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“INFECCAO FUNGICA DA CORNEA E CARACTERIZACAO DOS AGENTES
ETIOLOGICOS QUANTO A CAPACIDADE DE ADERENCIA”

RESUMO

Os fungos sdo microorganismos que podem provocar diversas doengas no organismo humano. A
gravidade da infec¢do flngica pode variar desde as formas cutaneas leves até quadros fatais que
levam a septicemia. O termo ceratite micdtica ou ceratomicose refere-se a uma infec¢do corneana
de aspecto supurativo, normalmente ulcerativo, de etiologia fingica. Diferentemente de outras
micoses, nao ¢ uma patologia de risco de vida, porém certamente ¢ de extremo comprometimento
visual e dificuldade terapéutica. Se inadequadamente tratada, pode levar a marcada diminuigdo
visual e, em casos severos, a cegueira total ou mesmo a perda do globo ocular. Levantamentos
recentes mostram um aumento significativo dos casos de ceratomicose nas ultimas quatro
décadas. Este fato pode ser atribuido ao desenvolvimento e ao uso indiscriminado de antibidticos
de amplo espectro e de corticdides, uso de lentes de contato, aumento do nimero de cirurgias de
corneas € aos avancos nas técnicas de diagnostico. O exame clinico ¢ insuficiente para o
estabelecimento do diagnostico, pois bactéria, virus e parasitas podem determinar quadros
clinicamente semelhantes. Neste contexto, os exames laboratoriais constituem em recursos

imprescindiveis no diagnostico das ulceras de cornea.

Palavras-chave: Ceratite micética. Infeccio de olho. Ulceras de cornea.



“INFECCAO FUNGICA DA CORNEA E CARACTERIZACAO DOS AGENTES
ETIOLOGICOS QUANTO A CAPACIDADE DE ADERENCIA”

ABSTRACT

Fungi are microorganisms that may cause many deseases on human organism. The severity of
infections may vary from the light cutaneous form to lethal stages that leads to septicemia. The
term fungal keratitis or keratomycosis refers to a suppurative corneal infection, usually ulcerative,
of fungal etiology. Different from other mycosis, it is not a pathology of death risk, but it is surely
of extreme visual commitment and therapeutic difficulty. If wrongly treated, it may lead to visual
loss and, in severe cases to total blinding or even loss of the ocular globe. Recent researches show
a significative increase of keratomycosis in the four last decades. This fact may be due to the
development and the indiscriminate use of wide spectrum antibiotics and corticoids, use of contact
lenses, increase of corneal surgeries and the advance on diagnostic techniques. Clinical
examination is not enough for establishing the diagnostic, for bacteria, virus and parasites may
cause similar symptoms. In this context, laboratory examinations constitute essential resources for

the diagnostic of corneal ulcers.

Key words: Mycotic keratitis. Eye infection. Corneal ulcer.
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1 INTRODUCAO

As infeccdes oculares por fungos, também chamadas oculomicoses, ocorrem em
situagdes de carater oportunista e multifatorial (Wong et al.1997; Kurokawa et al. 1998;
Hamdam et al. 2000).

Em 1854 Grafe realiza a primeira publicacdo sobre infeccdo fungica com relato de
lesdo do canal lacrimal. Contudo, no Brasil o primeiro caso de micose ocular foi descrito em
1921 por Silvia (Hofling-Lima et al.2005a).

Alguns fatores propiciam a modificacao da microbiota conjuntival como medica¢des
topicas ou condi¢do climatica favoravel, destruicao das defesas locais apos trauma, cirurgias
ou doengas oculares prévias, diminui¢do da resisténcia do hospedeiro mediante doencas
sistémicas ou drogas imunossupressoras (Hofling-Lima et al., 2005a).

Os fungos sao microrganismos que podem provocar diversos quadros clinicos no
homem e a gravidade da infec¢do varia desde as formas leves até quadros graves.
Aproximadamente 100 mil espécies de fungos sdo conhecidas como agentes etioldgicos de
infecgdes em seres humanos (MendeS-Giannini et al. 1997; Kurokawa et al. 1998; Hofling-
Lima et al. 2005a). Entretanto, os agentes etioldgicos de oculomicoses mais comumente
registrados na pratica médica sao Aspergillus fumigatus, A. flavus, A. niger, Candida
albicans, Fusarium solani, F. moniliforme, F. oxysporum, Acremonium spp. Paecilomyces
lilacinus, P. variotii, Rhinosporidium seeberi, Paracoccidioides brasiliensis e outros fungos
dimorficos (Klotz et al 2000).

Alteragdes organicas gerais e locais, traumatismos, processos alérgicos oculares e
outros fatores facilitam a adaptagdo dos fungos a vida parasitaria, aumentando o poder
patogénico (Godoy et al. 2004).

De acordo com Lacaz et al. (2002), ceratite, Ulcera de cdrnea, hipopio, uveite,
endofitalmite e corio-renite constituem manifestagdes freqiientes no decurso das micoses

oculares.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 OBJETIVO GERAL

Diagnosticar micoses oculares em pacientes atendidos em emergéncias oftalmoldogicas

publicas de referéncias em Recife - PE e analisar a viruléncia dos agentes etioldgicos.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Detectar estruturas fingicas em amostras clinicas obtidas do globo ocular de pacientes
atendidos no Hospital das Clinicas e da Fundagdo Altino Ventura;

» Isolar os agentes etioldgicos das micoses oculares;

A\

Identificar os fungos isolados das amostras clinicas;

» Determinar a capacidade de aderéncia dos isolados;
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 CERATITE FUNGICA

O termo ceratite fingica ou ceratomicose refere-se a uma infec¢do da cornea de
aspecto supurativo, normalmente ulcerativo. Diferentemente de outras micoses, ndo ¢ uma
patologia fatal, porém ¢ de extremo comprometimento visual e dificuldade terapéutica
(Gomes; Alves, 2003).

As ceratites infecciosas e dentre essas, em especial as ceratites fingicas tém assumido
papel importante na oftalmologia pela crescente incidéncia (Carvalho et al. 2001).
Atualmente, cerca de 30.000 novos casos por ano sdo reportados nos Estados Unidos da
América (Mcleod et al. 1992; Carvalho et al. 2001). Este fato pode ser atribuido ao
desenvolvimento e ao uso indiscriminado de antibidticos de amplo espectro e de corticoides,
uso de lentes de contato e aumento do niimero de cirurgias corneanas (Foster et al 1992;
Vieira et al. 1997; Salera et al. 2002).

De Oliveira et al. (2001) afirmam que ceratite fngica ¢ encontrada principalmente na
populagdo rural, onde os trabalhadores estdo expostos a traumatismo da cornea com matéria
organica, pode apresentar-se com sintomas e sinais que ndo permitem distingui-la de uma
ceratite bacteriana, parasitaria ou viral sendo necessdrio a realizacdo de citologia e cultura
para afastar ou confirmar a presenca de fungo. O curso da ceratite fingica ¢ cronico,
requerendo semanas ou meses de tratamento.

Cavara (1928); Blanco e Re (1943); Frangois (1968) e Brunzini e Zapater (1985)
estudaram as oculomicoses sob o ponto de vista etioldgico, clinico e experimental. Segundo
esses autores diversas membranas e meios oculares apresentam condi¢des favoraveis para o
desenvolvimento e a proliferagao de fungos, podendo tais microrganismos determinar lesdes
primitivas ou entdo agravar processos preexistentes (Lacaz et al.2002).

Em 1973, Miranda Cueto realiza no Peru um estudo sobre micoses oculares e salienta
que a maioria dos pacientes era agricultores, especialmente plantadores de cana-de-agucar. Da
plantacdo foram retiradas 100 amostras de talos de cana-de-acticar e em 59 foi isolado F.
moniliforme (Lacaz et al. 2002).

Panda et al. (1997), analisando 211 casos de ceratite fingica em criangas com menos
de 16 anos na India, no periodo de cinco anos, demonstraram que trauma constituiu o fator

predisponente mais comum (55,3%), seguido por doenga sistémica (11,2%) e cirurgia ocular
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prévia (9,8%). Injaria da cornea por material vegetal foi responsavel por 60,5% dos casos de
trauma. Os fungos mais freqiientemente isolados foram Aspergillus (39,5%), Fusarium
(10,7%), Alternaria (10,2%), Curvularia (7,4%) e Penicillium (7%). Este estudo destaca a
importancia dos fatores de riscos € o organismo responsavel pela ceratite em criangas.

Wong et al. (1997) estudaram os aspectos clinicos e microbiologicos das ceratites
fungicas em Cingapura, no periodo de 1991 a 1995, sendo analisados 29 casos. A média de
idade dos pacientes foi de 41 anos e 23 eram do sexo masculino; dentre as varias ocupagoes,
nove eram pedreiros ocorrendo trauma ocular em mais da metade dos pacientes, sete foram
submetidos a terapia com corticdides e dois usavam lentes de contato. Os fungos mais
isolados foram Fusarium sp. seguido por A. flavus.

Sridhar et al. (2000) relataram um caso de ceratite por 4. flavus em uma jovem de 24
anos, trés dias apos ter sido submetida a uma cirurgia a Laser In Situ Keratomileusis
(LASIK).

Carvalho et al. (2001) estudando a ceratite fingica no estado do Parana (Brasil),
analisaram 49 pacientes observados de 1983 a 1997 e verificaram que os agentes mais
incidentes foram espécies de Fusarium, Aspergillus, Penicilium, Candida e outros fungos nao
identificados. Os autores concluiram que os principais fatores epidemioldgicos que podem ter
contribuido para a incidéncia das infec¢des fliingicas oculares nos 49 pacientes estudados
foram sexo masculino (84%), procedéncia de zona rural (71,4%), trauma ocular prévio (57%),
desempenho de trabalho na lavoura (46%) e historia de imunossupressao (18,37%).

Choi et al. (2001) relataram um caso de ceratite por Fusarium sp. em uma paciente de
20 anos, sem doencas prévias e sem historia de trauma, desenvolvendo tulcera de cornea no
olho esquerdo associado ao uso diario de lentes de contato.

