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RESUMO

A ceratite e a endoftalmite fungicas, sdo clinicamente de carater oportunista e multifatorial,
podendo conduzir danos irreparaveis como perda da visdo e do globo ocular. Assim esta
pesquisa objetivou diagnosticar oculomicoses, avaliar 0s agentes etiolégicos quanto a
capacidade de formar biofilme em lentes de contato e testar trés novas formulagdes como
anti-biofilme. De Fevereiro/2011 a Maio/2012, pacientes atendidos em servico oftalmologico
de Recife-PE que apresentavam lesfes sugestivas de micose, foram submetidos a coleta de
raspados de cornea para diagnéstico micolégico. As amostras foram coradas com Gram e
Giemsa para exame direto e semeadas em agar sangue bem como agar Sabouraud e BHI.
Foram diagnosticados 73 casos de oculomicoses através de exame direto, contudo o
isolamento dos agentes ocorreu em 15(20,5%) casos. As espécies isoladas incluiram
Fusarium solani 9(60%), F. oxysporum 4(26,6%), Aspergillus fumigatus 1(6,67%) e A.
parasiticus 1(6,67%). O acometimento da micose ocorreu em ambos 0S sexos e variadas
profissdes, sem diferenca significativa. O tratamento de escolha foi anfotericina B, com
sucesso em 50% dos casos. Ceratoplastia penetrante foi realizada em 8(53,0%) casos,
recobrimento conjuntival em 7(47,0%) e dois casos submetidos a evisceracdo. Todos 0sS
isolados formaram biofilme nas lentes, com destaque para uma formulacdo que promoveu a
morte das células fungicas apos 24 horas de exposicdo. A capacidade de formar biofilmes por
fungos conduz a quadros clinicos severos, tornando essencial o diagndstico precoce aléem da

busca por novas formulacgdes anti-biofilmes.

Palavras-chaves: Oculomicose. Ceratite fungica. Endoftalmite fungica. Biofilme.

Formulagdo Anti-biofilme.



ABSTRACT

Ocular mycosis, including infectious keratitis, are clinically apparent in opportunists and
multifatorial situations. To identify the etiologic agents and evaluate epidemiological aspects
of fungal keratitis in patients treated in emergency ophthalmological services, Recife-PE, in
the period February 2011 to May 2012. We collected 73 corneal scrapings of patients with
infectious Keratitis and referred to the Medical Mycology Laboratory, Federal University of
Pernambuco. They were fixed and colored by Gram and Giemsa methods, have been done the
direct exam and sowed in means of cultures &gar blood, &4gar Sabouraud and BHI (Brain-
Heart-Infusion). Of the 73 patients with infectious keratitis, 15 (20.5%) were fungal. Of these,
09 (60%) were Fusarium solani, 04 (26.6%) F. oxysporum, 01 (6.67%), Aspergillus
fumigatus, and 01 (6.67%) A. parasiticus. Of the cases positive for CF, 08 (53%) were male
and 07 (47%) were female. With respect to labor activities, 06 were farmers, 05 were
housewives, and 04 patients (16%) reported 01 cook, 01 salesman, 01 master works and 01
general service aid, trauma with vegetable matter. The average time of onset of symptoms and
arrival at the service was 07 days, ranging from 01 to 30 days. A penetrating keratoplasty was
performed in 08 (53.0%) cases, and conjunctival Coating was performed in 07 (47.0%)
patients, two patients who underwent evisceration. The most frequent etiologic agent in our
region was the Fusarium solani, being correlated with ocular trauma with vegetable matter in
a portion of the population. Amphotericin B topical is effective, but half of the patients

required penetrating keratoplasty and two were submitted to evisceration.

Keywords: Oculomycosis. Fungal keratitis. Fungal endophthalmitis. Biofilm. Anti-biofilm

formulation.
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1 INTRODUCAO

A infec¢do ocular é um problema oftalmoldgico mundialmente importante, sobretudo
porque muitos casos podem progredir para infeccdo fulminante com possivel perda de visao
(Constantinou et al., 2009). Neste processo infeccioso, a ceratite e a endoftalmite s&o
complicacOes graves que podem culminar com a ceratoplastia penetrante (Proenca-Pina et al.,
2010; Jacqueline et al., 2013).

