha para tratamento de
infecgles sistémicas em pacientes neutropénicos causadas por Cdndida e como terapia

secundéria para tratamento de infecgdes por Aspergillus sp (KAUFFMAN, 2004).

A terapia combinada tem sido documentada em estudos de sinergismo com os
novos agentes antifiingicos, mas s3o poucas as informacgdes de correlaciio in vivo/ in vitro

para fungos filamentosos (ESPINELL-INGROFF, 2003).

Os novos azolicos voriconazol, posaconazol e ravuconazol, sio alternativas
terapéuticas promissoras. Os estudos in vitro estio sendo realizados, mas os dados de
correlagdo clinica ainda sdo insuficientes para permitir conclusdes (LETSCHER-BRU et al,

2002).

No estudo de JANSEN et al. 2005, o custo do tratamento de cada paciente com
aspergilose invasiva foi de €32,651 para voriconazol comparado com €33,616 para
anfotericina B e €29,115 para itraconazol. O tempo de sobrevida dos pacientes tratados
com voriconazol foi de 174 semanas de vida comparado com 116,1 semanas se tratados

com anfotericina B e 150,4 se tratados com itraconazol (JANSEN et al, 2005).

1.4 - Testes de suscetibilidade Aos Antifiingicos Para Fungos Filamentosos

Os meétodos atualmente utilizados para determinar a suscetibilidade aos
antifiingicos de fungos filamentosos sdo limitados devido ao tempo gasto para realizar as

analises e a dificuldade de quantificar o crescimento miceliar (BALAJEE e MARR, 2002).

Apesar do baixo numero de infec¢des causadas por fungos filamentosos, em
minima (CIM) e da concentragéo fungicida minima (CFM) € de extrema importincia para
os pacientes com infecgio por fungos filamentosos. Tanto para orientagio ao tratamento,
geralmente dificil e frequentemente sem sucesso, assim como para a avaliacio de novos
agentes antifungicos (DRUTZ, 1987). Estes métodos tém como principio, expor um indculo

definido do microrganismo em estudo a conhecidas concentragdes da droga a ser avaliada,
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em condigdes que suportem o crescimento do microrganismo e pouco, ou nada, interfiram
com a atuacdo da droga. A lettura final dos testes permite definir a menor concentragio da
droga que inibe o crescimento (concentragdo inibitéria minima — CIM) ou que mata o
microrganismo problema (concentracgéo fungicida mimma - CFM)

(SIDRIN e MOREIRA, 1999),

Em estudos colaborativos tém sido determinados os pontos de corte da
concentragdo fungicida minima (CFM) para fungos filamentosos, mas a relevancia clinica

ainda precisa ser investigada (ESPINELL-INGROFF, 2003).

1.4.1 - Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI, M38-A, 2002)
1.4.1.1 - Histérico

Em 1982, o National Committee for Clinical of Laboratory Standards (NCCLS)
organizou um sub-comité para padronizacio do teste de suscetibilidade a antiftingicos para
leveduras, pelo método de microdiluiggo em caldo. Em 1985, foi liberado um relatério

sobre o teste de suscetibilidade para leveduras, ainda sujeito as modificagdes

{DRUTZ, 1987).

Os fatores pré-analiticos mais relevantes foram estudados, e em 1992, foram
definidos e publicados no documento M27-P (proposto), depois adaptado para M27-T
(tentativo) (SHEEHAN et. al., 1999).

Em 1997 foi liberado o documento NCCLS M27-A, referente ao teste de
suscetibilidade a antiflingicos pelo método de macrodilui¢iio e microdiluicio em caldo para
leveduras (CLSI, 1997, SHEEHAN et. al., 1999) ¢, em 1998 foi editado o NCCLS M38-P
(proposto), especifico para alguns fungos filamentosos (CLSI, 1998).

O meétodo de microdiluigio em caldo ¢ uma miniaturizaciio do método de

acrodiluiciio (CORMICAN e PFALLER, 1996).
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Em agosto de 2002 foi liberado pelo NCCLS o documento M38-A, sendo o
metodo de referéncia para o teste de suscetibilidade de diluigio em caldo para fungos
filamentosos. A padronizacio aprovada descreve a metodologia utilizada para a realizago
do teste de suscetibilidade de suspensdes de esporangiosporos ou conidios ndo germinados
de fungos filamentosos que causam infecgdes fingicas invasivas, incluindo espécies de
Aspergillus, Fusarium, Rhizopus arrhizus, Pseudallescheria boydii e a forma miceliana de

Sporothrix schenckii (SHEEHAN et. al., 1999; CLSI, 2002).

Em 2005 o NCCLS mudou de nome para Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLST) e adquiriu-se os direitos de tradugdo do documento pela agéncia nacional

de vigilincia sanitaria (ANVISA) do Brasil (CLSI, 2002).

1.4.1.2 - Diferengas metodologicas ocorridas entre CLSI M38-P (1998) e CLSI
M38-A (2002)

A metodologia aprovada difere muito pouco da metodologia proposta, sendo a
maior mudanga observada na leitura do teste realizado com itraconazol e os novos

trizolicos.
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Tabela 1 - Comparagfo entre os testes de suscetibilidade CLSI M38-P (proposto) e CLSI

M38-A (aprovado) para fungos filamentosos.

Parametros CLSI M 38-P CLSI M 38-A
Microrganismos Aspergillus sp, Fusarium sp, Aspergillus sp, Fusarium sp,
Rhizopus arrhizus, Rhizopus arvhizus,
Pseudallescheria bovdii Pseudallescheria boydii
Sporothrix schenckii Sporothrix schenckii
Antifimgicos Anfotericing B. 5-fluocitocina, Anfotericina B, 5-fluorocitocina,
cetoconazol, cetoconazol, ifraonazol e
itraonazol e fluconazol fluconazol, posaconazol,
ravuconazol, voriconazol,
Diluente RPMI 1640 tamponado RPMI 1640 tamponado
com 0,165 mol/1 MOPS. com 0,165 moll MOPS.
Inéculo 0.4 x 10*a 5,0 x 10" UFC/ml 0,4 x 10" a 5.0 x 10° UFC/mi
Leitura dos 0% de crescimento: anfotericina B 0% de crescimento: anfotericina B,
resultados 50% de crescimento: fluconazol e azolicos Hraconazol e triazdis
50% de crescimento: fluconazol,
S-fluocitocing, cetoconazol
Cepa padrio ATCC 22019 (. parapsilosis, ATCC 22019 C. parapsilosis,

ATCC 6238 C. krusei,
A. flavus, A. fumigatus

ATCC 6238 C. krusei,
ATCC 204304 4. flavus,
ATCC 204303 4. fumigatus

{os valores foram modificados)

Ainda h& muitas controvérsias em tomo da avaliagio de suscetibilidade a

antifungicos, para fungos filamentosos. Devido as caracteristicas morfologicas destes

microrganismos, no ambiente e nos pacientes, hi questionamentos sobre se a forma

conidial, seria a mais adequada para esta avaliagio. Os conidios sio formas de resisténcia

dos fungos filamentosos. Considerando que a hifa ¢ predominante e, praticamente a forma

exclusiva em tecidos de individuos infectados, a relevincia dos dados obtidos dos testes de

crescimento conidial, em comparagio com aqueles obtidos em testes de crescimento com

hifas permanece uma pergunta ainda sem resposta (GUARRO et. al., 1997).
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O método de microdiluigdo em caldo (CLSI, 2002) recomenda ajustar a
turbidez do indculo utilizando o espectrofotdmetro. Entretanto tem sido reportado que a
contagem de conidios em camara de células hematoldgicas foi mais bem avaliada para
ajustar o] tamanho do inéculo para a realizacido do teste

(TEIXEIRA, 2001; ESPINELL-INGROFF, 2003; TEIXEIRA et. al., 2005").

O tempo de incubagio recomendado pelo documento CLSI M38-A ¢ de 48
horas para Fusarium spp e outros fungos oportunistas (CLSI, 2002). Tem sido
documentado que o tempo de incubagdio e o tamanho do indculo interferem, diretamente, na
determinagio da CIM frente ao posaconazol, ravuconazol e voriconazol para estas espécies.
Resultados da CIM determinados em curto tempo de incubagio tém apresentado melhor
correlacio in vivo (ESPINELL-INGROFF, 2003).

Atualmente, o método do CLSI M38-A exige tempo de incubagdo de 48 a 72
horas para a determinacio da CIM. Foi proposto um método mais rapido de 3 horas de
incubagdo, o qual utiliza a sonda FUN-1 marcada com fluorescéncia que apresenta como
alvo o metabolismo conidial, desta forma minimizando o tempo de incubacgio

(ESPINELL-INGROFF, 2003).

O método do CLSI M38-A ndo descreve as condigSes de teste para determinar
a concentracio fungicida minima (CFM). Segundo GUARRO et al, 1997 a concentragio
fungicida minima (CFM) foi determinada transferindo-se 10 4l de todos os pocinhos da
placa de microtitulagio em caldo que nio apresentaram crescimento fungico, para uma
placa de agar batata dextrose. Apods a incubagdio da placa a 30°C por 48h verificou-se a

presenga, ou ndo, de crescimente do indculo (GUARRO et al, 1997).

1.4.2 - BioCell - tracer® system

A determinacdo da CIM para fungos filamentosos poderia ser mais adequada
com a utiliza¢do de um método que permitisse a quantificacio do crescimento das hifas
(BEZJAK, 1985; MATSUOKA et al., 1990; YAMADA et al, 1992, OH et al., 1993;
GUARRO et al, 1997). Assim, o sistema automatizado “BioCell-tracer®
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(Hidan Co., Ltd, Kashiwa, Japan), para analise de crescimento de hifas i» vitro, poderia ser
uma aiternativa para o estudo da atividade de drogas antifungicas. Através do
acompanhamento do crescimento de hifas & 35°C que, dentre 0s testes in vitro, € a que mais
se assemelha a temperatura corporal interna, ¢ possivel mimetizar uma situacio de
crescimente bem semelhante & encontrada no organismo humano. O método
BioCell-tracer® (BCT®) propde a analise do estagio de emergéncia da hifa, bem como os
estagios subseqiientes, para determinacio da atividade antifiingica. O método propde a
intensificagdo do acompanhamento do crescimento, conjuntamente com registros e graficos
que s&o automaticamente gerados, para melhor avaliacio
(OH et al., 1995; TAGUCHI et al., 1995; ANSHENG et al., 1999; IIDA et al., 1999).

O sistema (Figura 1) ¢ constituido por uma base para as placas plasticas estéreis
de cultura 35 x 10 mm, um microscopio (Olympus; IMT2), uma cimara filmadora CCD
{Change Coupled Device) que capta a imagem das placas e as envia para um digitalizador
de imagem (Flovel), um microcomputador que monitora todo o desenvolvimento do
experimento e um televisor. A imagem da hifa, formada na placa de cultura,  visualizada
ao microscopio e filmada pela cAdmara que envia a imagem para o televisor e o digitalizador
de imagem que as envia para o microcomputador, onde é possivel observar o crescimento
da estrutura em detathes. A resolu¢io da imagem tem alta defini¢io e precisiio analitica de

0,01 um/min”’ (OH et. al., 1995; TAGUCHI et. al., 1995).
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(Hidan Co., Ltd, Kashiwa, Japan).

Figura 1 - Fotografia do aparelho BioCell-tracer®. O equipamento foi doado pela
JICA - Japan International Cooperative Agency, durante o programa de
cooperagio entre o Brasil ¢ o Japfo na vigéncia do “Projeto de Pesquisa
Clinica e Tratamento Médico” - Unicamp, desenvolvido em conjunto com a
FCM-Unicamp, e o Research Center for Pathogenic Fungi, Chiba University,
Japdo e encontra-se alocado no Laboratério de Epidemiologia Molecular de
Bactérias ¢ Fungos, da Disciplina de Infectologia da FCM-UNICAMP,
coordenado pela Prof* Dr* Maria Luiza Moretti.

O sistema possui ainda uma cimara de incubagiio onde a temperatura interna
pode ser ajustada de 10 °C a 50°C. A velocidade em que pode ser acompanhado o

crescimento das extremidades das hifas no sistema BCT® varia de 0,5 a 20 zm/min.

Com o auxilio do computador é possivel escolher as melhores hifas a serem
analisadas, bem como monitorar seu crescimento. Depois de observar o crescimento

uniforme da hifa, ¢ adicionada a concentragfio da droga a ser avaliada. As informacOes
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obtidas geram graficos, que podem ser analisados sozinhos ou em conjunto com outros

gerados por anslises posteriores (OH et al., 1995, ANSHENG et al, 1999). A figura 2
exemplifica o crescimento de uma Gnica hifa:

i d
Adicio §€ droga Retirada de droga

Exposjg;ﬁo P ()S-EX}}DSi@EO

——

Pré-exposigio

<.
-

o

L 4

Crescimento da hifa (um)
-~

30 150 210

Tempo (min)

Figura 2 - Monitorizacfio de crescimento: periodo pré-exposicdio: crescimento da hifa
sem a adigo da droga a ser testada. Periodo de exposiciio: exposicio da hifa 3
droga em determinada concentragio. Periodo de pés-exposiciio: crescimento

da hifa apés a retirada da droga a ser testada.

Introducdo Geral
52



O caleulo da taxa de crescimento da hifa pelo modelo BCT ® é automatico ¢
consiste na divisio do valor correspondente ao crescimento da hifa a cada 5 min (L1), pela
subtragdc dos tempos final (t;) menos inicial {t;), também a cada 5 min. [V1 = L1/ (t;- to),
V2 =12/ (tz- 1;),..]

11 B2 L3
to 4 Smin t2 5 min ts

Figura 3 - Elementos utilizados para o calculo do crescimento de hifas (V): valor do
crescimento da hifa a cada 5 minutos, L: valor do crescimento da hifa; tp

tempo 1nicial dos 5 minutos, t;. tempo final dos 5 minutos

A vantagem de utilizar o sistema BioCell-tracer™ esta nas informacdes geradas
pelas analises. Os testes podem ser realizados com produtos liquidos ou gasosos. Este
sistema tem uma aplicacdo fundamental em pesquisa a0 que se refere a determinagfio da
concentragfo inibitoria minima (CIM) e determinagéo da atividade fungicida e fungistatica
(Vpos / Vpré x100 < 0 e Vpos / Vpré x 100 2 0). Uma desvantagem do sistema é que
somente uma cepa pode ser testada por vez (MATSUOKA et al,, 1990; OH et. al., 1993%
YAMADA et al,, 1992).

O aparelho BCT® mede, automaticamente, o crescimento de cada uma das hifas
selecionadas para o teste. Ao final, o aparelho gera os valores de crescimento das hifas
testadas e constroi graficos. A maioria dos relatos da literatura baseia-se nos valores da
média do crescimento das hifas (MATSUOKA et al. 1990; YAMADA et al. 1992:
OH et al 1993"”b; OH et al. 1995; TAGUCHI et al. 1995, IIDA et al. 1999
ANSHENG et al. 1999).
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1.43 - Correlaghio in vivo e in vitro

A resposta clinica ¢ influenciada por uma grande variedade de fatores que sdo
intrinsecos ao antimicrobiano, ao hospedeiro e ao patégeno. Devido a esta multiplicidade
de fatores, e sua completa interagdo in vivo, € evidente que devem existir discrepincias
enfre os resultados das provas de suscetibilidade in viro e a eficicia terapéutica

(TUDELLA et al,, 2001).

A evolugio do quadro clinico das infecgdes por Aspergillus sp, pode depender
da suscetibilidade dos isolados frente a anfotericina B. Altos valores da CIM para isolados
de Aspergillus sp resultaram em menor sobrevida dos pacientes, enquanto que, valores
baixos da CIM para o mesmo agente, resultaram em maior sobrevida dos pacientes. 4.
terreus apresentou altos valores da CIM contra a anfotericina B e, portanto baixa sobrevida
(LASS-FLORL et al,, 1998). Também foi documentado em dois estudos, a correlagio de
baixos valores da CIM para 4. terreus frente 4 anfotericina B, com resisténcia clinica em
modelos  de laboratério com neutropenia  persistente e  aspergilose

(ESPINELL-INGROFF, 2003)

O uso indiscriminado da terapia antifungica, incluindo a profilatica, pode
contribuir para o aparecimento de resisténcia aos antifiingicos disponiveis. O nimero de
falhas terapéuticas relatadas apos utilizacio de anfotericina B (60 & 70%) pode ser
atribuido: ao diagnostico tardio, ao curto periodo de tratamento devido & natural toxicidade
da droga, a possivel deficiéncia de ergosterol no fungo ou pela farmacocinética da droga
(ESPINELL-INGROFF, 2003).