Salera et al. (2001) entre 1994 e 1999 estudaram 20 casos de ceratite fingica no
Hospital Sdo Geraldo, Belo Horizonte - MG, constatando 15 pacientes do sexo masculino.
Um dos fatores associados foi trauma ocular (60%), Fusarium sp (60%) foi mais freqiliente
seguido por Aspergillus sp (30%).

Guarro et al. (2002) relataram um caso de ceratite por Sacopodium oculorum em um
garoto de 12 anos, apds cinco meses de tratamento com corticoides.

Shin et al. (2002), na Coréia relataram um caso de ceratite fungica por uma espécie de
Verticillium em um homem de 50 anos que ndo apresentava historia de trauma.

No Centro Hospitalar Nacional de Oftalmologista (Paris), entre os anos de 1993 a
2001, foram relatados 19 casos de ceratite fungica, dos quais 12 eram pacientes do sexo

masculino, a média de idade foi de 56,2 anos. O fator de risco mais comum foi o uso de
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esteroide (42,1%), transplante de cornea (31,6%), trauma (31,6%). C. parapsilosis e C.
albicans foram os fungos mais isolados (58%) seguidos por Aspergillus sp. (21%) e Fusarium
sp. (21%) (RONDEAL et al. 2002).

Verma e Tuft (2002) relataram um caso de ceratite por F. solani em uma paciente de 45
anos trés dias apo6s ter realizado uma cirurgia de Laser In Situ Keratomileusis (LASIK) para
corre¢do de miopia.

Bharathi et al. (2003), entre 1999 e 2002, estudaram no sul da India, 3.183 tlceras de
cornea das quais 1.095 (34,4%) foram de etiologia fingica. Das espécies isoladas, 471
(42,82%) foram de Fusarium, seguido por 286 (26%) de Aspergillus. Os homens foram os
mais afetados e a maioria dos pacientes eram jovens entre 21 a 50 anos. A maioria, 879
(80,27%) dos pacientes, procedera da zona rural e 709 (64,75%) eram agricultores; trauma
ocular foi o fator predisponente mais significante com 1009 (92,15% casos) sendo 671
(61,28%) injuria por material vegetal e 172 (15,71%) pacientes eram portadores de “diabetes
mellitus”. Os autores concluiram que traumas oculares relacionados as atividades agricolas
foram as principais causas de ceratite micoética.

Bourcier et al. (2003) apresentam a evolucao clinica e microbiologica de quatro
pacientes com ceratite causada por C. parapsilosis. Trés casos foram observados apos
queratoplastia penetrante e um apo0s terapia por corticoides. Os autores concluiram que uso de
corticoides e transplante de cornea constituem fatores de risco para ceratite causada por C.
parapsilosis.

Thomas (2003), descreveram os aspectos mais importantes das infeccdes de cérnea
por fungos as quais constituem um problema de visdo em trabalhadores de areas livres de
regides tropical e subtropical. Os autores observaram que infec¢des fungicas da cérnea sdo
freqliientemente causadas por espécies de Fusarium, Aspergillus, Curvularia ¢ Candida.
Trauma foi o fator predisponente mais importante, contudo doencas sistémicas e uso de
corticosterdides também foram fatores de risco. Os autores concluiram também que infecgdo
fingica da cornea continua sendo uma importante causa de morbidade ocular, particularmente
em comunidades agricolas de paises em desenvolvimento.

O acometimento intra-ocular por C. albicans pode ocorrer através de disseminagao
hematogénica do agente ou por inoculagdo direta do fungo; (Godoy et al. 2004) relatam um
caso de uma paciente submetida a transplante de cérnea que evoluiu com resposta
inflamatéria exacerbada durante o periodo pos-operatorio; foi iniciada terapia
imunossupressora com ciclosporina e alta dose de corticoéide topico, porém a paciente

desenvolveu endoftalmite por C. albicans. Os autores concluem que casos como este deve
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servir de alerta aos oftalmologistas quanto a possibilidade de infec¢do flingica nos pacientes
submetidos a transplantes penetrantes de cdrnea e que apresentam inflamagdo atipica de
dificil controle.

Chowdhary e Singh (2005) analisaram os prontuarios de 485 pacientes atendidos no
Hospital-Base no norte da India no periodo de janeiro de 1999 a junho de 2001. Dados sécio-
demogréficos, fatores de riscos, tratamento prévio, resultados laboratoriais e acuidade visual
foram analisados. Foram diagnosticados 191 (39%) casos de ceratite fungica 119 (62.3%)
através do exame direto e 114 (60%) de culturas. O sexo masculino foi o mais acometido com
(68%). Os fatores de riscos mais notados foram trauma de coérnea com 42%, uso de lentes de
contato 25% e esterdide topico em 21% dos pacientes. As espécies fingicas mais isolados
foram de Aspergillus com 78 (41%) casos seguido de Curvularia com 55 (29%). Os autores
ressaltam a importancia do exame direto e cultura no diagnéstico como fundamental para a
instituicdo do tratamento adequado e bom progndstico do quadro clinico.

Ferrer et al. (2005) relatam um caso de endoftalmite por Fusarium proliferatum em
um paciente de 66 anos submetido a uma cirurgia de catarata e implantagdo de lentes intra-
ocultar. O diagndstico foi estabelecido por microbiologia classica e biologia molecular (PCR
e DNA). Tratamento oral com anfotericina B, e cetoconazol topico associado a natamicina foi
eficaz.

Hofling-Lima et al. (2005b) relatam um caso atipico de infec¢ao fingica da cérnea por
Fonsecaea pedrosoi em um estudante de 18 anos que desenvolveu ulcera de cornea em olho
direito 28 dias apos trauma de cornea com fragmento de vidro.

Maidana et al. (2005) realizaram um estudo retrospectivo nos prontuarios de 146
criangas atendidas no Departamento de Oftalmologia do Hospital de Clinicas da Universidade
Nacional de Assungdo - Paraguai, no periodo compreendido entre marco de 1988 a agosto de
2002; com idade variando de 0 a 18 anos, todas com ulceras de cornea de etiologia infecciosa.
As culturas foram positivas nas amostras clinicas de 113 pacientes (77%) e destas 78 (70%)
foram de etiologia bacteriana e 35 (30%) de etiologia fingica, as principais espécies foram
Acremonium ssp (25%), Fusarium ssp (14%) e A. fumigatus (14%).

Paula et al. (2006) afirmam que endoftalmite por Aspergillus estar geralmente
relacionada a disseminacdo local ou sist€émica do agente em pacientes imunocomprometidos,
no entanto relatam um caso raro de glaucoma bilateral grave secundério a uma infec¢do intra-
ocular por 4. niger em um jovem de 27 anos portador do virus da imunodeficiéncia humana

adquirida-HIV, na auséncia de qualquer foco detectavel de aspergilose. Os autores concluiram
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que a endoftalmite por Aspergillus deve ser considerada em pacientes HIV - positivo mesmo
na auséncia de aspergilose sistémica.

Suzuki et al. (2007) relatam um caso de ceratite causada por um fungo raro,
Malassezia restricta em um trabalhador rural de 70 anos, diabético. Apds contaminacdo do
olho esquerdo por material vegetal, o paciente foi tratado com agentes antiflingicos tdpicos
pimaricina 5%, miconazol 2% e 150mg/dia oral de itraconazol, com a ulcera cornea

desaparecendo apos cinco semanas de tratamento.

2.2 ADERENCIA DOS FUNGOS AS CELULAS EPITELIAIS

Os fungos sdo microrganismos que possuem varios fatores os quais permitem
crescimento nas condi¢coes adversas oferecidas pelo hospedeiro, propiciando o
estabelecimento da relagdo parasitaria e contribuindo no processo de doenga. Esses fatores sao
conhecidos como fatores de viruléncia auxiliando no desenvolvimento da infeccdo e
interferindo com a patogénese das micoses (Kurokawa et al. 1998).

Segundo Sidrim; Rocha (2004), dentre os fatores de viruléncia que t€m sido estudados
entre os fungos, destaca-se a aderéncia aos tecidos do hospedeiro.

Aderéncia ¢ a capacidade do microrganismo se aderir as células epiteliais. Fatores
extrinsecos e intrinsecos ao organismo influenciam o desencadeamento das micoses agindo,
também, na capacidade de adesdo as superficies mucosas; esta caracteristica desempenha um
papel decisivo na patogénese de infecgdes flungicas, sendo considerada como um
determinante na origem dos processos infecciosos (Sobel et al., 1981; Ghannoum; Edwards,
1992).

A variagdo do mecanismo de aderéncia depende de carboidratos, glicocorticéides,
corticosterdides, antibidticos, drogas antifiingicas, sais e soro sangiiineo. Também interferem
no mecanismo de aderéncia, a concentragdo, idade, viabilidade das culturas dos
microrganismos (Douglas, 1985; Bykov; Velichko, 1988; Macura; Tondyra, 1989;
Ghannoum; Edwards, 1992).

A aderéncia as células epiteliais pelos microrganismos consiste no primeiro estagio
para desencadeamento do processo patogénico no tecido hospedeiro. Estudos tém
demonstrado que ha variagdes na capacidade de aderéncia por algumas espécies de fungos, o
que explica o porqué de algumas leveduras serem encontradas mais freqiientemente

colonizando mucosas (Ellepola; Samaranayake, 1998; Jabra-Rizk et al., 2001).
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A aderéncia aos tecidos do hospedeiro ¢ um pré-requisito essencial para colonizacdo e
infeccdo. Tsang; Samarannyake (1999), compararam a aderéncia de 15 isolados de C.
albicans coletadas da cavidade bucal de pacientes infectados com o HIV com 12 isolados
coletados de cavidade bucal de pacientes sem este virus. Os autores, concluiram que a
aderéncia de C. albicans isoladas de pacientes portadores do virus HIV ndo diferiu
significativamente dos isolados de pacientes livres do virus HIV.

Estudando o possivel envolvimento de aderéncia de espécies de Candida em mucosas,
King et al. (1980), examinaram in vitro a capacidade de aderéncia de sete espécies de
Candida. Os resultados indicaram que C. albicans se adere as células epiteliais da boca e
vagina mais significantemente que as outras espécies testadas. C. tropicalis e C. stellatoidea
demonstraram capacidade de aderéncia moderada enquanto C. parapsilosis mostrou pouco
grau de aderéncia.