As estruturas externas do olho sdo alvos constantes de infeccdo, as quais podem resultar
em cirurgia ou evoluir a doenca sistémica. Entretanto, alguns fatores de risco sdo importantes
para o desenvolvimento de infeccdo ocular como tracoma cicatricial e olho seco, ceratite
herpética recorrente e defeito epitelial persistente no pos-operatorio, medicagdes topicas com
corticdides, trauma, doencas sistémicas ou drogas imunossupressoras (Taneja et al.,2013).

O uso de lentes de contatos oculares é outro fator de risco que contribui para infeccéo
da cornea por micro-organismos, a qual pode torna-se severa. Os micro-organismos,
destacando-se os fungos podem crescer no interior da matriz da lente conduzindo a eroséo do
epitélio pelo atrito destas contra a cdrnea, tanto pelo manuseio inadequado, quanto por reagédo
toxica a produtos utilizados na sua manutencao/higiene. O risco esta presente nos usuarios de
lentes de contato refrativas, cosméticas e principalmente naqueles que fazem uso terapéutico
ou apresentam defesas comprometidas, facilitando a instalagdo da infeccao fungica (Locatelli
et al., 2004; Thomas; Kaliamurthy,2013).

A ceratite e a endoftalmite micotica frequentemente € causada por fungos
contaminantes que mediante variados fatores predisponentes tornam-se pat0genos
oportunistas, incluindo especies de Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Candida, entre outros
(Badiee, 2013).

Infecgdes causadas por Candida em grande parte estdo relacionadas com a formacéo de
biofilme, os quais constituem crescimento microbiano cruciais no desenvolvimento de
infeccdes, uma vez que servem de nicho aos agentes patogénicos e estdo associados a altos
niveis de resisténcias a agentes antimicrobianos. As células que formam o biofilme
apresentam caracteristicas fenotipicas diferentes das células em suspensdo, tais como aumento
de resisténcia aos antiflngicos e as defesas do hospedeiro (Seneviratne et al.,2009; Mukherjee
et al.,2012).

O usuério de lentes pode permanecer saudavel durante anos, contudo, a situacdo ocular

pode se modificar a qualquer momento porque o olho, as lentes de contato e possiveis fatores
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ambientais estdo constantemente interagindo (Kara-Jose, 2005). Com a mudan¢a das
condi¢des normais da superficie ocular, os fungos, com seus fatores de viruléncia, tornam-se
mais resistentes as defesas naturais e aumentam sua capacidade infecciosa. Para que a
infeccdo ocular se instale é necessario aderéncia, penetracdo, invasdo, persisténcia e
replicacdo do microrganismo, independentemente dos mecanismos de defesa existentes. Apds
a adesdo a superficie do hospedeiro, inicia-se a formacéo de biofilme (Harding et al., 2009;
Estivill et al.,2012).

As ceratites e endoftalmite podem alterar a integridade do olho e produzir significativa
destruicdo tecidual, tornando-se dessa forma, indispensdvel o diagndstico laboratorial
micoldgico para evitar terapia inespecifica com possivel perda de acuidade visual (Uesugui et
al., 2002). Nos ultimos anos a oftalmologia tem passado por um extraordinario progresso,
com a introducdo de varios tipos de lentes oculares. As lentes tém tido participacdo efetiva
nesta evolucdo, beneficiando na correcdo visual. Contudo, apesar dos inquestionaveis
avancos, sdo freqlientes as complicagdes, incluindo ceratites, endoftalmite e outras
complicacOes graves da cdrnea (Oliveira et al., 2004). A investigacdo quanto a formacéo de
biofilme pelos agentes etioldgicos é crucial, uma vez que, este servira de nicho aos agentes
patogénicos. Os cuidados de higienizacdo e manutencdo das lentes sdo indispensaveis para
evitar a formacdo do biofilme fingico sendo necessario 0 uso de desinfetantes apropriados
para lentes (Souza et al., 2008).

