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RESUMO

Fusarium spp. € um género de fungos filamentosos relacionado a perdas
econémicas expressivas para o setor agropecuario. Este fitopatogeno esta
intimamente atrelado ao conceito de Saude Unica, uma vez que € responsavel
também por diversas manifestagdes clinicas em humanos. Entre outras destaca-se,
a onicomicose, cuja incidéncia em pacientes imunocompetentes no municipio de
Maringa, Estado do Parana, é superior a encontrada em outras partes do mundo.
Essa cidade é proeminente no cenario agropecuario brasileiro e, por conseguinte,
faz uso extensivo de agrotéxicos como os fungicidas. O objetivo deste PIBIC foi
investigar a frequéncia de fungos do género Fusarium no solo da regido de Maringa,
PR e determinar o perfil de resisténcia a antifungicos classicos. De um total de 96
fungos isolados e identificados, ap6s duas coletas realizadas em cinco pontos da
regiao de Maringa, dois eram do género Fusarium (2,08%). Constatou-se que,
enquanto o isolado obtido de solo da cidade, foi inibido pelos farmacos azoélicos e
pela anfotericina-B, nenhum antifingico exerceu acao inibitéria sobre o isolado
encontrado em area agricultavel. Os resultados observados possivelmente sao fruto
da presséao seletiva causada por defensivos agricolas, ainda que haja necessidade
de estudos mais robustos para que se comprove esta relacao.

INTRODUCAO

Maringa, municipio localizado no estado do Parand que exerce intensa
atividade agricola, chama a atengcdo a onicomicose ungueal causada por Fusarium
spp.. Em pacientes imunocompetentes, foi registrada uma incidéncia de 7,5%, maior
do que a encontrada na literatura em outras partes do mundo (GUILHERMETTI et
al., 2007). Além da relevancia para a saude humana, Fusarium spp. provoca perdas
agropecuarias significativas devido a contaminacdao por micotoxinas. (QIU et al.,
2020), de forma que defensivos agricolas sdo amplamente empregados na tentativa
de refrear o crescimento deste fitopatdégeno. E possivel que o cenario particular de
Maringa e o uso extensivo de pesticidas nas lavouras do municipio sejam correlatos.
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A vista disso, este projeto visa investigar a presenca de Fusarium spp. no solo, bem
como seu perfil de resisténcia a antifUngicos empregados na pratica clinica.

MATERIAIS E METODOS
Coleta, diluicao e cultura das amostras de solo.

O projeto teve inicio a partir da primeira coleta de amostras do solo,
correspondente ao final do outono. Trés pontos de coleta representavam o perimetro
urbano, enquanto dois outros pontos abrangiam o perimetro rural, totalizando cinco
pontos distintos. Com auxilio de um trado, foram coletados aproximadamente 100 g
de solo superficial e de profundidade de 20 cm. As amostras foram acondicionadas
em tubos estéreis e armazenadas em baixa temperatura (-20°C) até o momento do
processamento. A segunda coleta, equivalente ao verao, foi efetuada similarmente.

Para a cultura das amostras, utilizou-se uma suspensédo de 5g de solo em
agua destilada e antimicrobianos. Aliquotas da suspensdo pura e das diluices 103,
10%, e 10° foram semeadas em placas de Petri contendo agar Batata comercial (na
primeira coleta). Na segunda coleta, optou-se por utilizar a suspensédo pura e as
diluicdes 10", 102, e 10° para semeadura em placas. A cada ponto de coleta
correspondia quatro placas, totalizando 40 placas de Petri que foram levadas para
incubagdo em temperatura ambiente e monitoradas diariamente durante 25 dias a
fim de detectar precocemente o crescimento dos microrganismos. O tempo de
incubacgéao variou de acordo com 0s grupos de microrganismos isolados.

Isolamento dos fungos e identificagdo morfologica.

Apos o crescimento, fragmentos de col6nias de interesse foram isolados em
agar Batata comercial com o intuito de obter culturas puras. Ao todo, foram obtidos
96 isolados fungicos. A fim de triar e identificar cada colénia, foram avaliados
diversos aspectos macro e micromorfoldgicos. Sendo assim, dois isolados foram
identificados presuntivamente como pertencentes ao género Fusarium (2,08%).
Ambos foram isolados em culturas realizadas de regiao urbana, do solo superficial.
Assim, o isolado de N° 6 e o N° 95 foram usados para dar segmento ao estudo.