Khaled e Abu-Elteen (2000), investigaram a aderéncia de trés espécies de Candida as
células epiteliais bucais apos tratamento com diferentes concentracdes de extrato de tamara.
Os autores observaram que o extrato reduz significativamente a aderéncia de C. albicans, C.
tropicalis e C. kefyr as células epiteliais bucais. Constataram ainda que o extrato de tdmara
também inibiu a formacdo do tubo germinativo de C. albicans (56-85%) o qual talvez pode
ter contribuido para os efeitos da aderéncia.

Panagoda et al. (2001), investigaram in vitro a aderéncia de 24 isolados de C.
parapsilosis e 12 isolados de C. albicans, em relagdo a hidrofobicidade da superficie da
célula, aderéncia a célula epitelial bucal e superficie acrilica. Os autores concluiram que nao
houve diferenca significativa em relacdo a aderéncia as células epiteliais bucais entre as
espécies, porém, C. parapsilosis demonstrou uma tendéncia maior em se aderir as células
epiteliais bucais e a superficie acrilica. Este resultado mostrou a intima relacdo entre
aderéncia e a superficie hidrofobica das células em candidiases e implica que estas espécies
sdo igualmente potentes em colonizar mucosas.

Vidotto et al. (2003), estudaram a capacidade de aderéncia a cé€lulas epiteliais da boca
e vagina de 27 cepas de C. albicans e 26 de C. dubliniensis isoladas de pacientes portadores
do virus HIV. As amostras apresentaram importantes niveis de aderéncia. Os autores
concluiram que as espécies de Candida se adaptaram em termos de aderéncia as mucosas
vaginal e bucal.

Dagdevirem et al. (2005) investigaram a presenga de fatores de viruléncias incluindo a
capacidade de aderéncia em 33 isolados de C. parapsilosis, destes 19 eram provenientes de

cultura de sangue. A média de aderéncia dos 19 isolados de cultura de sangue foi de 52,63%
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enquanto 14 isolados de cultura ndo-sangue foi de 57,96% esses valores ndo diferiram
significativamente (p>0.05).

Tamura et al. (2007), avaliaram o potencial de viruléncia de 23 amostras, incluindo
C.albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. lusitaniae e C. glabrata isoladas de cateteres e
maos de trabalhadores em um hospital do nordeste do Parana. Os autores concluiram que as
leveduras isoladas de cateteres foram mais aderentes e hidrofobicas (p<0.05) que as isoladas
das maos e que algumas espécies de Candida expressam com mais intensidade os fatores de

viruléncia.
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3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

3.1 OBTECAO DAS AMOSTRAS CLINICAS

Trata-se de um estudo prospectivo, transversal e descritivo, sendo a amostra composta
de pacientes diagnosticados com ceratite infecciosa, atendidos em emergéncia oftalmolédgica
publica de referéncia, Recife-PE, No periodo de outubro de 2006 a outubro de 2007 foram
atendidos 80 pacientes dos quais foram realizadas coletas de raspados de cérnea em 73
pacientes. Foram incluidos neste estudo, pacientes com infeccdo de cdrnea independente do
inicio do tratamento clinico, ndo resposta ao tratamento clinica e recidiva do quadro apds o
tratamento cirurgico. Foram excluidos os pacientes que apresentaram risco ou quadro
estabelecido de perfuracdo ocular no momento do exame.

Foram analisadas as varidveis de sexo, idade, profissdo, periodo entre inicio dos
sintomas e entrada no servigo, fatores de risco, medicagdes prévias, uso de lentes de contato,
histérico de cirurgia ocular prévia, tratamento inicial instituido e evolugdo do quadro
oftalmologico.

Os raspados de cornea foram coletados com auxilio da ldmpada de fenda utilizando-se
a espatula de Kimura. As amostras clinicas foram coletadas do centro e bordas da lesdo, em
seguida fixadas e coradas em laminas de vidro pelos métodos de Gram e Giemsa e observadas
ao microscopio, para evidenciar de estruturas fungicas. Paralelamente, fragmentos das
amostras clinicas foram inoculados na superficie dos meios, agar Sabouraud e BHI (“Brain-
Heart-Infusion”), contidos em placa de Petri, para possivel isolamento e obtengdo de cultura.
As culturas obtidas foram mantidas a temperatura ambiente (T.A=28°C+1°C) e acompanhada
por até 15 dias de crescimento, para proceder a purificagdo e identificagao.

Para purificagdo foram retirados fragmentos das colonias e semeadas na superficie do
meio agar Sabouraud, acrescido de 50mg/L cloranfenicol contido em placa de Petri. Apds o
surgimento das unidades formadoras de colonias fragmentos das culturas foram transferidas
para tubos de ensaios contendo meio especifico para posterior identificagao.

Para identificagdao dos isolados foram observadas caracteristicas macroscopicas (cor €
aspecto das coldnias) e microscopicas (tipo de esporo e septacdo do micélio) a partir de
microcultivos, foram feitas preparagdes de laminas com auxilio do corante Azul de Amann
para melhor observagao das estruturas fingicas ao microscopio (Barnett et al. 1990; De Hoog

et al. 2000; Lacaz et al. 2002; Sidrim; Rocha, 2004).
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3.2 ADERENCIA IN VITRO DE FUNGOS FILAMENTOSOS E LEVEDURAS

A aderéncia de fungos filamentosos e leveduras as células epiteliais bucais (CEB), foi
realizada utilizando-se o método de Kimura e Pearsall modificado como descrito por Ellepola
e Samanarayake (1998). CEB foram obtidas através de swab da boca de um individuo
saudavel. As células foram lavadas trés vezes por centrifugacdo em solu¢do tampao salina
fosfato (PBS) (pH 7.4, 0.1M), resuspensas ¢ ajustadas a uma concentragao de 2 x 105 células
epiteliais bucais/mL.

A aderéncia entre CEB e as células fungicas foi testada através da adi¢do de 50uL de
suspensdo a 1% de células de levedura ou conidios nos pogos de placas de titulagdo. As placas
foram entdo submetidas a mistura por 2 min (selecionados como tempo de interagdo 6timo no
teste preliminar), e depois observadas para verificar agregacao visivel. Controles negativos
dos pocos contendo 50uL. de CEB com 50uL de PBS e 50uL de suspensdo de células de
leveduras ou conidios com 50uL PBS foram realizados em cada placa de microtitulagdo. O
teste para cada isolado foi repetido trés vezes.

O sistema de graduagao que segue foi utilizado para determinar os seguintes
resultados: (M) maxima agregacdo visualizada; aderindo entre 50% a 100% da area
superficial; (w) agregagdo fraca ou difusa, por aderir até 50%; (n) aderéncia nao visualizada.

Para observar a aderéncia microscopicamente, uma gota do corante azul de metileno
foi colocada em lamina limpa, coberta por uma laminula e observada microscopicamente com
objetiva de 40x. Cada lamina tinha 100 células epiteliais e foi avaliada de acordo com a
porcentagem da area superficial aderida por conidios e células de leveduras. A aderéncia as

CEB foi fotograficamente registrada.
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4 RESULTADOS E DISCURSAO

4.1 CERATITE FUNGICA

Ceratite fungica foi diagnosticada em 16 (20%) do total de 80 pacientes estudados,
desses os mais comumente acometidos eram homens com 75% dos casos de ceratite e as
mulheres com 25%. A maioria dos casos de ceratite foi relatada em pacientes com idade entre
23 a 70 anos. Os principais fatores predisponentes identificados neste estudo foram trauma
(81,25%), lagoftalmo (6,25%) e condicdes sistémicas como imunossupressao incluindo
diabetes mellitus (6,25%) e hanseniase (6,25%). Foram isoladas de raspados de cérnea um
total de 14 fungos filamentosos e duas leveduras.

Dos 16 (20%) pacientes, o exame direto de esfregagcos de raspados da cérnea corados
com Gram e Giemsa revelou a presenca de estruturas fungicas (Figura 1) com obtencdo de
fungos em culturas. Dos casos de trauma foram isolados Aspergillus fumigatus (1), F.
dimerum (1), F. oxysporum (1), F. solani (4), Microdochium nivale (1), Mycelia sterilia (3),
Penicillium commune (1) e Trichoderma longibrachiatum (1). De doenca ocular (lagoftalmo),
diabetes mellitus e de hanseniase F. solani (1) C. albicans (1) e Trichosporon cutaneum (1)
respectivamente. Quando diagnosticado ceratite por fungos filamentosos e leveduras foi
realizado apos oito dias, nova avaliagdo dos raspados de cérnea.

Antifingicos foram prescritos nos casos em que os esfregacos revelaram a presenca de
estruturas fungicas. Atualmente, nenhuma droga antimicotica ¢ ideal (ndo toxica, fungicida
com boa penetracdo na cornea), assim, a escolha ¢ freqlientemente baseada na resposta
clinica. Os protocolos de tratamento com natamicina a 5% topica (pimaricina) e anfotericina
B a 0,5% foram similares aos usados pela maioria dos pesquisadores (12,16).

Antifungico oral foi usado de acordo com o tratamento estabelecido (17,19). Em
6,25% dos pacientes o agente antifungico foi eficaz com melhora da lesdo de cornea, no
entanto na maioria dos casos a condi¢ao do olho piorou com aumento do infiltrado da cornea
e hipdpio. Nesses pacientes, foi realizado exame biomicroscopico que revelou leucoma
central e baixa acuidade visual, sendo indicado transplante de cérnea.

Ceratite fingica ¢ considerada uma doenga devastadora responsavel pela perda da
cornea, e a segunda causa de cegueira em pais em desenvolvimento (7,10). Em geral, essa
micose ¢ mais comum nos homens que em mulheres. Isto provavelmente ¢ porque os homens

estao mais associados com atividade extensa ao ar livre, o que implica uma maior exposi¢ao a
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corpos estranhos (2). No entanto, Tanure et al. (16) relataram que homens e mulheres da
América do Norte sdo igualmente afetados.

Outros relatos também afirmam que trauma ¢ o fator comum no espectro da ceratite
fungica (5,16). Outros fatores de riscos sao diabetes mellitus (5,12) e infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (16). No presente estudo identificamos apenas um paciente com
diabetes mellitus e um com hanseniase.