Contudo, estes nem sempre sdo eficazes em impedir colonizacdo por fungos e
principalmente remover estes microrganismos. Alternativas que visem testar novos
desinfetantes sdo estratégias para minimizar as consequéncias indesejaveis aos usuarios de

lentes de contato.

11 OBJETIVOS

111 GERAL
Avaliar o envolvimento flngico na ceratite infecciosa e endofitalmite,
analisar a capacidade dos fungos na formacédo de biofilme e o efeito de solu¢des

desinfetantes sobre lentes de contato.

1.1.2 ESPECIFICOS

» Obter amostras clinicas de casos de ceratite e endoftalmite;
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> Realizar exame direto das amostras clinicas;
> ldentificar fungos isolados das amostras clinicas dos casos de ceratite e endoftalmite;
> Detectar a capacidade dos agentes etiolégicos de ceratite e endoftalmite
na formagéo de biofilme sobre lentes de contato;
» Analisar o efeito de solugdes desinfetantes na viabilidade, morfologia e
remocéo de fungos presentes em biofilmes sobre lentes de contato.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 CERATITE FUNGICA

O termo ceratite fungica ou ceratomicose refere-se a uma infeccdo da cdérnea de
aspecto supurativo, normalmente ulcerativo, e pode ser causada por uma ampla variedade de
fungos. Diferentemente de outras micoses, ndo € uma patologia fatal, porém certamente é de
extremo comprometimento visual e dificuldade terapéutica (Thomas; Kaliamurthy, 2013).

As principais manifestacdes clinicas observadas na ceratite fungicas sdo espessamento
do epitélio, infiltrado esbranquicado ou branco-acinzentado, lesGes finas ou granulares, de
localizacdo intra-epitelial ou estromal, a presenca de uma placa endotelial e hipdpio.

As micoses oculares como outras infecgdes fungicas sdo comumente presentes em
pacientes imunocomprometidos, porém, essas infeccbes também tém sido relatadas em
pacientes imunocompetentes. Podendo ocorrer em qualquer idade e em qualquer género,
porém o grupo mais suscetivel sdo os homens com idade de 31 a 40 anos engajados na

agricultura ou outro trabalho ao ar livre (Badiee, 2013).

2.1.1 FATORES PREDISPONENTES

As ceratites infecciosas e dentre essas, em especial as ceratites fungicas, tém
assumido papel importante na oftalmologia pela crescente incidéncia. Atualmente, cerca de
30.000 novos casos por ano sao reportados nos Estados Unidos da América (Mcleod et al.,
2004; Gajjar et al.,2013). Este fato pode ser atribuido ao desenvolvimento e ao uso
indiscriminado de antibioticos de amplo espectro e de corticoides, uso de lentes de contato e
aumento do nimero de cirurgias corneanas (Salera et al., 2002; Goldschmidt et al.,2012)

O uso topico de esteroides esta associado com o desenvolvimento e a piora de ceratite
fungica. A resposta imune associada a fagocitose tem papel importante na defesa antifingica
e os corticosteroides inibem esta funcdo dos neutréfilos e macrofagos (Osamabh et al.,2013).

Atualmente, a oftalmologia vem obtendo um rapido desenvolvimento no que se
referem a novas tecnologias, técnicas e procedimentos, proporcionando aos pacientes um
acesso cada vez maior aos beneficios que a medicina pode trazer a visdo. Dentro deste
contexto, um grande namero de pessoas € submetido diariamente a cirurgias refrativas e a
ceratite fungica, embora rara, € uma complicacdo potencialmente grave, tendo sido relatada

apos Photorefractive Keratectomy (PRK) e Laser In Situ Keratomileusis (LASIK) (Kim et



15

al.,2013).