Dados preliminares demonstraram que uma CIM > 80 ug/ml frente ao
itraconazol para fungos filamentosos estd diretamente associada a resisiéncia clinica

(CLSI, 2002).

Estudos correlacionando os testes de suscetibilidade, com base na determinacio
da CIM utilizando hifas, com a evolugio clinica dos pacientes, poderiam abrir novos

horizontes para a terapéutica de infecgdes invasivas causadas por fungos filamentosos.

Introducdo Geral
34




1.4.4 - Qutros testes

O teste de difusio E test® (AB Biodisk) tem sido padronizado para fungos
filamentosos, mas os valores de CIMs, determinado pelo E teste™, frente & anfotericina B,
para certas especies de Aspergillus, foram mais altos que os valores de CIM determinado
conforme método proposto pelo CLSI, principalmente, para A flavus
(ESPINHEL-INGROFF, 2003). QOutro método comercial, o colorimétrico de placas
antifiingicas para leveduras, foi concordante com os valores determinados pelo CLSI frente
a  anfotericina B, itraconazol e  posaconazol para  Aspergillus spp
(ESPINHEL-INGROFF, 2003).

O teste de suscetibilidade utilizando agar semi-sélido emprega tubos contendo
0,5% agar semi-solido de infusio de coragio. Comparado com o CLSI M38-P, o método
demonstrou excelente concordéncia entre os resultados. A limitacdo deste estudo foi em
estabelecer qual o tipo ideal de inéculo a ser preparado, somente contendo conidios ou
mistura de hifas com conidios. No entanto, nfio foram observadas variacdes dos resultados

utilizando inéculos diferentes. (KUZUCU et al., 2004).

No entanto, os testes comerciais devem ser encarados como ferramentas para
auxiliar na adptagio da metodologia do CLSI para uso em laboratoric clinico. Sua

relevincia clinica deveria ser avaliada (ESPINHEL-INGROFF, 2003).

1.5 - Perspectivas

O Hospital de Clinicas da UNICAMP atende a um grande ntimero de pacientes
imunocomprometidos, submetidos ou ndo, a transplante de medula oOssea (TMO) e,

portanto, altamente suscetiveis as infecgdes flingicas oportunistas.

Uma vez que a hifa é predominante e, praticamente, a forma exclusiva em
tecidos de individuos infectados, a relevancia dos dados obtidos dos testes com SUSPENnsao
de inolulo contendo conidios, em comparagio com aqueles obtidos em testes de

crescimento com hifas, permanece como uma pergunta ainda sem resposta.
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Testes de suscetibilidade comparativos, entre indculos de conidios e hifas,
seriam de grande interesse, principalmente, se realizados para acompanhamento de

tratamento.

Nio ha relatos na literatura sobre a padromizagio da utilizacBio do sistema
automatico para monitoramento de crescimento BioCell-tracer™ para cepas de Fusarium sp.
Para espécies de  Aspergillus ha poucos relatos na literatura
(OH et al., 1995; TAGUCHI et al., 1995; ANSHENG et al., 1999; IIDA et al.,, 1999), visto
que existem somente cinco equipamentos disponiveis no mundo, um no Brasil, trés no

Japdo e um no Canada.
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2 - OBJETIVOS




2.1 - Objetivos Gerais

» Estudar cepas de Aspergillus e Fusarium de casos de infeccdo provaveds,
possiveis ou confirmadas, para as quais ha relato e acompanhamento de

tratamento com antiflingico

¢ Estudar o crescimento das cepas de Aspergillus spp e Fusarium spp, e a sua
suscetibilidade frente a anfotericina B, itraconazol e voriconazol, utilizando

o teste de microdiluicio em caldo

¢ Estudar o crescimento das cepas de Aspergillus spp e Fusarium spp, ¢ a sua
suscetibilidade frente a anfotericina B e itraconazol, utilizando o Sistema

automatizado de avaliaciio de crescimento BioCell-tracer®.

¢ Correlacionar os valores de concentrago inibitdria minima (CIM) obtidos
pelo método de microdiluicio em caldo com os valores medidos pelo

BioCell-tracer®.

* Correlacionar os valores de concentragdo fungicida minima (CFM) obtidos
pelo método de microdilui¢io em caldo com os valores medidos pelo

BioCell-tracer®.

» Correlacionar os valores da CIM obtidos pelos métodos de microdiluigio em
caldo e BioCell-tracer™ com 6bito ou sobrevida dos pacientes dos quais as

cepas foram isoladas.

2.2 - Objetivos dos artigos

* Manuscrito 1: O crescimento de hifas de Fusarium solani foram
monitoradas pelo sistema BioCell-tracer® e os valores de concentracio
inibitéria minima foram obtidos por este sistema automatizado (hifas) e pelo

método convencional (conidio) frente & anfotericina B.
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e Artigo 2: Este artigo descreve um caso de infecgo por Fusarium solani em
paciente transplantado de medula 6ssea, o diagnostico microbiolégico, teste

de suscetibilidade para conidios e hifas e correlagfo clinica.

* Trabalho compieto 3: O comportamento do crescimento de hifas de /.
solani (3) e F. oxysporum (1) frente a varias concentra¢des de anfotericina B

(ANB) e itraconazol (ITZ) pelo sistema BioCell-tracer™

» Manuscrito 4: Neste estudo, nés medimos o crescimento da hifa de cepas
clinicas de A. flavus, A. terreus e A. fumigatus e observamos a resposta da

hifa na presenca de diferentes concentracdes de anfotericina B e itraconazol.
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Esta tese estd baseada na informagdo CCPG/001/98/Unicamp que regulamenta
o formato alternativo para tese de Doutorado e permite a insersdo de artigos cientificos de

autoria ou co-autoria do candidato.

Desta forma, esta tese é composta de quatro artigos, os quais foram submetidos

ou publicados em revistas ciéntificas ou anais de congresso, conforme descrito abaixo:

3.1. Manuscrito 1 - “Inhibitory effect of amphotericin B on apical growth of F.
solani”. Manuscrito submetido para publicagdo na revista Journal of Microbiological

Methods em 22 de novembro de 2005,

3.2. Artigo 2 - “Evaluation of Fusarium solani hyphae and conidia
susceptibility to amphotericin B and itraconazole: study of a clinical case” Artigo publicado

na revista Mycophatologia (2005) 116 (4):291-296.

3.3 Trabalheo completo — “Study on the hyphal responses of Fusarium species
to the amphotericin B and itraconazole by BioCell-Tracer™ Abstract publicado nos anais

do congresso 45th ICAAC 2005 aceito para exposigiio em poster, Washington, DC, EUA.

3.4. Manuscrito 4 — “Susceptibility testing of Aspergillus spp to Amphotericin
B and Itraconazole by hyphal response study . Manuscrito submetido para publicacio na

revista Medical Mycology em 12 de dezembro de 2005.

Capitulos
63



3.1 - Manuscrito 1

Journal of Microbiological Methods

submetido em 22 de novembro de 2005
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Inhibitory effect of amphotericin B on apical growth of F. solani
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ABSTRACT

The BioCell-Tracer™ system is a microscopic method to measure the growth rate
of a single fungal hypha We have determined growth control for Fusarium solani using
this system and also the effect of different concentrations of amphotericin B on the
growth rate. The median growth value was used instead of the mean value due to the high
variability of the measurements obtained for each hypha. The minimal inhibitory
concentration (MIC) for this drug was also determined by the microdilution method using
RPMI medium. Different MIC values, 1.0 and 4.0 zg/ml, were obtained by the two
different methods for amphotericin B, suggesting that hyphae are more susceptible than
conidia, which often do not have the same morphological form of the causative fungus

seen in vivo,

Kevwords: amphotericin B; BioCell-tracer; Fusarium sp; susceptibility test.
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INTRODUCTION

Most opportunistic fusarial infections occur in patients with hematological
malignancies and are correlated with poor prognosis and lethal outcome in 57% of the
cases (Rombaux et al., 1996). Amphotericin B is still frequently used in medical therapy
for many fungal infections. In many cases, it is the only initial antifungal indication and
often considered the “gold standard” in therapy (Ostrosky-Zeichner et al., 2003).

The differentiation of Fusarium species from other filamentous fimgal
opportunists is important to establish the correct clinical diagnosis, in view of their
different susceptibilities to antifungal drugs. Fusarium species are largely resistant to
available chemotherapy (Sugiura et al., 1999). I is necessary to measure the
susceptibility of causative fungi to antifungal agents, and to do this several methods have
been reported (Guarro et al., 1997; Espinel-Ingroff et al., 2001; Kuzuku et al., 2004},

For susceptibility testing of filamentous fungi to antifungal agents, conidium
germination was used instead of hyphal growth (Taguchi et al., 1995), which often do not
have the same morphological form of the causative fungus seen in vivo (Begak et al.,
1985). For this purpose, new methods for MIC testing of filamentous fungi using hyphae
inoculum are being sought.

BCT® can detect the growth rate change of a single hypha every 30s with a
precision of 0.1 zm min™* (Oh et al., 1993). The newly developed system is composed of
a reaction vessel under microscope, automatic staging, charge coupled device (CCD)
cameras, TV monitor, video tape recorder (VIR) and microcomputer {Yamada et al.,

1992) (Figure 1).
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The minimal inhibitory concentrations {MICs) of several antifungal agents can be
determined based on the growth rate of a single hypha in liquid media. This system has
potential application in fundamental research, estimation of minimal inhibitory
concentrations and determination of fungicidal (Exp-GR=0 and Post-GR=0) and
fungistatic (Exp-GR=0 and Post-GR>0) activities (Yamada et al., 1992),

The hyphae growth rate of Fusarium solani was observed in the BCT system and
MIC values were obtained by the automatic system (hyphae) and by conventional assay
methods (conidia) for amphotericin B.

We showed almost the same values of AMB MIC and MFC for Fusarium solani
using conidia; and two concenirations less show the same MIC and MFC values using
hyphae. In this case our data suggest that hyphae are more susceptible to AMB than

conidiz.

MATERIAL AND METHODS

Strain. Fusarium sclani LIF 8/98 evaluated in this study was isolated from
bronchalveolar lavage fluid (BAL) of a bone marrow transplant recipient and identified
by extracting DNA using GenTLE™ {TaKaRa, Osaka, Japan). The ribosomal DNA
internal transcribed ITS1-5.8S-ITS2 sequences and D1/D2 domain region sequence of the
large-subunit (26S) rDNA were analyzed using the following PCR primer pairs: ITSS
(5°-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3) and ITS4 (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") for ITS region, and 2658 (AAA CCA ACA GGG
ATT GCC TC) and 268a (GTG GCT TAA AGT CAT TAC GCC) for D1/D2 domain

(Katsu et al. 2004; Kartzman et al. 1998).
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Media Potato dextrose agar (PDA, Difco, Detroit, Michigan, USA) was autoclaved at
121°C and prepared as slants for pre-cultivation of the tested strain. RPMI 1640 (Sigma
Chemical Co.,, St Louis, MO.) with l-glutamine, buffered with 0165 M
morpholinepropanesulphonic acid (MOPS, Sigma Chemical Co.) at pH 7.0 was used as
the basal broth medium, with or without amphotericin B (AMB).

Microdilution test. A reference method for broth dilution antifingal susceptibility
testing of conidium-forming filamentous fungi, CLSI M 38-A, was used (Clinical
Laboratory Standards Institute - CLSI, 2002). Antifungal agent. Amphotericin B (AMB,
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO.) was dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) at
12.8 mg/ml as a stock solution. The stock solution was kept at - 40°C and used within a
week. For the experiments, it was serially diluted imn RPMI 1640 (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO.) with l-glutamine, buffered with 0.165 M morpholinepropanesulphonic
acid (MOPS, Sigma Chemical Co) into eleven concentrations ranging from 128.0 to
0.125 pg/ml. Those diluted solutions were used within 24 h. Preparation of inoculum.
The conidial cells from 7-day culturé slants were maintained in potato dextrose agar
(PDA; Difco, Detroit, Michigan, USA) at 25°C and harvested in sterile distilled water.
The resulting mixture of conidia and hyphae was transferred to a sterile tube and vortexed
for 1 min. Heavy particles of the suspension were allowed to settle for 3 to 5 min and the
upper homogeneous suspension was collected for inoculum, adjusting 1x10* conidia/ml
with a Thoma hemocytometer counting. Minimal inhibitory concentrations (MIC) of the
drugs were recovered after 48h of incubation at 35°C. MIC was defined as the lowest

concentration of the drug that allowed no growth in duplicate determination.
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In order to obtain the minimum fungicidal concentration (MFC), volumes of 10 z!
were taken from every well showing inhibition, spread onto PDA plates and incubated at
35°C for 48 h or until growth of subcultures from the growth control well were apparent.
The MFC of an antifungal agent was defined as the lowest drug concentration from
which one colony was visible on the agar plate (Guarro et al., 1997),

Monitoring by BCT® system. Plastic tissue culture dishes (Corning® Cell Bind Surface
35 mm Culture Dish, Product 3294, NY, USA) were used as culture vessels. The conidial
cells from 7-day culture slants were maintained in potato dextrose agar (PDA; Difco,
Detroit, Michigan, USA) at 25°C and harvested in sterile distilled water. The resulting
mixture of conidia and hyphae was transferred to a sterile tube and vortexed for 1 min.
Heavy suspension particles were allowed to settle for 3 1o 5 min and the upper
homogeneous suspension was collected for inoculum, adjusting 1x10° conidia/ml with a
Thoma hemocytometer counting. A ten x1 (10° conidia) volume of the suspension was
dropped onto the center of a culture vessel coated with 0.05% (w/v) poly-I-lysine (PLL)
(Sigma Chemical Co.; Lid., St Louis, Mo., U.S.A.). The vessel was kept for 50 min at
room temperature and then gently washed with 1 ml of sterile distilled water. The conidia
not adhered to the poly-l-lysine were washed out by this procedure. Afier addition of 2mi
of RPMI 1640 onto the culture vessel, it was incubated at 35°C for 24h. Then, an
appropriate hypha growing horizontally on the bottom of vessel was selected and
monitored by the BioCell-Tracer® system (Hidan Co., Lid., Chiba, Japan). ls growth rate
was programmed to measure about 20 #m/5 min.

The experimental design for BCT® testing. A BCT® system (Hidan Co., Ltd., Chiba,

Japan) was used in our experiments (as shown in Figure 1). After the temperature of the
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reaction chamber was stabilized at 35°C the reaction vessel was fixed at the microscopic
stage. The entire system was turned on and focused on a single hyphal tip. Before the
measurement was taken, one milliliter of RPMI, warmed to 35°C, was added to replace
the old medium in the reaction vessel A tracing marker was set at the hyphal apex
position on the TV screen. At each measurement, the two-dimensional brightness pattern
around the marker was analyzed to determine the position of the apex, which was then
plotted. The growth rate was calculated by a computer program from the growth distance
during the measuring interval (Oh et al. 1993).

The experimental BCT process was designed for 3h and 30 min with three phases,
as follows: 0-30 min - the pre-exposure period (Pre-GR), to measure original hyphal
growth data; 30-150 min - the exposure period (Exp-GR), to observe hyphal responses to
AMB in RPMI added at 30 min; 150-210 min - the post-exposure period (Post-GR), to
measure hyphal re-growth after AMB was removed by replacing the RPMI with no drug
at 150 min. A total of four AMB concentrations were tested: 4.0 g#g/ml (MIC determined
in CLSI), 2.0, 1.0 and 0.5 pug/mi (concentrations above MIC determined in CLSI). Ten
hyphae were repeatedly tested for each group of drug concentration. As controls, another
ten hyphae were observed for 210 min without AMB addition.