Em nosso trabalho, fungos filamentosos foram os principais agentes de ceratite
antecedido por trauma. De acordo com Chowdhary et al. (3), ceratite infecciosa geralmente
ocorre em paciente com cornea lesionada e com as defesas imunes comprometidas. Nossos
dois casos de ceratite por Candida albicans e Trichosporon cutaneum ocorreram em cérnea de
imunocomprometidos (diabetes mellitus e hanseniase). Dois casos de infec¢do poOs -
operatoria por Trichosporon cutaneum foi descrita por Sheikh et al. (13) em degeneragdo
ocular levando a perda da visdo em um olho e enucleag¢do do outro.

Em paises em desenvolvimento as espécies de Aspergillus e Fusarium tém sido os
fungos mais isolados (18, 20). Similarmente nos paises desenvolvidos como Estados Unidos e
Gra-Bretanha espécies de Candida sao mais isoladas nos casos de ceratites fungicas (6,16).

As manifestagdes clinicas das ceratites fungicas dependem do tipo de fungo. As
ceratites por Candida geralmente manifestam-se com bordas regulares, enquanto as causadas
por fungos filamentosos, como Fusarium sp e Aspergillus sp, mostram ulceras com bordar
irregulares, infiltracao e hipdpio (3), como nos nossos casos. De acordo com De Hoog (4) a
espécie mais comum de infeccdo ocular ¢ F. solani, entretanto, outras espécies como F.
dimerium, F. oxysporum, F. sacchari e F. verticillioides sdo raramente envolvidos.
Interessantemente, nods descrevemos F. dimerium e F. oxysporum como agentes de infec¢ao
ocular.

Foram isolados também trés dos nossos casos Mycelia sterilia, o qual ¢ citado por Sun
et al. (14) em pacientes Chineses apresentando esta micose. Em trés dos nossos casos
Microdochium nivale, P. commune e T. longibrachiatum foram encontrados sendo o primeiro
relato em infec¢ao ocular.

Exame microscopico direto de esfregaco corado com Gram e Giemsa representa
rapido, confiavel e de baixo custo para o diagnostico, bem como apresenta alta sensibilidade,

facilitando terapia antifingica precoce, antes do resultado da cultura (3).
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4.2 ADERENCIA IN VITRO DOS FUNGOS AS CELULAS EPITELIAIS BUCAIS

A figura 2 ilustra a capacidade maxima de aderéncias as CEB por Aspergillus
fumigatus (A), Candida albicans (B), Fusarium solani (C), Penicilium comune (D), fraca
aderéncia por F. dimerum (E), Trichoderma longibrachiatum (F), Trichosporon cutaneum (G)
e sem aderéncia por F. oxysporum e Microdochium nivale (H).

A principal diferenca no grau de aderéncia as CEB foi interespecifica, entre F.solani e
as demais espécies (Tabela 1).

Aderéncia flingica ¢ inicialmente afetada por combinagdo de interagdo hidrofobica e
eletrostatica e a capacidade de aderéncia depende de véarios fatores, como o estado
hidrofobico da parede celular fingica (Blanco et al., 1997; Jabra-Rizk et al., 2001), as
caracteristicas da superficie do substrato (Imbert et al., 2002), e as condigdes do método
empregado (Sullivan et al., 2004). Nossos resultados confirmam que a adesdo as CEB podem
ocorrer tanto por leveduras quanto por fungos filamentosos apresentando variados graus de
aderéncia.

Dos agentes etioldgicos responsaveis pela infecgdo de cornea dos nossos pacientes,
Microdochium nivale, Penicillium commune e Trichoderma longibrachiatum sdo citados pela
primeira vez em lesdo ocular e testados quanto a capacidade de aderéncia, s6 ha relatos com
C. albicans. Esta ¢ um comensal da microbiota do olho e outras espécies sdo mais comumente
adquiridas ap6s trauma de cornea, cirurgia, hospitalizacao e imunossupressao (Thomas, 2003;
Wu et al., 2003).

Nas infecgdes, a aderéncia e producdo de enzimas contribuem para viruléncia de
leveduras, porém a formag¢do de pseudomicélio e micélio verdadeiro conduzem a
patogenicidade (Sudbery, 2004).

A espécie mais comum em casos de infec¢ao ocular € F. solani (De Hoog et al., 2000),
contudo F. dimerum e F. oxysporum estdo mais raramente envolvidas em infec¢do ocular
(Guarro and Gené, 1995). Tem sido sugerido que a razdo para definir a viruléncia de
Fusarium em infec¢des da cornea nao esta relacionada com a capacidade de aderéncia deste
género, mas a producdo de toxinas, substincias que contribui para penetracdo do fungo e
auxiliam no desenvolvimento das lesoes (Kuriakose e Thomas, 1991).

Resultados contraditorios tém sido encontrados com aderéncia as CEB e
hidrofobicidade da superficie celular. Alguns autores consideram que a hidrofobicidade
celular quando comparadas as células hidrofilicas s3o mais aderentes as células bucais (Jabra-

Rizk et al., 2001), entretanto, McCarron et al. (2004) encontraram uma relacdo inversa entre a
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hidrofobicidade da superficie celular e a aderéncia. Samaranayake et al. (2003),
demonstraram uma correlagdo positiva em um unico isotipo, contudo, nenhuma correlagao
significante foi observada quando isolados de Candida foram testados conjuntamente e
avaliados como um grupo. Nossos resultados mostram que a hidrofobicidade ndo interferiu na
aderéncia as CEB, visto que, leveduras (hidrofobicas) e espécies filamentosas (menos
hidrofébicas) mostraram méaxima aderéncia.

Nos definimos as condi¢des do estudo in vitro reprodutiveis, mas torna-se importantes
estudos utilizando um nimero maior de isolados e condigdes in vivo.

Em conclusdo, esse estudo demonstra que A. fumigatus, C. albicans, F. solani e P.
comune, tiveram alta capacidade de se adaptarem as condi¢cdes ambientais.

Pesquisas relacionadas com a patogenicidade de infec¢des flingicas oculares sdo

necessarias para desenvolver abordagens inovadoras na prevengao e controle da doenca.
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Figura 1. Raspado de cornea corado com Giemsa mostrando hifa hialina (A), conidios (B),
hifa artrosporada (C), células de leveduras (D). Aumento X 1000. Respectivamente, estruturas
micréscopicas de Aspergillus fumigatus (A,), Penicillium commune (A,), Trichoderma
longibrachiatum (As), Fusarium oxysporum (B,), Trichosporon cutaneum. (C,), Candida

albicans (D). Aumento X 400.
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Tabela 1. Aderéncia as células epiteliais bucais de fungos filamentosos e leveduras obtidas de

raspados de cornea.

Nuimero de Registro Espécies de Fungos Aderéncia
01 Aspergillus fumigatus M
02 A. fumigatus M
03 Candida albicans M
04 Fusarium dimerum w
05 F. oxysporum n
06 F. solani M
07 F. solani M
08 F. solani M
09 F. solani M
10 F. solani M
11 Microdochium nivale n
12 Penicillium comune M
13 Trichoderma longibrachiatum W
14 Trichosporon cutaneum w

M - maxima aderéncia, w — fraca aderéncia, n — sem aderéncia.
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Figura 2. Aderéncia maxima as células epiteliais bucais por Aspergillus fumigatus (A), Candida
albicans (B), Fusarium solani (C), Penicilium comune (D); Fraca aderéncia por F. dimerum (E),

Trichoderma longibrachiatum (F), Trichosporon cutaneum (G) e Sem aderéncia F. oxysporum (H).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos podemos concluir:

> Infeccdes fungicas oculares ocorrem frequentemente em pacientes expostos a fatores
predisponentes.

> O diagnodstico precoce ¢ fundamental para o tratamento, prognéstico e cura da ceratite
fingica.

> O diagnostico de infecgdes fungicas oculares s6 ¢ possivel através do exame direto

e/ou cultura.

> Diabetes mellitus, hanseniase e trauma ocular predispdoem as infec¢des flingicas
oculares.
> Fusarium solani em paciente com diabetes mellitus causa perda de globo ocular e

Candida albicans em paciente com hanseniase causa perda de visdo.

> Os agentes etiologicos mais freqlientes de infecgdes fungicas oculares sao Fusarium
solani e Aspergillus fumigatus.

> Este ¢ o primeiro relato de Penicillium comune e Trichoderma longibrachiatum como
agentes de infeccao fungica da cornea.

> Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Fusarium solani, Penicilium comune
apresentam forte grau de aderéncia as células epiteliais bucais, F. dimerum,
Trichoderma longibrachiatum e Trichosporon cutaneum mostram fraca aderéncia e F.
nivale e F. oxysporum sdo incapazes de se aderir.

> Entre isolados de uma mesma espécie, ocorrem diferengas na aderéncia as células

epiteliais bucais.
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EVISCERACAO DE OLHO POR FUSARIUM SOLANI EM PACIENTE DIABETICO

Resumo

O género Fusarium esta entre os agentes que mais freqiientemente causam ceratomicoses em
humanos de forma supurativa, usualmente como doenca ulcerativa de cornea. Trauma de
cornea ¢ o fator predisponente mais comum para ceratomicoses. Outros trabalhos reportaram
fatores predisponentes que incluiam doengas como diabetes mellitus. Os autores relataram um
caso de perda de olho em um homem de 61 anos de idade, com diabetes mellitus insulina
dependente tipo II atendido no Servigo de Oftalmologia do Hospital das Clinicas em
Pernambuco, Brasil. O diagnostico foi confirmado através de exame direto e cultura o qual
revelou a presenca de hifas septada sendo a espécie identificada como F. solani através de
cultura.

Palavras-chave: Evisceracdo de olho, Fusarium solani, diabetes mellitus.
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O género Fusarium ¢é conhecido como um saprobio de solo e um patégeno de planta
de interesse econdmico. Todavia, estdo freqlientemente implicados em infec¢des humanas os
fatores predisponentes incluem trauma de cornea e doengas sistémicas tais como diabetes
mellitus. F. solani, F. oxysporum e F. moniliforme sao conhecidos por causarem infecgdes de
pele, unha, olhos e também por terem a habilidade de se aderirem a materiais prostéticos
(lentes de contato, catéteres) (Tanure et al. 2000, Anandi et al. 2005, Anuradha & Kirti 2005).