O trauma de cornea com material vegetal ou organico e até mesmo particulas de
poeira é o fator predisponente mais comum de ceratite fungica (Taneja et al.,2012). Os fungos
geralmente ndo penetram na cornea integra, sendo necessaria a ruptura do epitélio da cérnea
para que ocorra a penetracdo dos mesmos. Apds a penetracdo através da membrana de
Descemet, os fungos ganham acesso a camara anterior ou segmento posterior e com a
producdo de enzimas proteoliticas e micotoxinas causam necrose tecidual (Badiee, 2013).

Sridhar et al. (2000) relataram um caso de ceratite por A. flavus em uma jovem de 24
anos, trés dias apoOs ter sido submetida a uma cirurgia a Laser In Situ Keratomileusis
(LASIK). Apesar do tratamento intensivo, o infiltrado de cdrnea progrediu e a paciente foi
submetida a um transplante penetrante terapéutico de cornea.

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

Guarro et al. (2002), relataram um caso de ceratite por Sacopodium oculorum em um
garoto de 12 anos, apos cinco meses de tratamento com corticoides. A infeccdo foi resolvida
com natamicina e cetoconazol.

Bourcier et al. (2003), apresentam a evolucdo clinica e microbiologica de quatro
pacientes com ceratite causada por C. parapsilosis. Trés casos foram observados apos
ceratoplastia penetrante e um ap0s terapia por corticoides. Os autores concluiram que uso de
corticoides e transplante de cdrnea constituem fatores de risco para ceratite causada por C.
parapsilosis.

Hofling-Lima et al. (2005), relatam um caso atipico de infeccdo fangica da cornea por
Fonsecaea pedrosoi em um estudante de 18 anos que desenvolveu Ulcera de cdrnea em olho
direito 28 dias ap0s trauma de cornea com fragmento de vidro

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 antifingicos topicos
pimaricina (5%), miconazol (2%) e 150mg/dia oral de itraconazol, com a Ulcera cornea
desaparecendo ap0s cinco semanas de tratamento.

Al — Yousuf (2009), estudou o perfil das ceratite microbianas com foco especial nos
fatores de riscos, analisou 0s prontuérios de 285 pacientes com ceratite no periodo de trés

anos entre janeiro de 2005 a janeiro de 2007. Os fatores de risco identificados foram uso de
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lentes de contatos, trauma, olhos secos, blefarite, e cirurgia refrativa. Entre os fatores
predisponentes estudados o uso de lentes de contatos foi o principal fator de risco para ceratite
microbiana. Dormir com as lentes de contato é o principal fator de risco entre usuérios de
lentes de contato. Conscientizar o publico, especialmente no cuidado com o uso das lentes de
contato, pode ajudar a reduzir esta morbidade visual.

Bahadir et al. (2012), relataram um caso de infecgdo por espécie de Candida em uma
paciente de 23 anos de idade, a qual apresentava depdsitos assintomaticos branco-creme na
interface do enxerto quatro semanas apOs cirurgia de ceratoplastia lamelar. O exame
microbioldgico revelou infeccdo por Candida sp. Os autores consideraram a ceratite por
espécie de Candida uma infeccdo rara, observada apds cirurgia de ceratoplastia lamelar
anterior. Ainda afirmam que o quadro clinico assintomatico e & semelhanga de crescimento
epitelial pode adiar o diagnostico e consequentemente o tratamento. Em concluséo, os autores
citam que diante de depositos de interface visto apds a cirurgia lamelar, deve-se considerar

ceratite por Candida sp.

2.1.2 AGENTES ETIOLOGICOS

Os géneros de fungos mais frequentemente implicados como causas de ceratite
micotica em todo o mundo incluem Aspergillus, Candida, Curvularia, Fusarium e
Penicillium (Sangwan et al., 2013). Além disso, outras espécies de fungos como
Scedosporium apiospermum e Paecilomyces podem causar ceratite fangica (Thomas,
Kaliamurthy,2013).

O agente etioldgico de ceratite fangica mais comumente encontrado em regides
tropicais e subtropicais é o Fusarium sp. Sendo F. solani e F. oxysporum as espécies
mais importantes, embora outras espécies, incluindo F. dimerum, F. moniliforme, F. nivale, F.