Definition and statistical analysis of data The dynamic response curves of Fusarium
solani hypha to growth control and various concentrations of amphotericin B were
plotted after calculating the median growth hypha value for each S-minute interval. The
median growth value was used instead of the mean value due to high variability of the

measurements obtained for each hypha in each of the three periods.
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In order to obtain growth rate inhibition, the parameters originated from the BCT®
testing were defined as follows:

1. Pre-GR: the median value of hyphal growth rates (um/min) in the pre-exposure
period (0-30 min). It is the initial growth rate of hyphae in RPMI before AMB is
added.

2. Exp-GR and Exp-1%: Exp-GR is the median value of hyphal growth rates {um/min)
when AMB is maintained (30-150 min). Exp-1%: the inhibitory ratio of hyphal
growth rate in the exposure period (Exp-GR) was calculated as (Pre-GR — Exp-
GR)/Pre-GR x 100,

3. Post-GR and Post-1%: Post-GR is the median value of the hyphal growth rates
(um/min) after AMB is removed (150-210 min). Post-1%: the inhibitory ratic of the
hyphal growth in the post-exposure period (Post-GR) was calculated as (Pre-GR —

Post-GR)/PreGR x 100.

For final analysis, the median growth measures obtained for each hypha in each
one of the periods described above was calculated and plotied as growth rate inhibition,
using the statistical software SAS System for Windows (Milliken & Johnson, 1984);

(Montgomery, 1991).

RESULTS

The identification was confirmed by the Research Center for Pathogenic Fungi
and Microbial Toxicoses, Chiba University, Japan, using molecular biology. In BLAST
search, the highest sequence similarities in the ITS and D1/D2 regions were observed in

Fusarium solani, 98.4% and 99.1%, respectively.
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The MIC and MFC values of AMB against F. solani determined by the broth
dilution method (CLSI, 2002) were the same considering 50 h reading 4.0ug/ml.

Preparation and inoculation of this sample of Fusarium solani L.JF 8/98 in
reaction vessels for BCT® testing shows inoculum adjustment to 1x10° conidia/104 for
18 to 24 h at 35°C, coated with 0.05% (W/V) poly-l-lysine (Sigma Chemical Co.; Ltd.,
St. Louis, Mo., US.A).

Determmation of fungicidal (Exp-GR=0 and Post-GR=0) and fungistatic (Exp-
GR=0 and Post-GR>0) activities shows that 4.0, 2.0, 1.0 and 0.5 ug/ml had fungicidal
activities (Table 1).

Dynamic response curves of Fusarium solani LIF 898, using median results
instead of mean in the 0-30 (Pre-GR); 30-150 (Exp-GR); and 150-210 (Post-GR)
intervals are illustrated in Figure 2.

The inhibitory hyphae growth ratios determined by BioCell-Tracer® for 4.0 ug/ml
of AMB were 98.5% (Exp-GR) and 100.0% (Post-GR.); for 2.0 ug/ml the inhibition
ratios were 98.0% (Exp-GR) and 100.0% (Post-GR.); for 1.0 gg/ml, 99.5% (Exp-GR) and
100.0% (Post-GR.) and for 0.5ug/ml, 85.1% (Exp-GR) and 97.8% (Post-GR).

Considering MIC as the lowest concentration that produces over 95% inhibition
and considering MFC as the lowest concentration that produces over 99.9% inhibition.
The MIC and MFC values of AMB against F. solani determined by the BCT® system

were the same, 1.0ug/ml

DISCUSSION
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No standardization report on BioCell-Tracer® system automatic growth of
Fusarium species was found. For Aspergiilus species, there are only some reports in the
literature (Matsuoka et al., 1990; Yamada et al., 1992; Oh et al., 1993; Oh et al, 1995;
Taguchi et al., 1995; lida et al., 1999; Ansheng et al., 1999).

Ansheng Li et al, evaluating Aspergillus strains, coated culture vessels with
0.01% PLL for adherence of 1 x 10%104l spores (Ansheng et al., 1999). Taguchi et al.
coated culture vessels with 0.05% PLL (Taguchi et al., 1995), the same concentration we
used, to obtain adhesion of 1 x 10%d Fusarium solani spores. The test media used bv
both authors was synthetic amino acid medium (Fungal) (SAAMF). In our study we used
RPMI 1640, the same medium used in CLSI methodology.

One disadvantage was that this system was time consuming, as just one strain can
be tested for each drug concentration by a specialized, frained technician. Ch et al.
pointed out that the BCT® method has been focusing on the statistical problem of whether
one single hypha can represent the total colony (Oh et al., 1993). To solve this problem.
we tested ten hyphae for each experiment and calculated the median values obtained by
BCT®. It was important to know the growth values shown by most hyphae. We
concluded that the median hyphal growth for Fusarium solani LIF 8/98 was around 3.5
Ao/ Stoin (Figure 2).

The EUCAST method for broth microdilution, standardized only for Candida spp,
considers a 95% growth inhibition, compared with the positive controls, for AMB MIC
spectrophotometer readings. Visual evaluation, recommended by the CLSI M38-A
method for filamentous fungi, considers no less than 100% MIC inhibition for this

antifungal drug (Rodriguez-Tudella et al., 2001; CLSI 2002). Considering above 95% in
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our BCT® system the inhibition obtained by testing 4.0, 2.0 and 1.0 ug/ml was
statistically the same. A great difference was observed with 0.5 gg/ml, which afforded
only 85.1% inhibition (Exp-GR); then MIC determined by the BCT® system for AMB
was considered as 1.0 yg/ml. The AMB concentrations 4.0, 2.0 and 1.0 gg/ml nhibited
hyphae in 50 min and 0.5 #g/ml of AMB inhibited hyphae in 100 min (Figure 2).

We showed almost the same values of AMB MIC and MFC for Fusarium solani
using conidia; and two concentrations less show the same MIC and MFC values using
hyphae. The same analysis to obtain MIC and MFC using pure hyphae inoculum is a
significant advantage presented by this new system (Yamada et al. 1992). Our results
agree in part with those of Guarro et al, who obtained considerable MIC and MFC
discrepancies when the two types of inocula were used for Cladosporium, Paecilomyces,
Scopulariopsis and Cladophialophora species (Guarro ef al. 1997).

In this case our data suggest that hyphae are more susceptible to AMB than
conidia. Some authors have reported that, in Fusarium infections, the hyphal wall is often
less rigid, and twisted filaments are more frequent (Romano et al., 1998). The reason for
the vanability in MIC obtained by different methods is due to the fact that conidium is a
resistant form of fungi in the environment and their metabolism is lower than hypha
metabolism present in tissue. The discrepancies found between results obtained with the
two types of mocula seem, to some extent, to be logical, because the cell wall
composition of many fungal species is not the same under all circumstances, due to the
different structural requirements of tubular and more or less spherical cells (Guarro et al.,

1997). We also agree with this author for the reason that there are no reports about
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different Fusarium inoculum in the literature to compare with our results {Guarro et al.,
1997),

This study was good to measure the Fusarium solani hypha growth, determining
the MIC and MFC, the fungistatic and fungicidal effect values at the same time, as well
as how long the Fusarium solani hypha takes to be inhibited by AMB.

Our findings lead us to conclude that antifungal MICs vary between conidia and
hyphae of Fusarium solani. Hypha showed more sensibility than conidia to polienic

antifungal drug,
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LEGENDS

Figure 1: BioCell-Tracer®: 1. Microscope; 2. CCD camera; 3. Image memory board; 4.
TV monitor, 5. Keyboard, 6 Microcomputer, 7. Computer display, 8. Hard disk, 9.
Automatic stage controller, 10. Printer, 11. Temperature control

Table 1. Median of hyphal growth (Um/Smin) for 7. solani in pre-exposure period (Pre-
GR), exposure period (Exp-GR) to different concentrations of amphotericin B, and in
post-exposure period (Post-GR) obtained by the BCT system.

Figure 2: Hyphal growth curve during all experimental penods (pre-exposure period: O-
30 min; exposure period: 30-150 min; post-exposure period: 150-210 min) of Fusarium

solani with various concentrations of amphotericin B
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Abstract

Fusarium species are hyaline moulds belonging to the hyalohyphomycosis group that are usually found in
the soil and plants. This organism has emerged as a cause of disseminated invasive disease. The correlation
between in vitro value and clinical efficacy is low and many patients remain unresponsive to treatment
despite in vitro susceptibility. We determined growth control for Fusarium solani using the BioCell-Tracer®
system that measures the growth rate of a single fungal hypha, and the effect of different concentrations of
amphotericin B and itraconazole. The MIC for these two drugs was also determined by a broth micro-
dilution technique, using RPMI 1640. Different MICs for amphotericin B were obtained by the two
different methods. This paper describes a case of infection due to Fusarium solani in an allogeneic bone
marrow transplanted patient, the microbiological diagnostic, antifungal susceptibility tests for conidia and
hypha and clinical correlation.

Key words: Amphotericin B, BioCell-Tracer®, Fusarium solani, itraconazole, microdilution

Introduction recently the number of deep tissue and dissemi-

nated infections has greatly increased, particularly

Fungi of the genus Fusarium arc non-dematia-
ceous hyaline moulds belonging to the hyalo-
hyphomycosis group that are saprophytes
commonly found in the soil, pathogenic for plants
[1-3]. Fusarium species are widely present in the
environment. It has been suggested that airborne
conidia might invade the respiratory tract with
primary lung or sinus localisation or inoculated
through a skin disruption, such as an indwelling
central venous catheter, a wound or a burn [4].
Recently, Fusarium species have emerged as
opportunistic fungal pathogens in the leukaemia,
cancer or ALDS patients {5]. These infections have
usually been limited to superficial mycoses, but

in patients with underlying immunosuppressive
conditions [2]. Fusarium species now represent the
second most frequent mould-caused invasive fun-
gal infections in this latter population [6].

F. solani, F. oxysporum, F. chlamydssporum and
F. moniliforme have all been associated with human
disseminated infections [1]. lnvasive fusariosis is
untreatable by current antifungal therapy [5). Most
Fusarium species are resistant to available chemo-
therapy, thus early diagnosis is of prime importance
[Sl. The prognosis for invasive fusariosis is poor,
with a mortality rate reaching 70-80% of dissemi-
nated cases. Systemic antifungal agents demonstrate
poor efficiency both invitre and in vive. Lipid
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formulations of amphotericin B seem to be more
effective i vive than conventional amphotericin B,
with a response rate of 82% ABLC [4].

Disseminated fusariosis is almost always fatal
despite antifungal therapy in the setting of persis-
tent profound neutropenia. The recovery of ade-
quate neutrophil fevels is the most important
factor in the resolution of fusarial infection {7).
The survival rate was 76% for patients who
recovered from neutropenia, as opposed to prac-
tically zero for persistently neutropenic patients
f4l.

The differentiation of Fusariwm species from
otber filamentous fungal opportunists is important
to establish the correct clinical diagnosis, in view
of their different susceptibilities to antifungal
drugs [S]. It is necessary to measure the suscepti-
bility of causative fungi to antifungal agents and
several methods have been reported, including
microdilution [8]. The clinical application of MICs
can be also questioned because the current tech-
niques for moulds, using inocula consisting of
conidia, measure the MIC necessary to inhibit cells
which are often not the morphological form of the
causative fungus seen in vivo [9}. For this purpose,
new MIC testing methods for filamentous fungi
are being sought. The BioCell-Tracer® is a new
apparatus which automatically traces hyphal tips
and determines their growth rate [10].

This paper describes a case of infection due to
Fusarium solani in an allogeneic bone marrow
transplanted patient, the microbiological diagnos-
tic, antifungal susceptibility tests for conidia and
hypha and clinical correlation.

Case report

A 23.year-old pregnant woman affected by chronic
myeloid levkaemia (CML) received allogeneic
bone marrow transplantation using foetal umbili-
cal cord blood in August 1997. During the pre-
engraftment phase, no clinical or microbiologic
infections were diagnosed. Acute graft vs. host
disease was not observed. Swab cultures from the
oral cavity, nose, urethra and rectum were taken
from the patient. These specimens were cultured
for fungal organisms and the results were negative.
Development of fever occurred on day +2 after
fransplant. Amphotericin B desoxycholate | mg/
kg/d were started on day +12. Fever persisted

despite empirical antimicrobial therapy. Blood,
urine and catheter cultures until day + 20 were all
negative for bacteria and fungi. On day +21 the
patient developed myalgia and generalised ery-
thematous papules. Fever persisted despite
amphotericin B therapy and two new blood cul-
tures were collected. On day +23, after 48 h
incubation, Bact/Alert® pointed as positive. Acri-
dine-orange siain permitted the observation of
structures suggestive of fungi further identified as
Fusarium species on +27. Skin lesion, with posi-
tive histopathology for hypha, when cultured in
Sabouraud Dextrose Agar slants grew Fusarium
species after 5 days of incubation. The patient died
of septicaemia caused by Fusarium solani,
I month after the transplant despite 18 days of
antifungal treatment.

Materials and methods
Microorganism isolation and identification

Two acrobic bottles of blood cultures were col-
lected and incubated at 35 °C on automatic Bact/
Alert® (Biolab Merieux) equipment. Gram and
Acridine-orange stains were perforrned from
positive bottles. Cultures were performed from the
Bact/Alert® positive bottles and skin biopsies in
Sabouraud Dextrose agar slants at room temper-
ature. The species was identified using standard
morphologic criteria after subculture by micro-
scopic and macroscopic examination [I1], in
addition to molecular identification. DNA was
extracted by GenTLE™ (TaKaRa, Oosaka,
Japan). The ribosomal DNA internal transcribed
ITS1-5.88-ITS2 sequences and Di/D2 domain
region sequence of the large-subunit (268) tDNA
were analyzed using following PCR primer
pairs: 1TSS (5-GGAAGTAAAAGTCGTAACA-
AGG-3'} and ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGA-
TATGC-3") for ITS region, and 265S(AAA CCA
ACA GGG ATT GCC TC) and 268a {(GTG
GCT TAA AGT CAT TAC GCC)for DI/D2
domain {12, 13}

Broth microdilution test

In vitro susceptibility testing to antifungal drugs
such as amphotericin B and itraconazole was
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performed by the broth microdilution method in
RPM! 1640 medium (Sigma) supplemented with
both t-glutamine and 0.165 morpholinepropane-
sulfonic acid (MOPS), pH 7.0 [8]. The inocula
contained 1x10°conidia/ml final concentration.
Minimal inhibitory concentrations (MIC) of the
drugs were recovered after 48 h of incubation at
35 °C. MIC was defined as the lowest concentra-
tion of the drug allowing no growth in duplicate
determination.

Freparation for monitoring by BioCell-Tracer®
system

Plastic tissue culture dishes (35x10 mm, NY, USA)
were used as culture vessels. The conidial cells from
7-day cultures maintained in potato dextrose agar
slants {PDA) at 25 *C were harvested with sterile
distilled water. The resulting mixiure of conidia and
hyphae was transferred to a sterile tube and was
vortexed for 1 min. Heavy suspension particles
were allowed to settle for 3-5 min. and the upper
homogeneous suspension was collected for inocu-
lurn adjustment to 1x10° conidiajml by use of
Thoma’s haemocytometer. Ten pl (10° conidia) of
the suspension were dropped into the centre of &
calture vessel bottom coated with 0.05% (W/V)
poly-L-ysine (Sigma Chemical Co.; Ltd., St. Louis,
MO., USA), The vessel was kept for 50 min at
room temperature then gently washed with 1 mi of
sterile distilled water, By this procedure, conidia
not adhering to the poly-L-lysine were washed out,
After addition of 2 ml of RPMI into the culture
vessel, it was incubated for 24 h at 35 °C. Then, an
appropriate hyphu that was growing horizontally
at the vessel bottom was selected and monitored by
the BioCell-Trace® system (Hidan Co., Ltd.. Chi-
ba, Japan). BCT® can detect the growth rate
change of single hypha at every 30 s to a precision
of 0.1 gm min™". Its growth rate was measured for
about 53-5 min (c.g., A.B.A. Teixeira, article in
preparation).