Tem sido sugerido que a razdo para a marcante viruléncia de Fusarium ¢ a producao
de substancias que facilitam o fungo a penetrar na cornea ou toxinas que ajudam a produzir
lesdes (Guarro et al. 2003, Dignanil & Anaissie 2004).

Ceratomicoses podem rapidamente conduzir a destrui¢do progressiva da cornea e a
perda de visdo na maioria dos casos (Guarro et al. 2003, Dignanil & Anaissie 2004).

Um homem de 61 anos de idade, aposentado, com diabetes mellitus tipo II insulina
dependente foi atendido no Servigo de Oftalmologia do Hospital das Clinicas de Pernambuco,
Brasil, 2006. Paciente reclamava de dores no olho direito por aproximadamente dez dias,
negava doengas oculares prévias ou injurias por traumas. Ao exame clinico, apresentou
secrecdo esverdeada, hiperemia conjuntival, tlcera de cornea central com bordos irregulares e
hipopio (Fig. 1A).

O paciente iniciou tratamento com vancomicina tdpica (25mg/mL), amicacina
(50mg/mL) e fungison (2pug/mL) de hora em hora.

Raspados de cornea profunda foram coletados com espatula de Kimura para exame
direto. Montagens coradas pelo método de Gram revelaram a presencga de hifas septadas (Fig.
IB) e culturas em Sabouraud (Difco), infusdo de cérebro e coracdo (Difco) e 4dgar sangue
(Merk), foram incubadas a 25 °C e 37 °C. Ap6s cinco dias F. solani (Fig. 1) foi identificado
em cultura.

O paciente iniciou tratamento oral com amphotericina B (200mg) duas vezes ao dia.
Todavia, os sintomas persistiram e pioraram; evisceragdo foi realizada como a unica forma
possivel de tratamento.

Ceratomicose ¢ uma doenca relativamente comum que pode rapidamente conduzir a
destruicao progressiva de cornea e perda de visdo na maioria dos casos como na diabetes
mellitus (Doczi et al. 2004). A ocorréncia de ceratomicoses é de grande importancia nao
apenas pelos problemas no diagnéstico, mas também devido a severidade das manifestacdes
clinicas e ao pobre prognostico apesar do tratamento antifiingico. A severidade e progressao
das infec¢des fungicas usualmente dependem da existéncia de doencas de base prévias,

mecanismos de defesa local prejudicado e espécies fungicas envolvidas (Thomas 2003).
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O prognostico das manifestacdes clinicas e visuais da ceratite fingica depende do tipo
de fungo, e do desenvolvimento de procedimentos para detecgdo e identificacdo de patdgenos
fingicos além de tratamento rapido (Ferrer et al. 2001). Espécies de Fusarium sao
relativamente resistentes ao tratamento com agentes antifungicos (Pujol et al. 2001).

O presente relato de caso destaca a relevancia do exame direto, identificagdo do agente
causal e doengas pré-existentes as quais devem ser examinadas rapidamente a fim de evitar

agravamento.
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Figura 1. Aspecto clinico do olho apresentando hiperemia conjuntival, Ulcera central de
cornea com bordos irregulares e hipopio (A); montagem por coloragdo de Gram exibindo
hifas (B); macroconidios falcados (C); hifas septadas e ramificadas, conididforo produzindo

microconidios (D).
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CORNEAL TRANSPLANTATION IN A CHILD WITH ACUTE FUNGAL
KERATITIS

ABSTRACT

Mycotyc keratitis is a devastating eye infection usually caused by filamentous fungi which
occurs in all age groups though children tend to be less affected. Aspergillus fumigatus is
rarely cited as agent of this eye infection. Here we report a case of fungal keratitis in a child
with loss of cornea after injury. Corneal scraping was collected for smears. Direct
examination of clinical samples revealed abundant dichotomous branching and septation of
hyphae. Cultures were positive for 4. fumigatus. Treatment with pimaricin was not effective

and keratoplasty was indicated.

Key words: Mycotic keratitis, Aspergillus fumigatus, corneal transplantation.



44

TRANSPLANTE DE CORNEA EM CRIANCA COM CERATITE FUNGICA
AGUDA

RESUMO

Ceratite micdtica € uma grave infec¢do de olho usualmente causada por fungos filamentosos e
ocorre em todas as faixas etdrias sendo as criancas menos afetadas. Aspergillus fumigatus &
raramente citado como agente desta infeccdo ocular. Nos reportamos um caso de ceratite
fingica em crianca com perda de cornea apdés dano ocular. Raspados da coérnea foram
coletados para esfregacos. Exame direto das amostras clinicas revelou hifas septadas e
dicotdmicas. As culturas foram positivas para 4. fumigatus. Tratamento com pimaricina nao

foi efetivo e ceratoplastia foi indicado.

Palavras-chave: Ceratite micotica, Aspergillus fumigatus, transplante de cornea.
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Ceratite micotica ¢ uma infec¢@o ocular devastadora adquirida apods lesdo e apresenta
maior morbidade do que as infecgdes bacterianas, o diagnostico ¢ freqiientemente tardio e as
drogas disponiveis nem sempre sao eficazes (19). Esta micose ¢ comum em ambientes rurais,
contudo tem sido cada vez mais relatado apos procedimento de cirurgia ocular (6,20).

Fungos filamentosos sdo freqiientemente causas de ceratomicose em humanos e
potencialmente de perda de visdo, particularmente em paises em desenvolvimento (8,16).
Multiplas espécies de fungos sdo relatadas infectando a cornea humana, e mais de trinta
géneros estdo envolvidos nessa doenca (4). O mais comum agente etiologico de ulcera de
cornea ¢ Fusarium seguido por espécies de Aspergillus (22).

Infecgdes por Aspergillus tém crescido em importdncia nos ultimos anos e A.
fumigatus & a espécie prevalente do género (11). Trauma penetrante no olho, cirurgia de
catarata e disseminag¢ao hematogénica sao condicdes associadas a endoftalmite endégena por
Aspergillus (7,9).

Muitos fatores predisponentes sdo mencionados para ceratomicose, como uso de
esterdides topicos ou sistémicos, trauma, desordem preexistente na superficie ocular, que
pode produzir uma superficie sem epitélio, uso de antibidticos e doengas sistémicas (4,10). O
trauma por material vegetal pode ocorrer com introdugdo de fungo diretamente na cornea ou a
infec¢do se estabelecer apos um defeito epitelial (13). Comumente ocorre conseqiiéncia
ocular devastadora quando a infec¢do ndo tem diagnostico precoce e tratamento adequado
(22).

Neste relato, apresentamos um caso de infec¢do grave de cornea por 4. fumigatus em
uma crianga de trés anos de idade, atendida no setor de oftalmologia da Fundacdo Altino
Ventura, Recife-Brasil em junho de 2007 com ceratite aguda no olho esquerdo.
Aproximadamente uma semana antes o paciente, quando brincava, sofreu um trauma por
corpo estranho. Desde entdo, o mesmo se queixava de crescente desconforto no olho.

O paciente apresentou ulcera de cornea central de 4 mm de didmetro com bordos
irregulares, sem perfuracdo, sendo observado um hipopio de 1.0 mm.

Amostras foram coletadas por raspagem do centro e bordos da ulcera de cornea,
usando espatula de Kimura esterilizada em chama, a qual foi submetida a andlise
bacteriologica e micologica. O exame direto das amostras clinicas foi realizado pela coloracao
de Gram e Giemsa.

As culturas foram preparadas usando agar sangue, agar infusdo de cérebro e coracao
(BHI) e agar Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol (Difco) incubado a 30°C e 35°C

em uma atmosfera aerdbica e anaerdbica. ApoOs cinco dias, numerosas colOnias
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esbranquigadas se desenvolveram em todos os meios. Subculturas foram preparadas e as
colonias puras foram transferidas para a superficie do meio agar Czapeck para identificacao
caracteristicas macroscopicas e microscopicas da morfologia colonial (5,12). Culturas foram
consideradas positivas quando o crescimento do fungo aconteceu em duas ou mais placas de
Petri de acordo com a positividade do exame direto.

O exame direto do raspado usando coloracdo de Gram revelou a presenca de hifas
septadas e dicotomicas. O agente etiologico cresceu de cinco dias e o nimero de colonias,
aparentemente da mesma espécie fungica cresceu em todos os meios e nas diferentes
temperaturas. Macroscopicamente a cultura produziu uma coldnia plana e branca que
rapidamente tornando-se cinza-esverdeada, com a producdo de conidios, textura variou de
aveludada a flocosa, com reverso incolor. As cabecas conidiais colunares e agrupadas,
variaram de 200-400p por 50u. Microscopicamente foram observados conidioforos curtos,
lisos, com até 300p de comprimento e 5-8u de didmetro. O fungo foi identificado como A.
fumigatus de acordo com Klick (12). Os resultados das culturas bacteriologicas foram
negativos.

Desde que o diagnostico foi estabelecido, o tratamento foi iniciado com primaricina
5% aplicado topicamente a cada hora por 25 dias. Este medicamento ndo foi efetivo e
ceratoplastia foi indicado apos insucesso terapéutico.

Ceratite micotica pode ocorrer em uma variedade de zonas climaticas e sdo mais
comuns, em regioes com clima tropical e subtropical, ambos encontrado na maior parte do
Brasil (5,17). Nos paises em desenvolvimento e de clima imido, sdo favoraveis a ceratite
infecciosa por trauma, a atividade agricola associada @ ma nutricdo. Além disso, os fungos
estdo normalmente presentes como comensal na microbiota de olhos saudaveis em cerca de 3-
28% (1,5,18 ) e pode invadir a cornea em condi¢cdes favordveis como apds trauma,
administracao de corticosterdides (2). Ocorre em todas as faixas etarias embora as criangas
sejam menos afetadas (4,15).

Fungos filamentosos sdo mais comuns em pacientes com historia de trauma no olho.
Contudo fungos sdao agentes oportunistas que raramente infectam cornea saudavel de
individuos imunocompetentes (22).