Teste de susceptibilidade a antifungicos.

O teste de susceptibilidade avaliou a atividade antifungica do itraconazol
(ITRA), voriconazol (VOR), do fluconazol (FLU), do posaconazol (POS) e da
anfotericina B (AMB), a fim de determinar a concentragdo inibitéria minima (MIC)
destes farmacos frente aos fungos selecionados como pertencentes ao género
Fusarium. O teste foi baseado no método de microdiluicdo em caldo, segundo o
protocolo M38 do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), adequado conforme
necessario. Candida krusei ATCC 6258 foi usada como controle de reagéo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os farmacos testados demonstraram acao inibitéria contra o isolado N°
6, sendo que os triazéis apresentaram menores valores de CIM quando comparados
a anfotericina-B. Em contraponto, a maior concentracao testada para cada farmaco
nao exerceu atividade inibitéria sobre o isolado N° 95.

Apesar de nao existirem breakpoints especificos para avaliar a
susceptibilidade do género Fusarium, é possivel comparar os resultados obtidos a
ECVs (Epidemiological Cutoff Values = Pontos de corte epidemiolégicos)
estabelecidos na literatura. Considerando o isolado N 6, para todos os antifungicos
estudados, a CIM observada foi menor que o ECV determinado para as espécies de
Fusarium mais frequentemente isoladas na pratica clinica (Espinel-Ingroff et al.,
2016). Em contraste, o isolado N° 95 apresentou CIM maior que os ECVs
estipulados para os cinco farmacos de interesse. E importante destacar que Candida
krusei ATCC 6258, incluida como controle da reagédo, apresentou CIMs dentro da
faixa estabelecida pelo CLSI para todos os antifungicos testados.

Tabela 1

Espécie Itraconazol Fluconazol Posaconazol Voriconazol Anfotericina-B
fungica

Candida krusei 0,25 pg/mL 0,25 pg/mL 0,25 pg/mL 0,25 pg/mL 0,5 pg/mL

Fusariumsp. 0,5ug/mL 05pug/mL  0,5ug/mL 0,25 pg/mL 1 pg/mL
(Isolado N° 6)

Fusariumsp. 216ug/mL =264ug/mL =16ug/mL =16ug/mL =16 ug/mL
(Isolado N° 95)

Concentragao inibitéria minima (CIM) de diferentes antifingicos frente a Candida krusei ATCC 6258 e Fusarium spp. (isolado
Ne 6 e isolado N? 95), determinada pelo método de microdiluicdo em caldo.

Applebach et al., (2025) observou que regibes agricolas que utilizavam
azolicos extensamente no controle de fitopatégenos demonstraram maior incidéncia
de espécies resistentes a estes farmacos. Nenhum dos dois isolados de Fusarium
foram encontrados na regido rural (supostamente onde ha maior uso de fungicidas),
embora o isolado de N? 95 tenha sido obtido do solo de uma lavoura de milho (cereal
bastante associado a esse género), reforcando a ideia da pressao seletiva exercida
sobre os agrotéxicos. Considerando a propagacao dos conidios deste fungo pelo ar,
registrar a presenca deste género, especialmente de cepas resistentes, na area
urbana, onde encontram-se 0s pacientes imunocomprometidos, com risco de
infeccdo grave, € de relevancia e requer atencao especial.
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CONCLUSOES

Enquanto o espécime obtido do perimetro urbano sofreu inibicao por todos os
cinco farmacos de interesse médico, os antifungicos estudados n&o inibiram o fungo
isolado de area agricultavel, reforcando a ideia de que o perfil de resisténcia clinico
seja influenciado pelo uso de agrotéxicos, conforme ja constatado na literatura.
Considerando o impacto destes achados, os testes, ja realizados em duplicatas,
estdo sendo repetidos em dias diferentes a fim de comprovar a reprodutibilidade dos
resultados. Além disso, a vista que este trabalho foi realizado a partir de apenas dois
exemplares distintos, ha necessidade de estudos mais robustos para que esta
relacdo seja comprovada e extrapolada para a regiao de Maringa-PR como um todo.
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