Resalts

The blood bottles on Bact/Alert® were found
positive after 423 h incubation. The Gram stain was
negative but Acridine-orange stain permitted the
observation of structures suggestive of fungl
{Figure 1}. Strains isolated from blood cultures

293

and tissne biopsies were identified as Fusariwm by
fast-growing colony, attaining a diameter of 8 cm
after R days at 25°C on PDA. The colonies
appeared cotton-like white and bluish brown
tinges and the appearsnce of buanana-shaped
short macroconidia on microscopic examination.
F. solani was identified to the species level by the
presence of sporodochial conidiophores, interca-
lary chlamydospores with hyphae and conidia,
oval microconidia forming false wet heads and
monophialides with a rather distinct collarette
obtained from mycelia grown on potato dextrose
agar [11}. The identification was confirmed using
molecular biology by the Research Centre for
Pathogenic Fungi and Microbial Toxicosis, Chiba
University, Japan. In BLAST search, the highest
sequence similarities in ITS and DI1/D2 regions
were observed in Fusarium solani by 98.4% and
99.1%, respectively.

The MIC value of AmB against F. solani deter-
mined by the broth dilution method was 2.0 ug/ml,
although the ighibitory ratioc of hyphae growth
determined by BioCell-Trace® for this concentra.
tion to AmB was 99.50% during exposure to drugs
(Exp-GR} and 99.95% after exposure to drugs
(Post-GR). For 1.0 pgfml the inhibition ratio was
90.37% (Exp-GR} and 99.19% (Post-GR); for
0.5 pg/m! of AmB, 97.21% (Exp-GR) and 98.97%
{Post-GR). The MIC values of Itraconazole against
F. solani determined by the broth dilution method
was 128.0 ug/ml The inhibitory ratio of the hyphae
growth determined by BioCell-Trace® for this con-
centration to ltraconazole was 12.94% (Exp-GR)
and —2.64% (Post-GR) (Figure 2).

Figure 1. Structures of Fusarium solani with Acridine-orangs
stin.
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Discussion

Nucci et al. (2004) characterized the epidemiology
and prognostic factors of invasive Fusariosis in
hematopoietic stem cell transplant recipients: the
median time period between transplantation and
diagnosis of fusariosis was 48 days, the median age
is 22 years, more likely to have chronic myeloid
leukaemia or aplestic anemia. received an MRD
transplant, and to be neutropenic at the time
of diagnosis of fusariosis [I4]. We detected

filamentous fungi fungaemia on day +23 and
identified the causative agent Fusarium spp, on day
+27. The patient was a 22 years old female
affected by chronic myeloid lenkemia (CML)
received allogeneic bone marrow transplantation
and not developed acute graft vs. host disease.
The sensitivity of blood cultures varies accord-
ing to the use of antifungal agents and the species
of causative organism. Unless these agents are
inactivated in culture bottles, conventional biood
cultures might produce false-negative resuits. The
culture bottles contain resins able to remove anti-
bacterial agents, but they were ineffective for
removing antifungal agents {15]. We evaluated here
the possibility of rapid detection of filamentous
fungl in automated blood culture system despite
the constant temperature and the necessity to per-
form Acridine-orange for every false negative
blood calture observed by Gram strain,
Amphotericin B seems to have the highest in
vitre activity, with about 50% of isolates being
susceptible to this drug and MIC for 90% of the
strains tested ranging from 1.0 to 4.0 pg/ml for
invasive fusariosis [4]. In our results, the MIC
was 2.0 pp/ml of AmB to Fusariwm solani. The

. Pre-GR Post-GR
Controt | -8.96% -739%
Inhibltory growtn | AWE 29 99,500 99.9509
ratic BCT® (26) AmB 1.0 90.37% 99.19%%
AmB 8.5 L 9721% 98.978%
TTZ 1280 L 12.94% -2.64%
9% 95 97
Broth
mizrodiution
NCCLS M38-A

Figure 3. Comparison of data obtained by NOCLS broth microdilution test and inhibition rates obtained by BCT® system.
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pharmacokinetic of AmB is not completely under-
stood. Peak serum concentrations of AmB are
1.5-2.0 mg/l and the drug is widely distributed.
Tissue concentrations, on the other hand, do not
follow those in the serum [16].

Teixeira et al. (2003) reported a case of Chae-
tomium systemic infection where the patent
meceived amphotericin B desoxycholate and was
cured after 2 3.0 gm total dose {17}

New uzoles, mcluding voriconazole, posaco-
nazole and ravuconazole, might be promising and
provide alternative therapy. Irr vitro studies are
encouraging, but clinical data are insufficient to
allow firm conclusions to be drawn [4].

The recommended dosis of Amphotericin B for
treatment of fusariosis is 3-5 mg/ke/d [18]. The
clinical failure observed in this case could be
attributed to the low dose administered or to the
low susceptibility to the conidial form of the fun-
gus te the drug, Unfortunately the corelation
between in vitro values and clinical efficacy is low
and many patients remain unresponsive to treat-
ment despite in vifro susceptibility [4].

Our data indicate that hyphae monitored using
BCT® system are more susceptible than conidia
{Figure 3). However, all these techniques use inocula
consisting exclusively of conidia, which are usually
not the morphological form of the infective fungus
manifested i vivo, even though several genera, such
as Acremonium, Fusarium, and Pgecilomyces, arc
able to occusionally produce conidia in vive [19].
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Abstract

Background: BioCell-Tracer™ (BCT) system has been considered as a useful
method to evaluate activity of antifungal drugs on filamentous fungi. BCT® can detect the
growth rate change of a single hypha at every 30s to a precision of 0.1 u#m min™. The
minimal inhibitory concentrations (MICs) of several antifungal agents can be determined
based on the growth rate of a single hypha. Sensitivity of antifungal activity detected of this
system was 100-fold higher than that of conventional methods. There is no report about
automatic growth evaluation for Fusarium sp by BCT® system. Methods: The hyphal
responses to amphotericin B (AMB) and itraconazole (ITZ) of F. solani (3) and F.
oxysporum (1) isolates were studied with a BCT® system. The numerical data were
recorded as the original growth rate (Pre-GR), the growth rate under the antifungal agents
effect (Exp-GR) and the growth rate after antifungal agents were removed (Post-GR).
Based on above numerical data, the inhibitory rates in the exposure and post exposure
periods were calculated as the exposure inhibition (Exp-I%) and post exposure inhibition
(Post 1%) values. For final analysis, the median growth measure obtained for each hypha in
each one of the periods above was calculated using the SAS System for Windows. Results:
It was found there were variable inhibitory rate values (I%) in individual hyphae
corresponding to three different AMB concentrations 2.0, 1.0 and 0.5 ug/ml and
itraconazole 128.0 zg/ml. The median of hyphal growth to F. solani strains were 3.4, 4.3
and 1.0 gm/Smin, while to F. oxysporum was 6.5 pm/Smin. Conclusion: We concluded
that hyphal growth rate and the sensitivity to AMB and ITZ were variable in different

species of Fusarium and can also vary for different strains of the same specie.

Key words: Fusarium sp, BioCell-Tracer”, amphotericin B, itraconazole, hyphal response

Introduction

Fungi of the genus Fusarium are non-dematiaceous hyaline moulds belonging
to the hyalohyphomycosis group that are saprophytes commonly found in the soil and
important mycotoxin producers [Raad et. al, 2002; Castella et. al, 1999; Raad & Hachen,
1995; Sander et. al, 1998].
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Recently the number of deep tissue and disseminated infections has greatly
increased, particularly in patients with underlying immunosuppressive conditions
[Castell et. al, 1999; Eljaschewitschet et. al, 1996; Letscher-Bru et. al, 2002]

The Fusarium species that most frequently cause human infections are F. solani,
F. OXySporum, F. chlamydosporum and F. verticillioides
[Raad et. al, 1995, Sander et. al, 1998].

Invasive fusariosis is highly resistant and ofien respond poorly to systemic
antifungal therapies that demonstrate poor efficiency both in viro and in vive
[Sigiura et. al, 1999; Romano et. al, 1998; Letscher-Bru et. al, 2002].

It is necessary to measure the susceptibility of causative fungi to antifungal
agents and several methods have been reported, including microdilution using inocula
consisting of conidia [NCCLS, 2002}, which are often not the morphological form of the
causative fungus seen in vivo [Bezjak et. al, 1985].

The BioCell-Tracer® (Hidan Co., Ltd, Kashiwa, Japan) is a new apparatus
which automatically traces hyphal tips and determines their growth rate
[Taguchi et. al, 1995]. BioCell-Tracer® (BCT) system (Figure 1, 2) has been considered as
a useful method to evaluate activity of antifungal drugs on filamentous fungi
[Ansheng et. al, 1999]. BCT® can detect the growth rate change of a single hypha at every
30s to a precision of 0.1 ym min'[Oh et al. 1993]. Therefore, a transient decrease in the
growth rate of a test hypha can be detected. The sensitivity of antifungal activity detected of
this system was 100-fold higher than that of conventional methods [lida et. al, 1999]. The
minimal inhibitory concentrations (MICs) of several antifungal agents can be determined
based on the growth rate of a single hypha [Taguchi et. al, 1995]. There is no report about

automatic growth evaluation for Fusarium sp by BCT® system.

This study describes how many micrometers the hypha of Fusarium spp grew
in 5 minuters measuring the hyphal growth without interference; observing the hyphal
responses to antifungal drug and measuring the hyphal re-growth after the antifungal drug
was removed. And the variable distributions of the inhibitory ratios of the Fusarium spp

hyphal growth rates from each concentration of AMB and itraconazole.
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Methods

The hyphal responses to amphotericin B (AMB) and itraconazole (ITZ) of F. solani (3) and
F. oxysporum (1) isolates were studied by the BCT® system.

Preparation for monitoring by BioCell-tracer® system

Plastic tissue culture dishes (Corning® Cell BIND® Surface 35mm Culture Dish, Product
3294, NY, USA) were used as culture vessels. The conidial cells from 7-day culture slant
were maintained in potato dextrose agar (PDA; Difco, Detroit, Michigan, USA) at 25°C,
and were harvested in sterile distilled water. The resulting mixture of conidia and hyphae
was transferred to a sterile tube and vortexed for 1 min. Heavy particles of the suspension
were allowed to settle for 3 to 5 min and the upper homogeneous suspension was collected
for inoculum adjusting to 1x10° conidia/m! with a Thoma haemocytometer counting. A ten
ut (10° conidia) volume of the suspension was dropped onto the center of a culture vessel
coated with 0.05% (w/v) poly-I-lysine (Sigma Chemical Co.; Ltd., St. Louis, Mo., U.S.A)).
The vessel was kept for 50 min at room temperature then gently washed with 1 ml of sterile
distilled water. The conidia not adhered to the poly-i-lysine were washed out by this
procedure. After addition of 2 ml of RPMI 1640 into the culture vessel, it was incubated at
35°C for 24h. Then, an appropriate hypha growing horizontally on the bottom of the vessel
was selected and monitored by the BCT system (Hidan Co. Ltd.). The hyphal growth rate

was measured for about 5 min.
Automatic system for the analysis of the hyphal growth rate

The apparatus was able to trace the tip of a growing hypha with a growth rate of 0.5 to 20
um/min. At each measurement, the two-dimensional brightness pattern around the marker
was analyzed to determine the position of the apex, which was then plotted. The growth
rate was calculated by a computer program from the growth distance during the measuring
interval [Oh et. al, 1993].

Definition and statistical analysis

The experimental BCT process was designed for 3h and 30 min with three phases: 0-30
min - pre-exposure period (Pre-GR) to measure hyphal growth without interference; 30-150
min - exposure period (Exp-GR) to observe hyphal responses to antifungal drug in RPMI
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medium added at 30 min; 150-210 min - post-exposure period (Post-GR) to measure hyphal
re-growth after the antifungal drug was removed by replacing the RPMI with no drug at
150 min. For growth rate inhibition, the parameters originated from the BCT testing were
defined as following (Table 2): Exp-I%: the inhibitory ratio of the hyphal growth rate in
exposure period (Exp-GR) was calculated as (Pre-GR ~ Exp-GR)/Pre-GR x 100; Post-I1%:
the inhibitory ratio of the hyphal growth in post exposure period (Post-GR) was calculated
as (Pre-GR - Post-GR)/Pre-GR x 100.

For final analysis, the median of the growth measurements obtained for each
hypha in each of the periods described above was calculated and plotted as growth rate
inhibition using the statistical software SAS System for Windows.

A total of three concentrations of amphotericin B were tested: AMB
(2.0, 1.0 and 0.5 ug/ml) and itraconazole (128.0 wg/ml). Ten hyphae were repeatedly tested
for each group of drug concentrations. As controls, another 10 hyphae were observed for
210 min without addition of antifungal drugs.

Results

The median of hyphal growth for F. solani strains were 3.4, 43 and 1.0
p#m/5min, while for F. oxysporum it was 6.5 pm/Smin (Table 1, Figure 2).

Dynamic response curves of Fusarium spp. strains in the Pre-GR, Exp-GR and
Post-GR periods for different concentrations of drugs are illustrated in Table 1 and Figure
3,4,5,6,7

It was found that there were variable inhibitory rate values (I%) for individual
hyphae corresponding to three different AMB concentrations 2.0, 1.0 and 0.5 ug/mi and
itraconazole 128.0 ug/ml. The Exp-I% and Post-1% inhibitory hyphal growth ratios
determined by the BCT for each concentration of AMB and itraconazole are shown in

Table 2, in the statistical analysis section.
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Discussion

There is no report in the literature on measurement of Fusarium spp. hypha
increase in 5 minutes. We found different values of growth rate for different strains of the
same species: for /. solani strains they were 34, 43 and 1.0 um/5min, while to

F. oxysporum it was 6.5 pym/5min.

Comparing hypha growth using AMB and ITZ antifungal drugs in
post-exposure periods, Fusarium spp grew much better in contact with 128.0 pg/ml 1TZ,
than with different concentrations of AMB. Sander et al. 1998 described Fusarium strains

that are highly resistant to itraconazole.

Varying susceptibilities to amphotericin B were reported; some Fusarium
strains were found to be highly resistant to amphotericin B and itraconazole
[Eljaschewitsch et. al, 1996; Sander et. al, 1998]. OQur results agree in parts with
Eljaschewitsch et al. 1996, almost all strains of Fusarium spp. shows >95% inhibition

in vifro using AMB and <80% inhibition using ITZ.

Sander et al. 1998, observed that amphotericin B is more active against
F. solani than F. oxysporum. It was found that the hyphal sensitivity and tolerance to AMB
were variable in different species of Fusarium spp. Sigiura et. al.1999 described the
differentiation of Fusarium species from other filamentous fungal opportunists is important
to establish the correct clinical diagnosis, in view of their different susceptibilities to
antifungal drugs. This could be attributed because Fusarium sp hyphal wall is often less

rigid and ribbon-like or twisted filamentous are more frequent [Romano et. al, 1998].

Conclusions

The BCT system is a very good apparatus to measure how much the hypha can
grow, in micrometers, in a specific period. BCT give us much more information about

fungi inhibiting to antifungal drugs than conventional methods.

We concluded that hyphal growth rate and the sensitivity to AMB and ITZ were
variable in different species of Fusarium and can also vary for different strains of the same

species.
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Tabies
Table 1: Hyphal growth for numerical data from BCT testing

Table 2: Vanable distributions of inhibitory ratios of Fusarium spp hyphal growth rates in

the exposure and post-exposure periods.

Figures
Figure 1: Photography of BCT® system.

Figure 2: BioCell -Tracer®: 1. Microscope; 2. CCD camera; 3. Image memory board; 4.
TV monitor, 5. Keyboard, 6 Microcomputer, 7. Computer display, 8. Hard disk, 9.