Ceratite por Aspergillus causa ulcera de cornea com infiltracdo e bordos irregulares
(21), como em nosso caso. Aqui relatamos um caso severo de ceratite por A. fumigatus com
perda de cérnea apds injuria. A. fumigatus € pouco freqliente em infec¢ao de olho humano. A
espécie ¢ mais comumente encontrada no solo e a injuria ocular atribuida a contaminagdo

proveniente do solo (14).
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As manifestacdes clinicas e prognostico visual da ceratite fingica dependem do tipo
de fungo, conseqiientemente, o desenvolvimento de procedimentos para deteccdo e
identificacdo répida do fungo patéogeno sdao importantes (21). Assim, técnicas rapidas e
confidveis de diagndsticos podem salvar a visdo de muitas pessoas com ceratite fingica o que
justifica a importancia do exame direto e cultura positiva como ferramenta de diagnostico,
acompanhamento e tratamento de ceratite fingica o atraso no diagndstico e tratamento errado
pode levar a perda da visao (3).

Nosso relato confirma que ceratite fungica causada por A. fumigatus ocorre em
criangas e ndo apresenta boa resposta terapéutica com primaricina.
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Superior (CAPES), Brasil.

REFERENCIAS

1. Ando, N.; Takatori, K. (1982). Fungal flora of the conjunctival sac. Am. J. Ophthalmol., 94,
67-74.

2. Chowdhary, A.; Singh, K. (2005). Spectrum of fungal keratitis in north India. Cornea,
24(11), 8-15.

3. Avunduk, A.M.; Beuerman, R.W.; Varnell, E.D.; Kaufman, H.E. (2003). Confocal
microscopy of Aspergillus fumigatus Keratitis. Br. J. Ophthalmol., 87, 409-410.

4. Behrens-Braumann, W. (1999). Mycosis of the eye and its adnexa. Dev. Ophthalmol., 32,1-
201.

5. Bennett, J.E. (1998). Aspergilose. In: Fauci, A.S.; Braunwald, E.; Isselbacher, K.J.; Martin,
W. J. B.; Kasper, D.L.; Hauser, S.L.; et al. Medicina Interna. 14* ed. Rio de Janeiro: McGraw
— Hill Interamericana do Brasil, 1238-1239.

6. Bhermi, G.; Gillespie, 1.; Mathalone, B. (2000). Scedosporium (Pseudallescheria) fungal
infection of a sponge explant. Eye, 14, 247-249.

7. Brar, G.S.; Ram, J.; Kaushik, S.; Chakraborti, A.; Dogra, M.R.A. (2002). Aspergillus niger
endophthalmitis after cataract surgery. J. Cataract. Refract. Surg., 28(10), 1882-1883.

8. Brasnu, E.; Bourcier, T.; Dupas, B.; Degorge, S.; Rodallec, T.; Laroche, L.; Borderie, V.;
Baudouin, C. (2007). In vivo confocal microscopy in fungal keratitis. Br. J. Ophthalmol.,
91(5), 588-591.



48

9. Feman, S.S.; Nichols, J.C.; Chung, S.M.; Theobald, T.A. (2002). Endophthalmitis in
patients with disseminated fungal disease. Trans. Am. Ophthalmol. Soc., 100, 67-70.

10. Foster, C.S. (1992). Fungal keratitis. Infect. Dis. Clin. N. Am., 6, 851-857.

11. Hedayati, M.T.; Pasqualotto, A.C.; Warn, P.A.; Bowyer, P.; Denning, D.W. (2007).
Aspergillus flavus: human pathogen, allergen and mycotoxin producer. Microbiology. 153(6),
1677-1692.

12. Klich, M,A. (2002). Identification of common Aspergillus species. Louisiana:
Centroalbureau voor Schimmelculture Utrecht/ The Netherlands, 116p.

13. Klotz, S.A.; Penn, C.C.; Gerald, J.; Negvesky; Butrus, S.I. (2000). Fungal and p
arasitic infections of the eye. Clin. Microbiol. Rev., 13(4), 662-685.

14. Latgé, J. P. (2003). Aspergillus fumigatus, a saprotrophic pathogenic fungus. Mycologist,
17, 56-61.

15. Maidana, E.; Gonzélez, R.; Melo Junior, L.A.; Souza, L.B. (2005). Infectious keratitis in
children: an epidemiological and microbiological study in a universitary hospital in Asuncién
— Paraguay. Arq. Bras. Oftalmol., 68(6), 828-832.

16. Prashant, B.; Mark, D.; Marios, C.; Islan, F.A.; Taylor, H.R. (2007). Fungal keratitis in
Melbourne. Clin. Exp. Ophthalmol., 35, 124-130.

17. Rosa, R.H.; Miller, D.; Alfonso, E.C. (1994). The changing spectrum of fungal keratitis in
South Florida. Ophthalmology, 101, 1005-1013.

18. Sehgal, S.C.; Dhawan, S.; Chhiber, S.; et al. (1981). Frequency and significance of fungal
isolations from conjunctival sac and their role in ocular infections. Mycopathologia, 73, 17-
19.

19. Sicilia, M.J.L.; Lacomba, M.S.; Cuesta, F.S.; Pedraza, R.S.; Gomez, T.N.; Roman, M.C.
(2003). Scedosporium apiospermum Keratitis. Rev. Iberoam. Micol., 20, 68-70.

20. Surg Sridhar, M.S.; Garg, P.; Bausal, A.K.; Sharma, S. (2000). Fungal keratitis after laser
in situ keratomileusis. J. Cataract. Refract., 26, 613-615.

21. Suzuki, T.; Hori, N.; Miyake, T.; Hori, Y.; Mochizuki, K. (2007). Keratitis caused by a
rare fungus, Malassezia restricta. Jpn. J. Ophthalmol., 51, 292-294.

22. Thomas, P. (1994). Mycotic keratitis - an underestimated mycosis. J. Med. Vet. Mycol.,
32, 235-256.



49

APENDICE C - CERATITE FUNGICA E FATORES DE RISCO EM PACIENTES
IMUNOCOMPROMETIDOS E IMUNOCOMPETENTES

ARTIGO SUBMETIDO

BRAZILIAN JOURNAL OF MICROBIOLOGY

SAO PAULO SP - BRASIL



50

CERATITE FUNGICA E FATORES DE RISCO EM PACIENTES
IMUNOCOMPROMETIDOS E IMUNOCOMPETENTES

"Elvislene Camelo Soares Leite, ’Graziela Luna, 3Carlos Teixeira Brandt, *Maria de Fatima

Gayoso, 'Danielle Patricia Cerqueira Macédo, 'Rejane Pereira Neves*.

'Departamento de Micologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de
Pernambuco, Av. Prof. Nelson Chaves, s/n°- Cidade Universitaria, 50670-420 Recife, PE,
Brasil. 2Fundag€10 Altino Ventura, Rua da Soledade, 170-Boa Vista, 50070-040 Recife, PE,
Brasil; *Programa de Pés-Graduagio em Cirurgia, Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco, Av. Prof. Nelson Chaves, Cidade Universitaria, 50670-420 Recife,
PE, Brasil; *Departamento de Oftalmologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Pernambuco, Av. Prof. Nelson Chaves, Cidade Universitaria, 50670-420 Recife, PE,

Brasil.

“Corresponding author: rejadel@yahoo.com.br
R. José Paraiso, 135/01, Boa Viagem, Recife-PE, Brasil. 51030-390
Fax: (+5581) 2126-8482




51

FUNGAL KERATITIS AND RISK FACTORS IN IMMUNOCOMPROMISED AND
IMMUNOCOMPETENT PATIENTS

ABSTRACT

Fungal keratitis is an important ophthalmologic problem. Clinical manifestations and visual
prognosis of this mycosis depend on the type of fungus, and thus the procedures for detecting
and identifying fungal pathogens rapidly is important. The aim of this research was to
determine the aethiological agents and predisposing factors in patients with suspect of fungal
keratitis. Diagnosis was established by direct microscopic examination of Gram and Giemsa-
stained smear and cultures in different media (sheep blood agar, Sabouraud glucose agar
supplemented with chloramphenicol, and into brain heart infusion broth) of corneal scrapings
incubated at 28°C and 37°C. Twenty patients (75%) were male. The average was 46.5 years
(range 23-70 years). Ocular trauma was the principal predisposing factor (81.25%) and
Fusarium solani was the most commonly isolated species, followed by Aspergillus fumigatus.
To develop a strategy for diagnosis, treatment, and prevention of fungal keratitis it is

imperative to know the pathogenic organisms responsible and to identify risk factors.

Key words: Fungal keratitis, risk factors, clinical manifestation, diagnosis.
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CERATITE FUNGICA E FATORES DE RISCO EM PACIENTES
IMUNOCOMPROMETIDOS E IMUNOCOMPETENTES

RESUMO

Ceratite flngica ¢ um importante problema oftalmologico. As manifestagdes clinicas € o
prognostico visual desta micose dependem do tipo de fungo, sendo assim os procedimentos
para deteccdo rapida e identificacdo dos patogenos fungicos sdo imprescindiveis. Os objetivos
desta pesquisa foram determinar os agentes etiologicos e fatores predisponentes em pacientes
com suspeita de ceratite fungica. O diagndstico dos raspados de cornea foi estabelecido
através do exame microscopico direto por coloracdo de Gram e Giemsa, além de obtengao de
culturas em diferentes meios (agar sangue de carneiro, agar Sabouraud dextrose adicionado de
cloranfenicol e Infusdo de cérebro coragao) incubados a 28°C e 37°C. Doze pacientes (75%)
eram homens. A idade media foi de 46,5 anos (variando entre 23-70 anos). Trauma ocular foi
o principal fator predisponente (81,25%) e Fusarium solani foi a espécie mais comumente
isolada, seguida por Aspergillus fumigatus. Para desenvolver uma estratégia de diagnostico,
tratamento e prevencdo de ceratite fungica ¢ essencial onhecer os organismos patogénicos

responsaveis e identificar os fatores de risco.

Palavras-chave: Ceratite fungica, fatores de risco, manifestacao clinica, diagnostico.
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INTRODUCAO

Ceratite fungica ¢ um importante problema oftalmologico causando deficiéncia visual.
Durante as ultimas quatro décadas tem aumentado os relatos dessa infec¢do em diferentes
partes do mundo (16,19). Alguns fatores sdo responsaveis por essa micose como,
uso disseminado de antibidticos e esteroides de largo espectro, uso freqiiente e prolongado de
lentes de contacto, bem como o crescente nimero de cirurgias de cérnea sendo realizadas.
Em hospedeiros imunocompetentes, a micose ocorre apos trauma ou cirurgias. Em nosso pais
o clima tropical em conjunto com a populacdo primariamente agraria sdo fatores
predisponententes adicionais (10, 12).