Automatic stage controller, 10. Printer, 11. Temperature control

Figure 3: Control hyphal growth curves of different Fusarium spp. strains in the Pre-GR,
Exp-GR and Post-GR pertods.
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Figure 4: Inhibitory hyphal growth curves of Fusarium spp. strains in the Pre-GR, Exp-GR
and Post-GR periods for 2.0 pg/ml amphotericin B

Figure 5: Inhibitory hyphal growth curves of Fusarium spp. strains in the Pre-GR, Exp-GR
and Post-GR periods for 1.0 pg/ml amphotericin B

Figure 6: Inhibitory hyphal growth curves of Fusarium spp. strains in the Pre-GR, Exp-GR
and Post-GR periods for 0.5 pg/ml amphotericin B

Figure 7: Inhibitory hyphal growth curves of Fusarium spp. strains in the Pre-GR, Exp-GR
and Post-GR periods for 128.0 pg/mL itraconazole

Capitulos
103



MCTOORgenis contrat AN 2.3 {ugimi ANE 1.0 (ugimi} AME 0.5 fugAnL) 1T 1200 Wwuhnh
QoS Exp-GR —Post-GR, Exp-GR~ PRst-GR Exp-GR - Post-GR Exp-GR ~Post-GR
LIS F sokonl 34 t32-008 0.3 -002 2.79-3105 256256
LIF13 Fsoked £3 208 ~0L5 t61-009 BET-005 F39-274
LIF 152 Fosokany it {417 -0.03 0.16-0.01 131 -0.327 856028
LIF 275 F. exysporam 63 941 -018 C\4-GO3 096020 §.34-582
The Exp-I% vakres The Pestd% valves

A (pgin) n o B%  <B% 300 SOSN % <BO% SOOS%  >9%%

0 4 L1} ] 1 3 G a G 4

18 4 b pal M 3 L1} 9 i3 4

as a 1 2 1 ] 0 1 3

T2 128 (agindy 4 0 4 9 o [+ + a 1

Capitulos

104



GRCWTH RATE (uin/Smin)

s | F8 - F. goband oo LIFD - F. atiand

~—=iiPIER - F soleni

(Hidan Co,, Ltd, Kashiwa, Japan)

T T

R R N G Y

&P

TIME (min}

Capitulos
i3



GROWTH RATE (um/Siming

GROWTH RATE {urdf S}

€D o~k Ly e @M S g 0l

e LI - P SO3ERT e L IFE 3 - F. sOROTE
e LIFTS2 - F. sOlBTE = § fFETE - F. oMySROnRY

SR SRR P PE PP
THE {min)

weeren LIFE - F. S0JaNE s LIFF R« F. sORRRE
s L JFBE o B, molmrd s (P2 T8 - F. axysponm

€ -e R L3 S oo B e

4

£ P P e PP PSP PN

TIME (min)

Capitulos
a6




e § (R - . sodani wewes LIS - F. solant
e L TS 2 - £, sOlani e | JR 2T - F. Oxysporum

TME (min)

s 5B _ F. S0l e [EA 3 F. sOlaR

e JFA52 . B, s0lanl o= LIF275 . F. OxyspomIm
g
Wa
E
3
E2]
.
<
o
x
£
[
&

CeREBRBELEIBEERE

TIME {min}

BiBLioTERS CENTERZL
DESENVOLVIMENTG
Capitulos giﬁ&ﬁ%gﬁ%ﬁa
167 UNiCAmD




3.4 - Manuscrito 4

Medical Mycology

submetido em 12 de dezembro de 2005

Capitulos
108



Susceptibility testing of Aspergillus spp to Amphotericin B and Itraconazale by

hyphal response study

Ana Beatriz Alkmim Teixeira,’ Maria Luiza Moretti,! Keiko E'Jishir‘mxra,:Z Hideaki

Tzzguchi,2 Angélica Zaninelli Schreiber ”

*School of Medical Sciences, State University of Campinas, S&o Paulo, Brazil' and

Research Center for Pathogenic Fungi and Microbial Toxicoses, Chiba University, Japan®

* Corresponding author. Mailing address: Departamento de Patologia Clinica, Faculdade
de Ciéncias Médicas, Universidade Estadual de Campinas -~ UNICAMP, Cidade
Universitaria Zeferino Vaz, Cx. Postal 6142, CEP 13083-970 Campinas, S3o Paulo,
Brazil. Phone: 55-19-32893273. Fax: 55-19-37889434.

E-mail: zaginele @ iom unicamn. br

T Juy G ! e el T Tl P
DRARA R ManusiniDicen g SUmnaAnTmyY Imall rasaiLinigac. . oom

vage £ or i/

Capituios

Ihg




rage aori/

I

Summary

Invasive aspergillosis is one of the most severe forms of fungal infections seen in
immunossuppressed patients. The antifungal drugs of choice for the treatment of invasive
aspergiliosis have been amphotericin B and itraconazole. Several reports have described
in vitro tolerance or resistance of Aspergillus species to antifungal therapy that correlate
with therapeutic failure. Antifungal susceptibility testing of filamentous fungi has
therefore become more important. Since most infections caused by filamentous fungi are
characterized by the presence of hyphal elements in the tissue, the monitoring of hyphal
susceptibility to antifungal agents might be of high clinical interest. The minimal
inhibitory concentrations (MICs) of several antifungal agents can be determined based on
the growth rate of a single hypha. In the present study, we measured hypha increase of a
clinical isolates of 4. flavus (1), 4. terreus (1) and 4. fumigatus (2) quantified the hyphal
growth without interference; and observed hyphal responses after addition of diferent
concentrations of amphotericin B and itraconazole using BioCell-tracer® system. The
median of hyphal growth to 4. flavus 1.63, 4. fumigarus 5.93 and 8.71 and A. ferreus 4.61
pm/Smin. It was found that hyphal growth rate and the sensitivity to amphotericin B and
itraconazole were variable in different species of Aspergillus and can also vary for

different strains of the same specie.

Key words: Aspergillus spp, BioCell-tracer, susceptibility test, amphotericin B,

itraconazole.
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Intreduction

Invasive aspergillosis (1A) is becoming one of the most severe forms of the fungal
infections in immunosuppressed patients affecting 4.5% of patients in bone marrow
transplant (BMT) units and 20% of allogenic BMT patients [1, 21.

The antifungal drugs of cheice for treatment of 1A have been amphotericin B
(AMB) and itraconazole {(ITZ). Several reports have described in vitre tolerance or
resistance of Aspergillus species tc antifungal therapy that correlate with therapeutic
failure. AMB resistance appears to be particularly frequent among isolates of Aspergifllus
terreus [3- 6].

Antifungal susceptibility testing of filamentous fungi has become more important
given the recognition of the drug-resistant organisms and the availability of therapies
other than AMB [3].

It is necessary to measure the susceptibility of causative fungi to antifungal agents
and several methods have been reported, including microdilution using inocula consisting
of conidia [7]. Most infections caused by filamentous fungi are characterized by the
presence of hyphal elements in tissue [8]. Therefore, it seems appropriate to develop
reliable methods for antifungal susceptibility testing of filamentous fungi with hyphal
inocula [8].

The BioCell-Tracer® {BCT) (Hidan Co., Ltd, Kashiwa, Japan) is an apparatus
which automatically traces hyphal tips and determines their growth rate [9]. BCT can
detect the change of growth rate of a single hypha at every 30 second with a precision of
0.1 pm /min. Therefore, a transient decrease in the growth rate of a test hypha can be

detected [10].
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There are only some reports in the literature about automatic growth evaluation for
Aspergillus sp by BCT® system [9-15].

This system has potential application in estimation of minimal inhibitory
concentrations of several antifungal agents determined based on the growth rate of a
single hypha and determination of fungicidal (Exp-GR=0 and Post-GR=0) and fungistatic
(Exp-GR=0 and Post-GR>0) activities {9, 12].

The numerical data were recorded as the original growth rate (Pre-GR), the growth
rate under the antifungal agents effect (Exp-GR) and the growth rate after antifungal
agents were removed (Post-GR). Based on above numerical data, the inhibitory rates in
the exposure and post exposure periods were calculated as the exposure inhibition (Exp-
[%) and post exposure inhibition {Post 19%) values. For final analysis, the median growth
measure obtained for each hypha in each one of the periods above was calculated using
the SAS System for Windows.

In the present study, we observed direct hypha increase of a clinical isolate of 4.
favus (1), A. fumigatus (2) and 4. terreus(l) and quantified the hyphal growth without
interference; and hyphal responses after addition of amphotericin B and itraconazole

using the BCT system.

Material and methods
Isolates
Four clinical Aspergillus isolates were tested: 4. flovus [LIF 38/991, A fumigatus

[LIF124/01, LIF 320/02] and A. terreus [LIF 108/03]. The isolates were obtained from
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the collection of Department of Clinical Pathology, School of Medical Sciences, State
University of Campinas, $io Paulo, Brazil.

Broth microdilution test

In vitro susceptibility tests to amphotericin B (Bristol-Myers Squibb, Woerden, The
Netherlands) and itraconazole (Janssen Pharmaceutica B.V., Tilburg, The Netherlands),
were performed by the broth microdilution method according to CSLI M38-A [7]. The
inocula contained 1x10° conidia/ml final concentration. Minimal inhibitory
concentrations (MIC) of the drugs were obtained after 48h of incubation at 35°C. MIC
was defined as the lowest concentration of the drug allowing no growth in duplicate
determination.

Monitoring by the BioCell-tracer® system

Plastic tissue culture dishes (Coming® Cell BIND® Surface 35mm Culture Dish,
Product 3294, NY, USA) were used as culture vessels. The conidial cells from 7-day
culture slant were maintained in potato dextrose agar (PDA; Difco, Detroit, Michigan,
USA) at 25°C, and were harvested in sterile distilled water. The resuliing mixture of
conidia and hyphae was transferred to a sterile tube and was vortexed for 1 min. Heavy
particles of the suspension were allowed to settle for 3 to 5 min, and the upper
homogeneous suspension was collected for inoculum adjusting 1x10° conidia/ml with a
Thoma haemocytometer counting. Five ul (16° conidia) of the suspension was dropped on
to the center of a culture vessel coated with 0.02% (w/v) poly-I-lysine (Sigma). The
vessel was kept for 50 min at room temperature, and then gently washed with 1 ml of

sterile distilied water. The conidia not adhered to the poly-I-lysine were washed out by

this procedure. After addition of 2 ml of RPMI 1640 into the culture vessel, it was
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incubated at 35°C for 24h. Then, 10 to 20 appropriate hypha that were growing
horizontally on the bottom of the vessel were selected and monitored by the BCT system.
The apparatus was able to trace the tip of a growing hypha with a growth rate of 0.5 to 20
pm/min. At each measure, two-dimensional brightness pattern around the marker was
analyzed to determine the position of the apex, which was then plotted. The growth rate
was calculated by a computer program from the growth distance during the measuring
interval [10].

A total of three concentrations from each antifungal drug (the MIC determined in
CLSI and concentrations above or below) were tested for each Aspergillus strain. Ten
hyphae were repeatedly tested for each group of drug concentration. As controls, another
10 hyphae were observed for 210 min without addition of antifungal drug.

Definition and statistical analysis

The experimental process in BCT was designed for 3h and 30 min with three phases: 0-
30 min - pre-exposure period (Pre-GR) to measure the hyphal growth without
interference; 35-150 min - the exposure period (Exp-GR) to observe the hyphal responses
to antifungal drug in RPMI added at 30 min; 155-210 min - the post-exposure period
(Post-GR) to measure the hyphal re-growth after the antifungal drug was removed by
replacing the RPMI with no drug at 150 min. For growth rate inhibition, the parameters
originated from the BCT testing were defined as following: Exp-1%: the inhibitory ratio
of the hyphal growth rate in exposure period (Exp-GR) was calculated as (Pre-GR ~ Exp-
GR)/Pre-GR x 100; Post-I%: the inhibitory ratio of the hyphal growth in post exposure

period (Post-GR) was calculated as (Pre-GR — Post-GR)/Pre-GR x 100.
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For final analyses, the median of the growth measures obtained for each hypha in
each of the perieds described above was calculated and plotted as growth rate inhibition

with the statistical software SAS Systemn for Windows [16, 17].

Results

The minimal inhibitory concentration (MIC) and the minimal fungicidal
concentration (MFC) values of amphotericin B and itraconazole against Aspergillus spp
are shown in Table 1, as determined by the broth dilution method.

The median of hyphal control growth for A. flavus (LIF 38/99) was 2.53 and 0.14
um/5min measuring the hyphal growth without interference during 35-150 min and 155-
210 min respectively. The maximal value of hypha growth was 7.96um/5min and the
minimal was Oum/Smin for this 4. flavus strain. The median of hyphal control growth for
A. fumigatus (LIF 124/01 and LIF 320/02) was 5.99 and 9.48 um/5min respectively
measuring the hyphal growth without interference during 35-150 min, and 6.86 and 8.46
um/5min during 155-210 min. The maximal value of hypha growth was 9.04 and 11.58
pm/5min and the minimal was 2.06 and 0.35um/Smin for these A. fumigatus strains. The
median of hyphal control growth for 4. rerreus (LIF 108/02) was 4.82 and 3.15 pum/5min
measuring the hyphal growth without interference during 35-150 min and 155-210 min
respectively. The maximal value of hypha growth was 7.86um/5min and the minimal was
1.18um/Smin for this 4. terreus strain.

The hyphal responses of Aspergilfus spp to different concentrations of
amphotericin B and itraconazole in the Pre-GR, Exp-GR and Post-GR periods are

illustrated in table 2.
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It was found that there were variable inhibitory rate values (1%) for individual
hyphae corresponding to three different AMB concentrations and itraconazole. The Exp-
1% and Post-1% inhibitory hyphal growth ratios determined by the BCT for each
concentration of AMB and ITZ are shown in Table 3, in the statistical analysis section.

The minimal inhibitory concentration (MIC) and the minimal fungicidal
concentration {(MFC) values of amphotericin B and itraconazole against Aspergilius spp
determined by BCT system was considering MIC as the Jowest concentration that
produces over 95% inhibition, for the Exp-GR period and MFC was considering as the
lowest concentration that produces over 99.9% inhibition for the Post-GR period in BCT

system {Table 1).

Discussion

There is no report in the literature on measurement of hypha increase in
Aspergillus spp. We found different values of growth rate for different strains of the same
species, they were: 4. flavus 1.63, A. fumigatus 593 and 8.71 and A. terreus 4.61
#m/3min, The maximal value of hypha growth was very large comparing with minimal
value of hypha growth of 4spergillus strains. Our study concluded that hypha growth rate
were variable in different species of Aspergillus and can alsc vary for different strains of
the same specie.

The hyphal responses of Aspergillus spp to differemt concentrations of
amphotericin B and itraconazole were possible to define several other parameters to

express the growth process of hyphae. The fungistic effects (Post-GR > Exp-GR) were

observed for both 4. fumigatus strains using 0.3 gg/ml to amphotericin B and 0.5 and
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0.25 ug/ml to itraconazol were observed only for A fumigarus LIF 124/01. The
fungicidal effect (Post-GR < Exp-GR) was observing for all others concentrations of
AMB and ITZ against Aspergillus spp (Table 2}. The sensitivity of hyphal growth rate to
AMB and ITZ were variable in different species of Aspergillus and can also vary for
different strains of the same specie.

BCT system data showed statistically similar levels of inhibition (>95%) to different
doses of AMB (8.0, 4.0, 2.0 and 1.0, gg/ml) (Table 3). However, a great difference was
observed in our study with 0.5 and 0.25 gg/ml AMB, which afforded above 91.8%
inhibition (Exp-GR) of hyphal growth. In the study by Sutton er al., 48h MICs indicated
98% resistance to amphotericin B using conidia inocula [5]. The itraconazole
concentrations 8.0, 4.0, 2.0, 0.5, 0.25 and 0.125 ug/ml shows above 90.5% inhibition
(Exp-GR) of all Aspergilius spp hypha growth.

Comparing hypha growth using AMB and ITZ antifungal drugs in exposure periods,
Aspergillus spp grew better in contact with ITZ, than with different concentrations of
AMB.

Manavathu et al. (1999) show that both germinated and ungerminated conidia of 4.
Jumigatus are equally susceptible to the inhibitory and fungicidal activities of polvene
and azole compounds [18]. The results of amphotericin B susceptibility studies presented
by Bejak er al. indicated that there was no difference in MICs between conidia and
hyphae of Aspergilli [19]. Our data suggest more sensibility of hypha when monitoring
its response by exposure to amphotericin B with the BCT system relating with conidia
data. In the other hand, hyphal growth monitoring by BCT showed more resistance than
the conidial microdilution tests for itraconazole. The same analysis to obtain MIC and
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MFC using pure hyphae inoculum is a significant advantage presented by this system
i12]. Our results agree in part with those of Guarro et al., who obtained considerabie MIC
and MFC discrepancies when the two types of inocula were used for Cladasporium,
Paecilomyces, Scopulariopsis and Cladophialophora species [8].

Our findings lead us to conclude that hyphal growth rate and the sensitivity to
AMB and ITZ were variable in different species of Aspergillus and can also vary for
different strains of the same specie. Antifungal MICs vary between conidia and hyphae of
Aspergillus spp. Hypha showed more sensibilitity to the polienic antifungal drug
amphotericin B and conidiz seems to be more susceptible to the evaluated azole

ifraconazole.
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Legends
Table 1: Values of MIC and MFC to AMB and I'TZ against Aspergilius spp using conidia

and hypha inocula.

Table 2: Median of hyphal growth (um/Smin) for Aspergillus spp in pre-exposure period
(Pre-GR), exposure period (Exp-GR) to different concentrations of amphotericin B and

itraconazole and in post-exposure period (Post-GR) obtained by the BCT system.

Table 3: Aspergillus spp growth inhibition after exposure to various concentrations of

amphotericin B and itraconazole.
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4.1 - Selecio das cepas para o estudo

As cepas de Aspergillius spp e Fusarium spp, avaliadas neste estudo, foram
selecionadas a partir de isolados clinicos mantidos na Micoteca do Setor de Micologia do
Laboratorio de Microbiologia da Divisdio de Patologia Clinica do HC-Unicamp no periodo
de 1997 a 2003 (anexo 3). Como critério de escolha foram selecionadas cepas provenientes
de casos de infecgOes confirmadas, provaveis ou possiveis, segundo as definigdes de IFI
baseados nos critérios da EORTI/NIH conforme documento que se encontra detalhado no
anexo 1 (MARR et al, 2002).

4.2 - Testes de microdiluicio em caldo

De acordo com TUDELLA et al (2001), uma cepa € considerada
microbiologicamente resistente quando a CIM € mais elevada que o habitual para esta

espécie.

Frente a anfotericina B, a CIM determinada pelo CLSI M38-A para Aspergillus
e Fusarium, variou de 0,5 a 2,0 pg/ml. Para Aspergillus terreus, especificamente, variou de

2,02 16,0 pg/ml.

Comparando os valores da CIM, determinados neste estudo pela microdiluigiio
em caldo, com os valores da CIM preconizados pelo documento CLSI, foi possivel
considerar todas as cepas de Aspergillus e Fusarium estudadas como sensiveis

microbiologicamente, frente a anfotericina B (Tabela 4).

Este antifingico parece ter alta atividade in vifro, onde 50% dos isolados s&o
suscetiveis a esta droga e a CIM de 90% das cepas testadas variou entre 1,0 a 4,0 pg/ml

para isolados de fusariose invasiva (LETSCHER-BRU et al., 2002).

No estudo de WALSH et al (2003), a media dos valores da CIM frente a ANB
para A. terreus foi de 2,0 pg/ml. SUTTON et al (1999) encontrou resultado similar, com
80% das cepas com CIMs entre 2,0 € 4,0 pg/ml. Em nosso estudo os valores da CIM para

A. ferreus frente a ANB foi mais alto que os valores encontrados por estes autores

(SUTTON et al., 1999; WALSH et al , 2003) (Tabela 4).
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Frente ao itraconazol os valores da CIM no documento M 38-A variaram entre
0,0313 e >8,0 ug/ml, sendo assim, as cepas de Aspergillus estudadas, mostraram ser
microbiologicamente sensiveis e as cepas de F. solani e F. oxysporum mostraram ser

microbiologicamente resistentes (CL.SI, 2002) (Tabela 5).

O CLSI ndoc relata valores da CIM para voriconazol. No estudo de
ESPINEL-INGROFF et al. (2001) os valores da CIM para 97 cepas de 4. flavus e 183
cepas de A. fumigatus variaram entre 0,03 a 2,0 pg/ml e 0,03 a 8,0 pg/ml frente ao
voriconazol. Deste modo, a cepa LIF 38/99 de A. flavus pode ser considerada resistente e as
cepas LIF 124/01 e 320/02 consideradas microbiologicamente sensiveis (Tabela 4).
Segundo SUTTON et al. (1999) e LASS-FLORL et al. {2005) os valores da CIM para 90%
das cepas de Aspergillus terreus variaram entre 0,125 - 0,25 ug/ml e 1,0 - 2,0 pg/mi
respectivamente frente ao voriconazol (SUTTON et al., 1999; LASS-FLORL et al., 2005).
No estudo de ESPINHEL-INGROFF et al. (2001) variaram entre 0,06-2,0 pg/ml. Sendo
assim, a cepa LIF 108/03 de A. ferreus com CIM de 4,0 pg/ml pode ser considerada
microbiologicamente resistente frente a este antifangico. Segundo
ESPINEL-INGROFF et al (2001) os valores da CIM para 27 cepas de F. oxysporum
variaram entre 0,25 a > 8,0 pg/ml e para 65 cepas de F. solani variaram entre 0,25 a 16
pg/ml (ESPINEL-INGROFF et al, 2001). Assim, todas as cepas de Fusarium spp do

estudo foram consideradas microbiclogicamente sensiveis frente ao voriconazol.

4.2.1 - Dose e Concentragio sérica dos antifingicos avaliados

Clinicamente a resisténcia de uma cepa existe quando esta continua crescendo e
produzindo sintomatologia apesar da concentracdo do firmaco ser maxima. Para definir a
resisténcia clinica, deve-se conhecer a CIM da droga frente o microrganismo e a
concentragdo serica obtida do antifiingico de acordo com a dose administrada

(TUDELLA et al., 2001).
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Ao contrario do que acontece com 0s antibacterianos, a correlagio exata entre
dose € concentragdo sérica nos diversos tecidos, para antifingicos, ainda nio é bem

conhecida (GROLL, et al, 2001). Excecdo para fluconazol e terbinafina.

A dosagem de anfotericina B usualmente recomendada em IFI é de
1,0 mg/ Kg/ dia e de 1,0 a 1,25 mg/ Kg/ dia se paciente neutropénico
(GILBERT et al, 2005) até 3,0-5,0 mg/ Kg/ dia (SAMUEL et al, 2005). Qs dados
disponiveis relatam para ANB, concentragdes séricas entre 1,5 e 2,0 mg/l apds
administragdo de  5mg/Kg, com  larga  distribuicio  no organismo
(RICHARDSON e WARNOCK, 1998). Por outro lado, a concentracio da droga no tecido
ndo € a mesma encontrada no soro (OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2003).

A dosagem usualmente recomendada para itraconazol ¢ de 200 mg/dia/12 dias
(GILBERT et al, 2005) até 100-500 mg/dia (MAERTENS ¢ BOOGAERTS, 2005). A
concentragio serica relatada apos administragdo de capsula de 100 mg é de 0,1 a 0,2 mg/l
(RICHARDSON e WARNOCK, 1998).

Para voriconazol, a concentragio sérica relatada € de 2,0 a 6,0 ug/ml
(ESPINEL-INGROFF et al, 2001), e a dose de administracio recomendada é de 6
mg/Kg/12 em 12h e a dose de manutencdo 4 mg/Kg/12 em 12h (GILBERT et al, 2005) até
200 mg de 12 em 12 horas (DOWELL et al., 2003).

4.2.2 - Cepa padrdo

Neste estudo, nfo foi possivel utilizar cepas padrio de fungos filamentosos,
para acompanhamento dos resultados. Nos testes de microdiluiciio os controles foram
avaliados com cepas padrio de leveduras. Para os testes no BCT® ainda ndo foram
estabelecidos valores para cepas padrio. Foi possivel correlacionar os valores das CIMs das
cepas padrio preconizadas pelo documento CLSI M38-A com os valores das CIMs

avaliadas em nosso estudo.

Discussdo Geral

i3




Segundo o CLSI M 38-A os valores da CIM de ANB para cepa padrio
Aspergiilus flavus ATCC 204304 variaram entre 0,5-4,0 pg/ml, para ITZ entre 0,2-0,5
ug/ml e para voriconazol entre 0,5-4,0 ug/ml. Sendo compativeis com os valores da CIM
para cepa LIF 38/99 de 4. flavus. Para a cepa 4. fumigatus ATCC 204305, as CIMs de
ANB variaram de 0,5-2,0 pg/ml e de ITZ entre 0,12-1,0 pg/ml. Ainda nio ha valores
estabelecidos da CIM de voriconazol frente a A. fumigatus, segundo o documento CLSI
M38-A (CLSI, 2002). Os valores de CIM obtidos de ANB foram compativeis para as cepas
de 4. fumigatus LIF124/01 e LIF 320/02. E o valor de CIM obtido de itraconazol foi mais
alto para a cepa LIF320/02 (Tabela 4, 5, 6).

4.3 - Avaliacio Dindmica de Crescimento

No sistema BCT foi possivel observar o crescimento das hifas em tempo real
bem como ¢ seu comportamento frente aos antifingicos. Durante o processo de infecciio
Fusarium spp apresentam a parede das hifas menos rigidas e com filamentos retorcidos
(ROMANO et al., 1998). KURTZ et al. (1994) estudaram o efeito de lipopeptideos de A.
Jumigatus, sugerindo que a quantidade de diferentes compostos celulares poderia variar
quando diferentes formas do fungo estio em contato com os agentes antifingicos
(KURTZ et al. 1994). WEI-YUN ZHU e GOODAY (1992) tém demonstrado que existem
diferengas na caracteristica fisica de hifas jovens em comparacio com as hifas maduras.
Essas diferengas podem causar variagdes de sensibilidade ou resisténcia no uso de
antifiingicos. Foi reportado que hifas jovens de Botrytis cinerea e Mucor rouxii crescem
devagar ¢ apresentam menor suscetibilidade aos agentes antifingicos do que as hifas
maduras (WEI-YUN ZHU e GOODAY, 1992; ANSHENG, et al, 1999). Em nosso estudo
foi possivel observar, no decorrer do experimento, que as hifas jovens de Fusarium
cresceram mais rapido e foram menos susceptiveis aos agentes antifiingicos do que as hifas
maduras. A principio, esta diferenga poderia estar influenciando nos valores de CIM
avaliados, sendo mimetizada, pela analise estatistica com a mediana

(comunicagdo pessoal).
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4.3.1 - Padronizagdo do indculo

O ino6eulo para os testes no BCT ndo ¢ quantitativo como na metodologia de
microdilui¢do em caldo, CLSI M38-A. Seu tamanho niio interfere no crescimento das hifas
e t80 pouco na determinacdo da concentragdo inibitéria minima, pois o crescimento das
hifas ¢ avaliado individualmente pela mediana do crescimento em um/5 min. A
padronizagdo soO ¢ realizada para determinar o tamanho de indculo € o tempo necessario de

incubagdo do mesmo para um adequado crescimento inicial das hifas (Pré-Exp> 0).

Cepas de Aspergillus apresentaram crescimento inicial ideal apds 24h de
incubagdio de 54l do indculo contendo 10°conidios/zd. No trabalho de ANSHENG et al
(1999), a concentracio necessaria foi de 10* conidios/ul (ANSHENG et al., 1999)
(Anexo 4, Tabela 2). As cepas de Fusarium apresentaram melhor crescimento inicial apés
48 h de incubacdo de 10 z do inéculo contendo 104conidios/yl. Foi possivel reduzir o
tempo de incubagio das cepas de Fusarium de 48 horas para 24 horas quando uma
concentragdo maior de conidios, em torno de 10° células, foi inoculada na placa
(anexo 4, tabela 3). Observou-se que a umidade do ar interfere no crescimento do indculo
de Fusarium spp para, posteriormente, ser avaliado no sistema BCT. Em dias frios, onde a
umidade do ar foi baixa, cepas de Fusarium cresceram em 24 horas. Em dias mais quentes
onde a umidade do ar foi alta, foram necesséarias 48 horas. Em experimentos realizados no
Japdo, onde o inverno € Umido, as cepas de Fusarium cresceram em 48 horas
{comunicagio pessoal). Foi possivel observar que o indculo ideal, pode variar com o tempo

de crescimento 10* (48 a 72 h) €10° (24 a 48 h) conidios/ .

4.3.2 - Preparacio do Teste

O crescimento das hifas no sisterna BCT ¢ longitudinal e para realizar a sua
medicdo foi necessario que as hifas permanecessem fixadas & placa plastica. O seu
descolamento da placa impossibilita a realizagdo do teste que mede o crescimento da hifa
por contraste de cores. Ao microscopio, as hifas adquirem coloragio azul e a placa plastica

com o meio RPMI adquire coloragio branca. O aparelho mede o deslocamento da
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coloragio azul (hifa) sobre a coloragdo branca (placa). Para a fixacdo das hifas na placa foi
necessaria a impregnacdo do material plastico com poli-I-lisina (PLL), um polimero
quimico que facilita a adesio de células em substratos solidos com >70.000 mol
(SIGMA, PRODUCT INFORMATION). ANSHENG et al (1999), avaliando espécies de
Aspergillus, utilizou PLL 0,01%, para fixacdo dos esporos (ANSHENG et al., 1999). Nas
condigdes deste estudo, houve melhor fixagdo das hifas na placa, com 0,02% de PLL para
A. terreus e A. fumigatus e 0,05% de PLL para 4. flavus (Anexo 4, Tabela 2). Para espécies
de F. solani e F. oxysporum a concentracio ideal de PLL foi uma constante PLL 0,05%
(Anexo 4, Tabela 3).

Diferentemente da literatura onde TAGUCHI et al (1995) e ANSHENG et al
(1999} utilizam meio SAAMF, neste trabatho o meio utilizado para teste, foi RPMI 1640
(TAGUCHI et al ,1995; ANSHENG et al., 1999). A temperatura de incubacio prévia para
in6culos de cepas de Aspergillus e de Fusarium foi de 35°C, de acordo com o “Clinical and
Laboratory Standard Institute” no intuito de permitir comparagdes com o método padrio do
documento M38-A (CLSI, 2002)(Anexo 4, Tabela 2 ¢ 3).

As concentragbes de antifingicos avaliadas nos testes realizados no BCT
tiveram como ponto de partida os resultados de CIMs obtidos nos testes de microdilui¢io
em caldo. De modo geral, foram avaliadas as concentra¢des inibitérias minimas e até mais
duas diluigBes abaixo, para todas as cepas. Apds avaliagio dos resultados, para algumas

cepas, foi necessaria a avaliacio de mais nimeros de concentracdes (abaixo ou acima).

4.3 .3 - Medida de crescimento das hifas

Nao ha relatos na literatura sobre a padronizagdo do sistema automatizado de
avaliagdo dindmica de crescimento BioCell-tracer® para cepas de Fusarium sp. Por sua vez,
para especies de Aspergillus, os existentes, sdo bastante restritos, visto que, até o momento,
ha somente cineo equipamentos disponiveis no mundo
(MATSUOKA et al., 1990; YAMADA et al., 1992; OH et al,, 1993*"; OH et al, 1995;
TAGUCHI et al,, 1995; IIDA et al., 1999; ANSHENG et al., 1999).
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O tempo de experimento para as cepas de Aspergillus spp e Fusarium spp no
BCT® foi padronizado em 3h30m. Sendo os 30m iniciais considerados como controle (Pré),
2h com adi¢do do antifungico (Exp) e 1h final apds a retirada da droga e com adigio do
meio RPMI 1640 (Pos). Nido havendo alteragio dos resultados em um tempo de
experimento mais prolongado (Figura 2). ANSHENG et al (1999) utilizou para A.
Jumigatus frente ao fluconazol Pré: 0-12 min, Exp: 12-130 e Pés: 130-180
(ANSHENG et al.,1999). YAMADA et al (1992) e OH et al (1993) utilizou para 4. niger
frente a wvarios antifingicos Pré: 0-30 min, Exp: 30-90 e Pos: 90-150
(YAMADA et al., 1992; OH et al.,1993%)

No BCT foi possivel calcular quantas micra uma hifa de Fusarium e
Aspergillus spp poderiam crescer em 5 minutos. Foi possivel também encontrar diferentes
velocidades de crescimento de diferentes cepas da mesma espécie e de espécies diferentes.
Néo ha nenhum relato na literatura sobre o crescimento de hifas destes fungos e sua

inibigio na presenca de antifiingicos (Tabela 7, 8).