Os agentes etioldgicos de ceratite micotica evidenciam padrao variavel em relacao a
localizagdo geografica e condicdes climaticas. Espécies de Fusarium e Aspergillus tém sido
citados como agentes predominantes de ceratite micdtica com muitos relatos mundiais.
Embora diagnostico presuntivo possa ser realizado através exame direto de raspados de
cornea, culturas fungicas de espécimes sao necessarias com o objetivo de uma terapia efetiva
(16).

As manifestacdes clinicas e prognostico visual de ceratite fingica dependem do tipo
de fungo, e assim o desenvolvimento de procedimentos para detec¢do e identificagdo rapida
do patdgeno ¢ imprescindivel (15).

Os objetivos desse estudo foram determinar os agentes etiologicos e fatores
predisponentes em pacientes imunocomprometidos € imunocompetentes com suspeita de

ceratite fungica.
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PATIENTES E METODOS

O estudo foi realizado entre outubro de 2006 a outubro de 2007, com 80 pacientes
atendidos na Unidade de Emergéncia da Fundacdo Altino Ventura e Hospital das Clinicas
(Universidade Federal de Pernambuco-Brasil) apresentando lesdo de coérnea com suspeita de
ceratite fungica (Figura 1). Raspados de cornea foram obtidos assepticamente de cada caso da
regido central e margem da ulcera, usando espatula de Kimura esterilizada. As amostras de
raspado de cérnea foram examinadas microscopicamente em esfregagos corados com Gram e
Giemsa e semeadas em agar sangue de carneiro, agar Sabouraud dextrose suplementados com
cloranfenicol e caldo de infusdo de cérebro e coracao, incubadas a 28°C e 37°C e examinadas
diariamente durante dez dias (8).

Os agentes etioldgicos foram identificados de acordo com Barnett et al. (1), De Hoog

et al. (4), Leslie e Summerell (9), Rapper e Fennel (11).

RESULTADOS

Ceratite fungica foi diagnosticada em 16 (20%) do total de 80 pacientes estudados,
desses os mais comumente acometidos eram homens com 75% dos casos de ceratite e as
mulheres com 25%. A maioria dos casos de ceratite foi relatada em pacientes com idade entre
23 a 70 anos. Os principais fatores predisponentes identificados neste estudo foram trauma
(81,25%), lagoftalmo (6,25%) e condicdes sistémicas como imunossupressdo incluindo
diabetes mellitus (6,25%) e hanseniase (6,25%). Foram isoladas de raspados de cérnea um
total de 14 fungos filamentosos e duas leveduras.

Dos 16 (20%) pacientes, o exame direto de esfregagos de raspados da cérnea corados
com Gram e Giemsa revelou a presenca de estruturas fungicas (Figura 1) com obtengao de
fungos em culturas. Dos casos de trauma foram isolados Aspergillus fumigatus (1), F.
dimerum (1), F. oxysporum (1), F. solani (4), Microdochium nivale (1), Mycelia sterilia (3),
Penicillium commune (1) e Trichoderma longibrachiatum (1). De doenc¢a ocular (lagoftalmo),
diabetes mellitus e de hanseniase F. solani (1) C. albicans (1) e Trichosporon cutaneum (1)
respectivamente. Quando diagnosticado ceratite por fungos filamentosos e leveduras foi
realizado ap0s oito dias, nova avaliagdo dos raspados de cérnea.

Antifingicos foram prescritos nos casos em que os esfregagos revelaram a presenca de
estruturas fungicas. Atualmente, nenhuma droga antimicotica ¢ ideal (ndo toxica, fungicida
com boa penetracdo na cdrnea), assim, a escolha ¢ freqlientemente baseada na resposta

clinica. Os protocolos de tratamento com natamicina a 5% topica (pimaricina) e anfotericina
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B a 0,5% foi similar aos usados pela maioria dos pesquisadores (12,16). Antifiingico oral foi
usado de acordo com o tratamento estabelecido (17,19). Em 6,25% dos pacientes o agente
antifngico foi eficaz com melhora da lesdo de cérnea, no entanto na maioria dos casos a
condi¢do do olho piorou com aumento do infiltrado da cornea e hipopio. Nesses pacientes, foi
realizado exame biomicroscopico que revelou leucoma central e baixa acuidade visual, sendo
indicado transplante de cérnea.

DISCUSSAO

Ceratite fungica ¢ considerada uma doenca devastadora que € responsavel pela perda
da cérnea, e a segunda causa de cegueira em pais em desenvolvimento (7,10). Em geral, essa
micose ¢ mais comum nos homens que em mulheres. Isto provavelmente ¢ porque os homens
estao mais associados com extensa atividade ao ar livre, o que implica uma maior exposi¢ao a
corpos estranhos (2). No entanto, Tanure et al. (16) relataram que homens e mulheres da
América do Norte sdo igualmente afetados.

Outros relatos também afirmam que trauma ¢ o fator comum no espectro da ceratite
fangica (5,16). Outros fatores de riscos sao diabetes mellitus (5,12) e infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (16). No presente estudo identificamos apenas um paciente com
diabetes mellitus e um com hanseniase.

Em nosso trabalho, fungos filamentosos foram os principais agentes de ceratite
antecedido por trauma. De acordo com Chowdhary et al. (3), ceratite infecciosa geralmente
ocorre em paciente com cdrnea lesionada e com as defesas imunes comprometidas. Nossos
dois casos de ceratite por Candida albicans e Trichosporon cutaneum ocorreram em coérnea
de imunocomprometidos (diabetes mellitus e hanseniase). Dois casos de infeccdo pds -
operatoria por Trichosporon cutaneum foi descrita por Sheikh et al. (13) em degeneragdo
ocular levando a perda da visdo em um olho e enucleagdo do outro.

Em outros paises em desenvolvimento as espécies de Aspergillus e Fusarium t€m sido
os fungos mais isolados (18, 20). Similarmente nos paises desenvolvidos como Estados
Unidos e Gra-Bretanha as espécies de Candida sdo mais isoladas nos casos de ceratites
fangicas (6,16).

As manifestagdes clinicas das ceratites fungicas dependem do tipo de fungo. As
ceratites por Candida geralmente manifestam-se com bordas regulares, enquanto as causadas
por fungos filamentosos, como Fusarium sp e Aspergillus sp, mostram ulceras com bordar
irregulares, infiltracao e hipdpio (3), como nos nossos casos. De acordo com De Hoog (4) a
espécie mais comum de infeccdo ocular ¢ F. solani, entretanto, outras espécies como F.

dimerium, F. oxysporum, F. sacchari e F. verticillioides sao raramente envolvidos.
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Interessantemente, nds descrevemos F. dimerium e F. oxysporum como agentes de infeccao
ocular.

Foi isolado também em trés dos nossos casos Mycelia sterilia, o qual ¢ citado por Sun
et al. (14) em pacientes Chineses apresentando esta micose. Em trés dos nossos casos
Microdochium nivale, P. commune e T. longibrachiatum foram encontrados sendo o primeiro
relato em infecgdo ocular.

Exame microscopico direto de esfregaco corado com Gram e Giemsa representa
rapido, confiavel e de baixo custo para o diagnostico, bem como apresenta alta sensibilidade,

facilitando terapia antifingica precoce, antes do resultado da cultura (3).
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Figure 1. Lesdao da Coérnea com intensa ulceragao central e abscesso mostrando margem
indistinta, envolvendo a zona paracentral da cérnea, edema estromal e discreto

hipopio.
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Figura 2. Raspado de cornea corado com Giemsa mostrando hifa hialina (A), conidios (B),
hifa artrosporada (C), células de leveduras (D). Aumento X 1000. Respectivamente, estruturas
micréscopicas de Aspergillus fumigatus (A,), Penicillium commune (A,), Trichoderma
longibrachiatum (As), Fusarium oxysporum (B,), Trichosporon cutaneum. (C,), Candida

albicans (D). Aumento X 400.
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ADERENCIA IN VITRO DE FUNGOS FILAMENTOSOS E LEVEDURAS EM
INFECCOES DE CORNEA

RESUMO
Virias espécies de fungos sdo relatadas por infectar a cornea humana. O agente etiologico
mais comum desta micose ¢ Fusarium seguido por espécies de Aspergillus e Penicillium e
leveduras. Os mecanismos de aderéncia dos fungos sdo multiplos € nao tém sido definidos
precisamente. O objetivo desta pesquisa foi avaliar a capacidade de fungos isolados em casos
infecgcdes de cornea em se aderir as células epiteliais bucais humanas. A adesao as células foi
realizada utilizando-se tampao PBS para suspensao das células epiteliais bucais e fungicas. A
capacidade maxima de aderéncias as células bucais foi evidenciada por A.fumigatus, C.
albicans, F. solani, P. comune; fraca aderéncia F. dimerum, Trichoderma longibrachiatum,
Trichosporon cutaneum e sem aderéncia F. oxysporum e Microdochium nivale. Pesquisas
sobre a patogenicidade de fungos isolados de infeccdes oculares contribuem para prevenir,

tratar adequadamente e controlar a disseminacao da doenca.

Palavras-chave: Aderéncia, infeccdo de cornea, fungos filamentosos, leveduras.
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1. INTRODUCAO

A hidrofobicidade da superficie celular parece contribuir durante as etapas iniciais da
aderéncia, devido as forcas atrativas e desempenham um papel importante na adesdo de
células fingicas as células do hospedeiro (Blanco et al., 2006).

Durante os tltimos anos, varios grupos tém focado suas pesquisas na identificacdo dos
fatores de parede celular associados a patogenicidade das espécies de fungos. Todavia a
parede celular localizada na interface entre o fungo e as células do hospedeiro, contribui de
forma significativa no estabelecimento da infeccao (Jahn et al., 1997). Da mesma forma,
existem evidéncias de que a aderéncia de conidios a tecidos danificados ¢ mediada por
interacdes especificas de fungos com alguns componentes da matriz extracelular, por
exemplo, colagenos tipo I e tipo IV, fibrinogénio, fibronectina e laminina da membrana basal
(Tronchin et al., 2002).