Comparando o crescimento de hifas na presenca dos antifiingicos ANB ¢ ITZ
em periodos de pos-exposicdo, Fusarium spp cresceu muito melhor na presenca de 128,0
ug/ml de ITZ, do que nas diferentes concentragbes de ANB. SANDER et al. (1998)
descreveu que espécies de Fusarium sio altamente resistentes ao itraconazol. Os dados
deste trabalho confirmam as informages do autor (SANDER et al, 1998). O autor
demonstrou que a ANB foi mais ativa contra F. solani do que frente a F. oxysporum. O
crescimento das hifas e sua inibigio frente a ANB e ITZ foram variaveis para diferentes
especies de Fusarium e Aspergillus spp e podem também variar para diferentes cepas da

mesma espécie (Tabela 7, 8).

No acompanhamento de crescimento das hifas de Aspergillus e Fusarium spp
expostas a varias concentragdes de anfotericina B foi observado efeito fungistatico para F.
solani LIF 152/01 e A. fumigatus LIF 320/02 frente a 0,5 ug/ml. Nas demais concentragdes
ocorreu efeito fungicida frente a ANB onde o crescimento da hifa na fase de exposicio a

droga foi maior do que o obtido na fase de pos exposigdo (Tabela 7, 8).
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Por sua vez, para varias concentragdes de ITZ foi observado efeito fungistatico
para as cepas de F. solani LIF 8/98 e LIF 13/97 frente a 128,0 ug/ml, 4. terreus LIF 108/03
frente a 0,125 pg/ml e A fumigatus LIF 124/01 frente a 0,25 e 0,5 ug/ml onde o
crescimento da hifa na fase de exposicdo a droga foi menor do que na fase de
pos-exposigdo. Para as demais cepas ocorreu efeito fungicida frente a este antifiingico

(Tabela 7, 8).

A concentragdo de 1,0 pg/ml de voriconazol demonstrou efeito fungistatico

para a cepa de A. ferreus.

4.3.4 - Analise estatistica dos dados

OH et al. (1993) tém indicado que a metodologia do BCT® apresenta um
problema estatistico questionando se uma tinica hifa poderia representar o comportamento
de toda a colénia (OH et al., 1993%). Para solucionar este problema, foram avaliadas, no
mimmo, dez hifas em cada experimento e calculados os valores da média e mediana dos
dados obtidos pelo BCT®. Valorizando assim, o padrio de crescimento demonstrado pela

maioria das hifas.

A avaliagio matematica, ou estatistica, dos dados fornecidos por este
equipamento, também foram objeto de estudo e bastante trabalho, que ficaram aos cuidados
do Servigo de Estatistica da Comissio de Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas, que

muito colaborou nas diferentes tentativas de tradugio e interpretacdo dos resultados.

4.3.5 - Determimacio da taxa de inibi¢do de crescimento das hifas

Foi reportado por ELJASCHEWITSCH et al. (1996) uma variagio na
suscetibilidade de algumas cepas de Fusarium spp sendo estas mais resistentes a ANB e ao
ITZ (ELJASCHEWITSCH et al, 1996; SANDER et al, 1998). Nossos resultados sio
concordantes com ELJASCHEWITSCH et al. 1996 para ITZ, onde foram obtidas taxa de
inibicdo de <80% para quase todas as cepas de Fusarium spp ¢ discordante para ANB, onde
foram obtidas taxa de inibicdo de >95% para a maioria das cepas de Fusarium spp

(Artigo 3).
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Foi possivel observar que, mesmo em concentragdes mais baixas de
antifingicos para as quais, o teste com conidios revelou resisténcia microbiolégica, as taxas

de inibi¢o de crescimento de hifas, apresentam valores altos.

Utilizando as medianas das taxas de inibigdo, foi possivel observar maior
concordancta da inibicdo de crescimento com o aumento da concentragio da droga, do que
quando avaliou-se apenas o resultado das médias. Nas publicacdes MATSUOKA et al.,
1890; YAMADA et al., 1992; OH et al,, 19933“"3; OH et al, 1995; TAGUCHI et al., 1995;
IIDA et al., 1999; ANSHENG et al., 1999, foram relatados valores de media.

4.4 - Correlagiio entre os testes de microdiluiciio e avaliaciio de crescimento de hifas

A avaliagio visual, recomendada pelo método CLSI M38-A para fungos
filamentosos, considera nada menos que 100% de inibicdo da CIM para os testes com ANB
(RODRIGUEZ-TUDELLA et al., 1996; CLSI, 2002). O método EUCAST para a técnica de
microdiluigio em caldo, padronizado somente para Candida spp, considera uma inibicio do
crescimento de 95%, comparada com o controle positivo, para leifuras no
espectrofotdmetro de CIM de ANB. Segundo MOREIRA, L.S. (2002) as cepas de Candida
albicans que apresentaram taxa de inibigio acima de 70% no modelo BCT®, tiveram os
valores da CIM relacionados a sensibilidade ao fluconazol, e quando os valores foram
abaixo de 20% de inibigo, essas CIMs foram associadas a resisténcia
(MOREIRA, L.S. 2002).

Foi possivel determinar a concentragdo inibitéria minima pelo BCT apés o
calculo da taxa de inibigdo de crescimento de cada cepa estudada frente a cada uma das
concentragbes de antifiingico. A percentagem de inibigio considerada como CIM foi de
95% para todas as drogas. Pelo BCT, é possivel determinar a taxa de inibigdo (TI) para

cada concentragio de antifiingico em teste, inclusive para concentra¢des abaixo da CIM.

MANAVATHU et al. (1999) demostrou que 0s conidios germinados e ndo
germinados de A. fumigatus apresentaram a mesma suscetibilidade inibitéria e fungicida

frente aos compostos poliénicos e azolicos (MANAVATHU et al., 1999). Os resultados de
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suscetibilidade para ANB apresentados por BEJAK et al. (1985) indicaram que nio houve
nenhuma diferenga nos valores das CIMs entre conidios e hifas de Aspergillus spp
(BEJAK et ai., 1985).

De modo geral, em nosso estudo os valores da CIM de ANB, pela técnica de
microdilui¢do em caldo, utilizando conidios de Aspergilius spp, foram mais altos do que os
valores da CIM de ANB para hifas obtidos no sistema BCT, considerando-se as medianas
dos resultados. Ja os valores da CIM de ITZ para conidios de Aspergilius spp foram mais
baixos que os valores da CIM de ITZ para hifas pelo BCT, mesmo para a cepa LIF 124/01
A. fumigatus. O mesmo ocorreu com a variacdo dos valores da CIM de voriconazol para

conidios de Aspergillus terreus spp (Tabela 6).

Nossos dados sugerem que a forma de hifas é mais susceptivel & ANB,
considerando-se as medianas dos resultados, e mais resistente ao ITZ do que os conidios

para espécies de Aspergillus spp.

As discrepancias encontradas entre os resultados obtidos com os dois tipos de
inéculo para as cepas de Fusarium spp, parecem ser Obvias, segundo GUARRO et al.
(1997) devido a composicdo da parede celular de muitas espécies de fungos ndo ser a
mesma, sob diferentes circunstancias, diferencas estruturais existentes, de células tubulares
a mais ou menos esféricas, e também por nio haver nenhum relatério sobre diferentes

inoculos de Fusarium spp na literatura para comparacio (GUARRO et al., 1997).

Para conidios das cepas de Fusarium spp, os valores da CIM de ANB pela
técnica de microdiluicio em caldo foram os mesmos ou mais altos do que os valores da
CIM de ANB para hifas de Fusarium spp pelo sistema BCT®. J4 os valores da CIM de ITZ
para conidios das cepas de Fusarium spp foram os mesmos que os valores da CIM de ITZ
para hifas pelo BCT® (Tabela 5).

Os dados de mediana, sugerem que as hifas sdo praticamente iguais frente ao
ITZ ou levemente mais suscetiveis 8 ANB do que os conidios, para espécies de Fusarium
spp (Tabela 4, 5, 8). A razdo para o variabilidade dos valores da CIM obtidos por métodos
diferentes pode ser porque o conidio é a forma resistente dos fungos no ambiente e seu

metabolismo € mais baixo do que o metabolismo da hifa presente no tecido.
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GUARRO et al. (1997) obteve consideravel discrepancia nos valores da CIM e
CFM quando diferentes tipos de indculos foram utilizados para espécies de Cladosporium,
Paecilomyces, Scopulariopsis e Cladophialophora (GUARRO et al., 1997). Todas as cepas
de Aspergillus e Fusarium spp avaliadas pela microdilui¢io em caldo resultaram no mesmo
valor da CIM e CFM de ANB, ITZ e voriconazol. Exceto a cepa de A. ferreus em que a
CFM variou em duas concentragdes mais altas do que a CIM de a ANB e ITZ
(Tabela 4, 5, 6).

Comparando os valores da CIM e CFM avaliados pelas duas metodologias
houve methor correlagdo entre os valores de ITZ do que de ANB frente as cepas de

Aspergillus spp e Fusarium spp (Tabela 4, 5).

4.5 - Correlaciio dos resultados com morte ou sobrevida dos pacientes

Segundo LASS-FLORL et al. (1998), a letalidade de pacientes infectados por
Aspergillus spp pode ser preconizada pelo teste de suscetibilidade in vitro frente a
anfotericina B. A maioria dos pacientes obteve sucesso no tratamento quando os valores da
CIM foram < 2,0 zg/ml de ANB. Enquanto que, quando a CIM foi > 2,0 wg/ml a maioria
dos pacientes foram a 6bito por infecgo fungica. Para os demais antifungicos, ndo ha

parémetros na literatura, para avaliacdo frente a fungos filamentosos.

Considerando os antifingicos administrados aos pacientes incluidos neste
estudo e os resultados obtidos pelas duas metodologias empregadas, segue-se uma tentativa

de estabelecimento de correlagio.

Cepa LIF 8/98 F. solani: paciente fez uso de fluconazol e anfotericina B e foi a
oObito. De acordo com a Tabela 4, os dados de CIM de ANB para conidios ¢ a média da taxa
de inibicio de crescimento das hifas, estariam de acordo com este resultado, a mediana
indica duas diluigbes abaixo, tanto para CIM quanto para CFM. Os demais fatores
envolvidos, tais como interagdes medicamentosas, condigbes gerais do paciente,

distribuicdo e acumulo de droga nos tecidos, nio estio sendo considerados.
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Cepa LIF 13/97 F solani: paciente fez uso de ANB e todos os testes de
suscetibilidade apontaram, com exce¢do da mediana de CIM para hifas, CIM e CFM
2,0 - 22,0ug/ml de ANB, que pode ser associado a falha terapéutica e dbito, como descrito

no artigo 2.

Cepa LIF 152/01 F. solani: paciente fez uso de ANB e ITZ. A tabela 4 aponta
CIM e CFM del,Oug/ml de ANB pelo método de diluicio em caldo e mediana dos
resultados obtidos com hifas no BCT. Assim, o sucesso terapéutico obtido ndo poderia ser

atribuido ao ITZ, onde todos os testes apontaram resultados de >128ug/ml, mas sim a
ANB.

Cepa LIF 275/02 F oxysporum: apenas uma dose de ANB foi administrada ao
paciente, assim sendo, embora todas as concentra¢des inibitorias e fungicidas estejam

acima de 2,0 g/ml n#o é possivel correlaciona-las com o obito.

Para as cepas de Fusarium spp quando o valor da CIM de ANB foi de 2,0
ug/ml (LIF 8/98, 13/97) foi observada falha terapéutica e quando a CIM foi de 1,0ug/ml
(LIF 152/01) foi observado sucesso terapéutico em ambos os métodos. Neste caso, para 3
pacientes foi possivel observar boa cormrelagio entre as 2 metodologias empregadas ¢ o

resultado clinico.

SANDER et al. 1998, descreveu que espécies de Fusarium sp apresentaram alta
resisténcia ao itraconazol. Dados preliminares demonstraram que uma CIM > 8,0 ng/ml
frente ao itraconazol para fungos filamentosos esta diretamente associada a resisténcia
clinica (CLSI, 2002).

Neste trabalho, os valores da CIM de ITZ foram de 128 pg/ml em ambos os
métodos, frente aos quatro isolados de Fusarium spp. Dos quatro pacientes relacionados,
tres foram a obito tendo como causa fusariose confirmada. O paciente que obteve sucesso
terapéutico foi o da cepa LIF 152/01 de F. solani que recebeu itraconazol mas cuja cepa

apresentou o menor valor de CIM frente a ANB.
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Cepa LIF 38/99 4. flavus: paciente fez uso de ANB. A CIM de ANB foi de
2,0pg/ml para conidios, enquanto que o dado da mediana obtido para hifas foi de 1,0pug/ml

e foi obtida a cura.

Cepa LIF 124/01 A. fumigatus: paciente fez uso de ANB ¢ ITZ. Embora os
por BCT® igual a 1,0pg/ml, a média por BCT® revela CIMs acima de 1,0ug/ml para ITZ,
que ndo foi suficiente para debelar a infecc¢io. Instaurada a terapéutica com ANB, cuja CIM
foi < 1,0pg/ml por diluigio em caldo e mediana de crescimento de hifas por BCT®, foi

obtida a cura.

Neste estudo, os valores da CIM para ANB frente as 2 cepas de Aspergillus spp
(LIF 38/99, LIF 124/01) foram abaixo de 2,0 pg/ml, a primeira pela técnica do BCT ¢ a
segunda apos avaliacdo com as duas metodologias. Ambos os pacientes obtiveram sucesso
terapeutico. Neste caso, levando-se em consideracio o valor de CIM, a técnica do BCT foi

a que melhor se correlacionou com o resultado.

Cepa LIF 320/02 A. fumigatus: paciente recusou o tratamento, portanto a

correlagdo ndo pode ser tentada.

Cepa LIF 108/03 A. terreus: tomando-se em consideragio apenas os dados
obtidos para ANB, independentemente da técnica, estes poderiam indicar o mau
prognostico. No entanto, o paciente foi transferido de servico médico para receber
voriconazol, cujos resultados estio na tabela 6, sendo os obtidos com hifas os mais
compativeis com fatha terapéutica. Ainda foi administrada caspofungina, que ndo foi

possivel avaliar in vitro.

Para trés isolados de Aspergillus spp a CIM foi < 1,0 pg/ml de ITZ por CLSI
M38-A e para um por BCT®. Destes trés pacientes dois tiveram alta e um foi a dbito Nio
foi possivel correlacionar os valores da CIM com nenhum destes eventos, frente ao

itraconazol.

LASS-FLORL et al, 1998 relatam que A. ferreus apresenta altos valores da
CIM frente a anfotericina B e, portanto baixa sobrevida (LASS-FLORL et al., 1998). Tem

sido documentada uma baixa atividade fungicida de anfotericina B e voriconazol frente ao
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Aspergillus terreus (ESPINELL-INGROFF, 2003). Para a cepa LIF 108/03 de 4. rerreus
que apresentou pela microdiluicio em caldo CIM 80 de ANB e por BCT®,
CIM = 2,0 ug/ml o paciente foi a dbito sendo uma das causas “Aspergilose invasiva”, Neste
caso poderia se considerar que houve correlagio do 6bito com as duas metodologias. E ao
contrario, em outros dois estudos colaborativos foi documentado a correlagio de baixos
valores da CIM de ANB frente 4 A. ferreus com resisténcia clinica em modelos de
laboratorio com neutropenia persistente e aspergilose (ESPINHELL-INGROFF, 2003),
sendo concordante com os dados por nés obtidos pelo sistema BCT® onde o valor da CIM

fo1 <2,0 pg/ml

De modo geral, para tratamentos com antifingicos, a correlacdo entre os
valores in vifro do teste de suscetibilidade e a evolugdio clinica € baixa, sendo que muitos
pacientes ndo respondem ao tratamento (LETSCHER-BRU et. al, 2002). A falta de
anotagdes completas no prontuario do paciente, demora para aquisi¢do (autorizagio para)
do antifiingico, instauragio da terapéutica e transferéncia do paciente para outros servigos

em busca do tratamento, dificultam ainda mais a tentativa de correlagio com a clinica.