Os mecanismos usados por espécies de Candida para adesdo sdo multiplos e ndo tém
sido definidos precisamente (Blanco et al., 2006).

Virias espécies de fungos sao relatadas por infectar a cornea humana, e mais de trinta
géneros de fungos estdo envolvidos nas infecgdes fungicas oculares. Aderéncia, germinagao,
producdo de enzimas e morfogénese podem contribuir para a viruléncia destes agentes
etiologicos (Behrens-Braumann, 1999; Sudbery et al., 2004).

Fungos filamentosos s3o causas freqiientes de ceratomicoses em humanos,
potencialmente capazes de produzir doenga ocular com cegueira, particularmente em paises
em desenvolvimento (Brasnu et al., 2007; Prashant et al., 2007).

O agente etiologico mais comum de tlcera fungica de cérnea ¢ Fusarium seguido por
espécies de Aspergillus e Penicillium (Thomas, 1994). Usualmente saprobio, Aspergillus
fumigatus cresce e esporula em ambientes imidos com matéria organica em decomposicao,
com conidios altamente dispersiveis. Com o desenvolvimento dos transplantes de 6rgaos e
medula 6ssea, este fungo tem se tornado um importante patdogeno hospitalar (McWhinney et
al., 2003).

O proposito deste trabalho foi avaliar a capacidade de aderéncia de espécies fingicas
as células epiteliais isoladas de raspados de cornea.

2. MATERIAL E METODOS

Os espécimes foram coletados através da raspagem da margem dos abscessos e ulceras
de corneas, utilizando-se espatula Kimura esterilizada por chama, os quais foram submetidos

a analise micoldgica. O exame direto das amostras clinicas foi realizado através da coloragao
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de Gram e Giemsa. As culturas foram preparadas usando agar sangue, infusdo de cérebro
coracdo (BHI) e Sabouraud dextrose agar adicionado de cloranfenicol (Difco Laboratories)
incubadas a 30°C e 35°C em uma atmosfera aerdbica. Apds cinco dias, numerosas colonias
pequenas apareceram nas culturas em placas de Petri das amostras clinicas.

Subculturas foram preparadas e as colonias puras foram transferidas para a superficie
de meios especificos para identificacdo baseada nas caracteristicas macroscopicas,
microscopicas € quando necessario, fisioldgicas (Barnett et al., 2000; De Hoog et al., 2000;
Leslie e Summerell, 2006; Rapper e Fennel, 1977). Infec¢des fungicas de cornea foram
consideradas positivas se o crescimento dos fungos estiver corroborado pela microscopia
direta positive.

Culturas fungicas, obtidas de pacientes com infec¢des de cornea atendidos em um
servico publico de referéncia em satide do Recife, Brasil, foram crescidos em Sabouraud
dextrose agar por 24h a 72h a 25°C e a 37°C. A aderéncia de fungos filamentosos ¢ leveduras
as células epiteliais bucais (CEB), foi realizada utilizando-se o método de Kimura e Pearsall
modificado como descrito por Ellepola e Samanarayake (1998). CEB foram obtidas através de
swab da boca de um individuo saudavel. As células foram lavadas trés vezes por
centrifugacdo em solucdo tampdo salina fosfato (PBS) (pH 7.4, 0.1M), resuspensas e
ajustadas a uma concentragdo de 2 x 10’ células epiteliais bucais/mL. A aderéncia entre CEB
e as c¢lulas fungicas foi testada através da adi¢do de 50uL de suspensdo a 1% de células de
levedura ou conidios nos pogos de placas de titulagdo. As placas foram entdo submetidas a
mistura por 2 min (selecionados como tempo de interacao 6timo no teste preliminar), e depois
observadas para verificar agregacdo visivel. Controles negativos dos pocos contendo 50uL de
CEB com 50puL de PBS e 50uL de suspensdo de células de leveduras ou conidios com 50uL
PBS foram realizados em cada placa de microtitulagdo. O teste para cada isolado foi repetido
trés vezes. Os resultados foram avaliados cegamente por varios leitores.

O sistema de graduagdo que segue foi utilizado para determinar os seguintes
resultados: (M) maxima agregacdo visualizada; aderindo entre 50% a 100% da area
superficial; (w) agregagdo fraca ou difusa, por aderir até 50%; (n) aderéncia nao visualizada.

Para observar a aderéncia microscopicamente, uma gota do corante azul de metileno
foi colocada em lamina limpa, coberta por uma laminula e observada microscopicamente com
objetiva de 40x. Cada lamina tinha 100 células epiteliais e foi avaliada de acordo com a
porcentagem da area superficial aderida por conidios e células de leveduras. A aderéncia as

CEB foi fotograficamente registrada.
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3. RESULTADOS

O exame direto de esfregacos dos raspados de cornea usando as coloragdes de Giemsa
e Gram revelou estruturas fingicas abundantes. Os agentes etioldgicos cresceram em todos os
meios € em ambas as condi¢des de temperatura dentro de cinco dias. As espécies fungicas
foram subseqiientemente identificadas como Aspergillus fumigatus, Candida albicans,
Fusarium dimerum, F. solani, F. oxysporum, Microdochium nivale, Penicillium commune,
Trichoderma longibrachiatum e Trichosporon cutaneum (Tabela 1).

A figura 1 ilustra a capacidade maxima de aderéncias as CEB por Aspergillus
Sfumigatus (A), Candida albicans (B), Fusarium solani (C), Penicilium comune (D); fraca
aderéncia por F. dimerum (E), Trichoderma longibrachiatum (F), Trichosporon cutaneum (G)
e sem aderéncia por F. oxysporum e Microdochium nivale (H).

A principal diferenca no grau de aderéncia as CEB foi interespecifica, entre F.solani e

as demais espécies (Tabela 1).

4. DISCUSSAO

Aderéncia flngica ¢ inicialmente afetada por combinagdo de interagdo hidrofobica e
eletrostatica e a capacidade de aderéncia depende de véarios fatores, como o estado
hidrofobico da parede celular fingica (Blanco et al., 1997; Jabra-Rizk et al., 2001), as
caracteristicas da superficie do substrato (Imbert et al., 2002), e as condigdes do método
empregado (Sullivan et al., 2004). Nossos resultados confirmam que a adesdo as CEB pode
ocorrer tanto por leveduras quanto por fungos filamentosos apresentando variados graus de
aderéncia.

Dos agentes etioldgicos responsaveis pela infecgdo de cornea dos nossos pacientes,
Microdochium nivale, Penicillium commune e Trichoderma longibrachiatum sdo citados pela
primeira vez em lesdo ocular e testados quanto a capacidade de aderéncia, s6 ha relatos com
C. albicans. Esta ¢ um comensal da microbiota do olho e outras espécies sao mais comumente
adquiridas ap6s trauma de cornea, cirurgia, hospitalizacao e imunossupressao (Thomas, 2003;
Wu et al., 2003).

Nas infecgdes, a aderéncia e producdo de enzimas contribuem para viruléncia de
leveduras, porém a formagdo de pseudomicélio e micélio verdadeiro conduzem a

patogenicidade (Sudbery, 2004).
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A espécie mais comum em casos de infec¢do ocular ¢ F. solani (De Hoog et al., 2000),
contudo F. dimerum e F. oxysporum estdo mais raramente envolvidas em infec¢do ocular
(Guarro and Gen¢, 1995). Tem sido sugerido que a razdo para definir a viruléncia de
Fusarium em infecgdes da cornea ndo estd relacionada com a capacidade de aderéncia deste
género, mas a producdo de substancias contribui na penetragao e toxinas que auxiliam para o
desenvolvimento das lesdes (Kuriakose € Thomas, 1991).

Resultados contraditorios tém sido encontrados com aderéncia as CEB e
hidrofobicidade da superficie celular. Alguns autores consideram que hidrofobicidade celular
quando comparadas as células hidrofilicas s3o mais aderentes as células bucais (Jabra-Rizk et
al., 2001), entretanto, McCarron et al. (2004) encontraram uma relacdo inversa entre a
hidrofobicidade da superficie celular e a aderéncia. Samaranayake et al. (2003),
demonstraram uma correlagao positiva em um tUnico isotipo, contudo, nenhuma correlagdo
significante foi observada quando isolados de Candida foram testados conjuntamente e
avaliados como um grupo. Nossos resultados mostram que a hidrofobicidade ndo interferiu na
aderéncia as CEB, visto que, leveduras (hidrofobicas) e espécies filamentosas (menos
hidrofobicas) mostraram maxima aderéncia.

Nos definimos as condi¢des do estudo in vitro reprodutiveis, mas torna-se importantes
estudos utilizando um niimero maior de isolados e condigdes in vivo.

Em conclusdo, esse estudo demonstra que A. fumigatus, C. albicans, F. solani e P.
comune, tiveram alta capacidade de se adaptarem as condi¢cdes ambientais.

Pesquisas relacionadas com a patogenicidade de infec¢des flingicas oculares sdo

necessarias para desenvolver abordagens inovadoras na prevengdo e controle da doenga.
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Tabela 1. Aderéncia as células epiteliais bucais de fungos filamentosos e leveduras obtidas de

raspados de cornea.

Nimero de Registro Espécies de Fungos Aderéncia
01 Aspergillus fumigatus M
02 A. fumigatus M
03 Candida albicans M
04 Fusarium dimerum A4
05 F. oxysporum n
06 F. solani M
07 F. solani M
08 F. solani M
09 F. solani M
10 F. solani M
11 Microdochium nivale n
12 Penicillium comune M
13 Trichoderma longibrachiatum A4
14 Trichosporon cutaneum w

M - maxima aderéncia, w — fraca aderéncia, n — sem aderéncia.
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Figura 1. Aderéncia méaxima as células epiteliais bucais por Aspergillus fumigatus (A),
Candida albicans (B), Fusarium solani (C), Penicilium comune (D); Fraca aderéncia por F.
dimerum (E), Trichoderma longibrachiatum (F), Trichosporon cutaneum (G) e Sem

aderéncia F. oxvsporum (H).