Os fungos filamentosos do género Aspergillus spp e Fusarium spp
apresentaram caracteristicas individuals de crescimento e suscetibilidade, sendo
praticamente inviavel a sua correlacfio de espécie a espécie e, até mesmo, entre cepas da
mesma espécie. Independente da metodologia utilizada para realizaciio do teste de
suscetibilidade ou da forma fingica avaliada para inoculo nos testes de suscetibilidade, as
cepas devem ser avaliadas separadamente, caso a caso, se possivel, ao longo do tratamento

clinico, uma vez que cada cepa deve ser considerada Unica.
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* Quando comparados os valores da CIM determinados neste estudo pela
microdiluicio em caldo com os valores da CIM preconizados pelo
documento CLSI, foi possivel considerar todas as cepas de Aspergillus e
Fusarium estudadas como sensiveis microbiologicamente, frente a
anfotericina B. As cepas de Aspergillus mostraram ser microbiologicamente
sensiveis € as cepas de Fusarium mostraram ser microbiologicamente
resistentes frente ao itraconazol. De acordo com a literatura disponivel, todas
as cepas de Fusarium spp e A. fumigatus deste estudo podem ser
consideradas microbiologicamente sensiveis frente ao voriconazol e as cepas

de A. flavus e A. ferreus resistentes.

* A velocidade de crescimento das hifas e sua taxa de inibigfo frente a ANB ¢
ITZ foram variaveis para diferentes espécies de Fusarium e Aspergillus spp

também variaram para diferentes cepas da mesma espécie.

¢ Os dados deste trabalho sugerem que a forma de hifas ¢ mais susceptivel a
anfotericina B, considerando-se as medianas dos resultados, e mais

resistente ao itraconazol do que os conidios para espécies de Aspergillus spp.

¢ Dados da mediana de crescimento sugerem que as hifas sfio praticamente
iguais frente ao itraconazol ou sdo levemente mais suscetiveis a anfotericina

B do que os conidios para espécies de Fusarium spp.

* Levando em consideragdo a mediana dos valores da CIM, as cepas de
Aspergillus spp. e Fusarium spp. sio mais sensiveis do que os conidios
frente a anfotericina B. Levando em consideragdo a média dos valores da
CFM, as hifas s@o mais resistentes que os conidios; e muito variados quando

se avalia a mediana frente a anfotericina B.

» Frente ao itraconazol, os valores de CIM e CFM para hifas de Aspergillus
spp. e Fusarium spp.sdo maiores do que para conmidios independente da

utilizacio da média ou mediana
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e Para 3 pacientes, portadores das cepas de Fusarium spp, foi possivel
observar boa correlagdo entre as 2 metodologias empregadas e os eventos de

Obito ou cura frente a anfotericina B,

e Para 2 pacientes portadores das cepas de 4. flavus e A. fumigatus que
obtiveram sucesso terapéutico a técnica do BCT foi a que melhor se

correlacionou com o resultado frente a anfotericina B,

e N&o for possivel correlacionar os valores das CIMs obtidas por
microdiluigio em caldo e BioCell tracer® os eventos de 6bito ou cura, frente

a0 itraconazol.
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ANEXO 1

Definicoes de Aspergilose e Fusariose

- Invasiva confirmada: exame histopatologico e cultura do tecido positiva para

Aspergillus spp e Fusarium spp.

- Invasiva provavel: paciente com fator de nsco (neutropenia, uso de esteroide e DEVH),
acompanhado de sinais e sintomas sugestivos de aspergilose invasiva e ou imagem
radiologica e ou tomografia compativel e cultura de espécimes clinicos nfo estéril como:

escarro, swab nasal, secreciio traqueal positiva para Aspergillus spp e Fusarium spp.

- Invasiva possivel: paciente com fator de risco (neutropenia, uso de esteroide e DEVH),
acompanhado de sinais e sintomas sugestivos de aspergilose invasiva e ou imagem

radiologica e ou tomografia compativel.

Sinais e sintomas sugestivos de aspergilose invasiva: febre, dor pleritica, quadro

neurologico e sinusite.

Febre: temperatura axilar >37,8°C

Hipotermia: temperatura axilar <35°C

Neutropenia: contagem de neutrofilos <500 células/mm’
Neutropenia grave: contagem de neutrofilos < 100 células/mm’

(MARR et al, 2002)

Anexos

165



ANEXO 2

Histérico resumido dos pacientes

LIF 8/98: paciente do sexo feminino, 64 anos, com antecedentes de cirurgla e quimioterapia
por adenocarcinoma de ovario, tendo evoluido para leucemia mieldide aguda. A
broncoscopia revelou discreto processo inflamatornio de mucosa bronquica. Em 20/11/98 a
cultura de lavado broncoalveclar foi positiva para Fusagrium sp, imiciando uso de

anfotericina B 50 mg/dia mas fo1 a obito em 22/11/98.

LIF13/97: paciente do sexo feminino, 22 anos, com queixa de emagrecimento de 6 kilos em
30 dias, queda de cabelo, hematomas pelo corpo e dor Ossea. Foi diagnosticada leucemia
mieldide cronica. O exame anatomo-patologico de bidpsia cutdnea do brago esquerdo
revelou presenga de elementos fingicos em 29/08/97. A paciente passou a receber
60mg/dia de anfotericina B. Em 31/08/97 a hemocultura foi positiva para Fusarium sp e em

02/09/97 a paciente foi a 6bito tendo como causa infecciio por Fusarim sp.

LIF 152/01: paciente do sexo masculino, 15 anos, desde os 5 meses de idade com
diagnostico de cistinose evoluindo para insuficiéncia renal cronica. Passou a fazer
hemodialise e dialise peritoneal em casa. Foi internado no servigo de pediatria com febre e
sinals de infecgdo peritoneal. A cultura de ligumido peritoneal revelou crescimento de
Fusarium sp. Fol adicionado itraconazol a bolsa de dialise sem sucesso. Foi administrada
anfotericina B, IV, 0,5 mg/Kg/22 dias em dias alternados resultando em cura da peritonite

fingica.

LIF 275/02: paciente do sexo masculino, 20 anos, com diagnostico de leucemia mieloide
aguda, apresentou processo inflamatorio em fossa iliaca esquerda. Em 30/07/02, tinha
contagem de leucocitos igual a 700 células/mm’ e hemocultura positiva para Fusarium sp.

Inicia-se o tratamento com anfotericina B 50 mg/dose, no entanto, o paciente vai a obito.

LIF 38/99: paciente do sexo masculino, 31 anos, com leucemia mieldoide cronica,
submetido a transplante de medula Ossea alogénico em 13/04/99. Apos avaliagdo de

colonizacdo com cultura positiva para Aspergillus flavus isolado de swab nasofaringeo,
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apresentou imagem radiologica e broncoscopia compativel com abscesso pulmenar. Cultura
de lavado broncoalveolar revelou a presencga de Aspergillus flavus. O paciente respondeu

bem ao tratamento com anfotericina B 3550 mg.

LIF 124/01: paciente do sexo feminino, 40 anos, com deficiéncia de fagocitose,
apresentando queixa de dor toracica, fez drenagem de torax e foi tratada com itraconazol
200 mg/dia/2 meses. Em 29/01/01 cultura de secre¢do de pleurostomia foi positiva para
Aspergillus fumigatus. Em 03/07/01 pneumotorax evoluiu para fistula pulmonar por
Aspergillus. A paciente foi tratada com anfotericina B 1375 mg durante dois meses e

evoluiu para cura.

LIF 320/02: paciente do sexo masculino, 43 anos, com adenocarcinoma de laringe ha 4
meses, chega ao servigo com queixa de dor toracica. A broncoscopia confirmou a presenca
de bola fiingica em lobo pulmonar superior esquerdo. A cultura de escarro foi positiva para
Aspergilius fumigatus. O tratamento foi feito com anfotericina B 25 a 50 mg/dia. O

paciente abandonou o tratamento por intolerdncia ao uso de anfotericina B.

LIF 108/03: paciente do sexo masculino, 22 anos, com leucemia mieloide aguda, submetido
a transplante de medula ossea alogénico em 07/10/03. Em 26/11/02 resultado de tomografia
apresenta opacidade pulmonar irregular com predominio nas bases, derrame pleural
bilateral e lesdo focal hepatica. Em 29/11/02 a bidpsia apresentou diagnéstico definido de
DEVH cronica. Em 18/01/03 a hemocultura foi positiva para Aspergillus terreus e em
23/01/03 a cultura de catéter também foi positiva para 4. terreus. O paciente comegou a
fazer uso de anfotericina B, 50 mg em dias alternados. A dose de anfotericina B passou
para 85 mg por dia apds a confirmago de infecgdo fingica conjuntamente com 50 mg de
caspofungina. O paciente foi transferido para o Hospital Vera Cruz para receber
voriconazol. Em 06/03/03 a hemocultura foi negativa e confirmada em 24/04/03. Em
03/07/03 a pesquisa para fungos na urina também foi negativa. Em 15/07/03 o paciente foi
a Obito por leucemia mieldide aguda com recidiva de neuroma apés transplante alogénico

sendo a Aspergilose disseminada outra condico significativa que contribuiu para o ébito.
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ANEXO 4

PADRONIZACAO DO INOCULO DE ESPECIES DE Aspergillus E Fusarium PARA
AVALIACAO DO CRESCIMENTO DAS HIFAS PELO SISTEMA

AUTOMATIZADO BIOCELL-TRACER®

Tabela 2 - Padronizagio do teste para as cepas de Aspergillus spp no sistema automatizado

BioCell-Tracer®

Parametros avaliados

Parimetros obfidos para os microrganismos

A. terreus A. flavus A. fumigatus A. fumigatus
{108/03) (38/99) (124/01) (320/02)
tempo de crescimento prévio 7diasaTA 7diasaTA Fdiasa TA 7diasaTA
da culttura fimgica
concentracio ideal de ¢,02% 0.05% 0,02% 0.02%
Poli-1-Lisina
concentracio do indculo em 10°conidios 10°conidios 10%conidios 10°conidios
10ul
tempo e temperatura de 18424ha35°C  18424ha35°C  18a24ha35°C  18424ha3sC
incubagao prévia com RPMI
temperatura de execugdo do 35°C 35°C 35°C 35°C
teste
|
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Tabela 3 - Padronizagio do teste para as cepas de Fusarium spp no sistema automatizado
BioCell-Tracer®

Parimetros avaliados

Parametros obtidos para os microrganismos

F. solani F. solani F.solani F. oxysporum
(8/98) (13/97) (132/01) (275/02)
tempo de crescimento prévio 7diasaTA 7diasaTA 7diasaTA 7diasaTA
da cultura fingica
concenfracio ideal de Poli- 0,05% 0,03% 0,05% 0.05%
L-Lisina
concentragio do indculo em 10"conidios 10° conidios 10° conidios 10° conidios
10ul
tempo ¢ temperatura de 48472ha35C 242a48ha35°C 24448ha35°C 24348halscC

incubagdo prévia com RPMI

temperatura de execugdo do 35°C 35°C 35°C 35°C

{este
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ANEXO 5

AVALIACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E DA
CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CFM) PELO METODO DE
MICRODILUICAO EM CALDO (CLSI M38-A, 2002) E PELO SISTEMA

BIOCELL-TRACER DAS CEPAS DE Aspergillus spp E Fusarium spp. ISOLADAS
DE PACIENTES

Tabela 4 - Valores de concentracgo inibitéria minima (CIM) e valores de média e mediana
de concentragio fungicida minima (CFM) de anfotericina B, frente as cepas

selecionadas para o estudo.

Cepa CIM (ug/ml) CFM (pg/mlb)

Conidio Hifa* Conidio Hifa"
LIF8/98 F. solani 4.0 >4.0 (a) 4.0 >4.0 (a)
L0 (®) 1.0 (b)
LIF13/97 F. solani 2.0 2,0 (@) 2.0 >2.0(a)
0.3 2,0
LIF152/01 F solani 1.0 >2.0 (@) Lo >2.0(a)
1,0 (by 1,0 (b)
LIF275/02 F. oxvsporum 2.0 =2,0 (a) 20 =20 (a)
2.0 >2.0(b)
LIF38/99 A flavus 2.0 >2,0 (a) 2,0 =20 (a)
Lo () 2.0(®)
LIF124/01 A fumigatus 1.0 >1,0(a) 1.0 >1,0(a)
0.5 () >1,0 ()
LIF320/02 A. fumigatus 2,0 >2,0 @) 2,0 >2.0(a)
1.0 @® >2.0 (&)

LIF108/03 A, terreus 8.0 3.0 (a) 32, 8.0(a)
22,0 (b) 4.0 ()

Leitura dos testes: conidios 100% (CLSI, 2002) *hifa valor da CIM pelo BCT considerando > 95% de
inibigdo, “hifa valor da CFM pelo BCT considerando > 99,9% de inibicdo.

(2} valores de média, (b) valores de mediana.
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.....

de concentracio fungicida minima (CFM) de itraconazol, frente as cepas

selecionadas para o estudo.

Cepa CIM (g/mb) CFM (ug/ml)

Conigdio Hifz* Conidio Hifs"
LIF8/98 F. solani >128 >128 (a) =128 >128 (a)
>128 (b >128 ()
LIF13/97 F. solani >128 128 (a) =128 >128 (a)
>128 (b) >128 (b)
LIF152/01 F. solani >128 >128 (a) >128 >128 (a)
>128 (b} >128 (b
LIFZ275/02 F. oxysporum >128 >128 (a) >128 >128 (a)
>128 (b) >128 (b)
LIF38/99 A. flavus 0.5 >0.5 (a) 0.5 >0.5 (a)
>0,5 (b) >0,5 ()
LIF124/01 A, fumigatus 1,0 >1,0 {a) 1,0 >1,0 (a)
L0 (@) >1.0 (b)
LIF320/02 A. fumigatus 8.0 >8.0 (a) 8.0 >80 (a)
>8,0 (b) >8.0 (b
LIF108/03 A. terreus 0,123 =05 (a) 0.3 >0.5 (a)
>0,5 (b) 0,5 (0

Leitura dos testes: conidios 100% (CLSI, 2002) *hifa valor da CIM pelo BCT considerando > 93% de
inibicgo, “hifa valor da CFM pelo BCT considerando > 99,9% de inibicSo.

(a) valores de média, (b) valores de mediana.
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Tabela 6 - Valores de concentragio inibitéria minima (CIM) e valores de média e mediana
de concentracio fungicida minima (CFM) de voriconazol, frente as cepas
selecionadas para o estudo.

Cepa CIM (pg/ml) CEM (ug/mi)
Conidio Hifa’ Conidio Hifa"

LIF8/93 F. solani 2.0 20
LIF13/97 F. solani 1,0 1,0
LIF152/01 F. solani 1.0 1.0
LIF275/02 F. oxysporum 20 2.0
LIF38/99 A. flevus 4.0 4.0
LIF124/01 A. fumigatus 4.0 4.0
LIF320/02 A fumigatus 2,0 2,0

LIF108/03 A. terreus 4,0 >4.0 (a) 4,0 >4.0 (3)

>4,0 (b} >4.0 (b}

Leitura dos testes: conidios 100% (CLSI, 2002) *hifa valor da CIM pelo BCT considerando > 95% de
inibicio, *hifa valor da CFM pelo BCT considerando > 99,9% de inibigio.
(a) valores de média, (b) valores de mediana.
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