Espécies de Aspergillus sdo relatadas com frequéncia como agentes etioldgicos de
ceratite flungica, ndo sO particularmente em paises tropicais, mas também em climas
temperados. As espécies A. flavus, A. fumigatus, A. niger, A. terreus, A. parasiticus, tem sido
relatados. (Manikandan et al.,2011; Gajjar et al. 2013; Baranyi et al., 2013).

As ceratites causadas por fungos leveduriformes sdo mais frequentemente encontradas
em pacientes imunodeprimidos ou pacientes debilitados estando associado a patologias
crbnicas da cornea. C. albicans € a espécie mais comum associada a ceratite. No entanto, C.

glabrata, C. tropicalis, C. krusei e C. parapsilosis tem adquirida uma maior importancia nos
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ultimos anos (Goldschmidt et al. 2012;).

No Centro Hospitalar Nacional de Oftalmologia (Paris), entre os anos de 1993 a 2001,
foram relatados 19 casos de ceratite fungica, dos quais 12 eram pacientes do género
masculino, a média de idade foi de 56,2 anos. O fator de risco mais comum foi o uso de
esterdide (42,1%), transplante de cornea (31,6%), trauma (31,6%). Os fungos C. parapsilosis
e C. albicans foram os mais isolados (58%) seguidos por Aspergillus sp. (21%) e Fusarium
sp. (21%) (Rondeal et al. 2002).

Wong et al. (1997) estudaram os aspectos clinicos e microbioldgicos 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 género masculino; os fatores predisponentes
relatados no estudo foram: trauma ocular em mais da metade dos pacientes, sete foram
submetidos a terapia com corticoides e dois usavam lentes de contato. Os fungos prevalentes
foram Fusarium sp. seguido por A. flavus.

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 fangica. Das espécies isoladas, 471
(42,82%) foram de Fusarium, seguido por 286 (26%) de Aspergillus. Os homens foram o0s
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 micatica.

Thomas (2003) descreveram os aspectos mais importantes das infec¢des de cornea por
fungos as quais constituem um problema de visdo em trabalhadores de areas livres de regifes
tropical e subtropical. Os autores observaram que infec¢bes fangicas da cornea sao
frequentemente causadas por espécies de Fusarium, Aspergillus, Curvularia e Candida. Os
autores concluiram que infeccdo flngica da cdrnea continua sendo uma importante causa de
morbidade ocular, particularmente em comunidades agricolas de paises em desenvolvimento.

Maidana et al. (2005) realizaram um estudo retrospectivo nos prontuarios de 146
criancas atendidas no Departamento de Oftalmologia do Hospital de Clinicas da Universidade

Nacional de Assuncéo - Paraguai, no periodo compreendido entre mar¢o de 1988 a agosto de

2002; com idade variando de 0 a 18 anos, todas com Ulceras de cdrnea de etiologia infecciosa.

As culturas foram positivas nas amostras clinicas de 113(77%) pacientes e destas 78 (70%)
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foram de etiologia bacteriana e 35 (30%) de etiologia fungica, as principais espécies foram
Acremonium ssp (25%), Fusarium ssp (14%) e A. fumigatus (14%).

Wang et al. (2009), investigaram a epidemiologia, fatores de risco, e espectro dos
fungos no Henan Instituto do Olho na China no periodo de janeiro de 2000 a marco de 2009.
Foi diagnosticada ceratite flngica em 2064 casos (2064 olhos). As espécies fungicas
predominante isoladas foram Fusarium spp., Aspergillus spp. e Alternaria spp. Ceratite
fungica foi mais comum entre os homens e a maioria eram agricultores, Trauma ocular foi
identificado como causa significativa para ceratite fungica. Os autores concluiram que
Fusarium e Aspergillus sdo sempre os patdgenos mais isolados de ceratite fiingica na regido
central da China, seguido por Alternaria.

Balne et al. (2012), relataram um caso de ceratite micotica causada por um fungo raro
Chaetomium atrobrunneum. O exame clinico, biomicroscopia, e avaliacdo microbiologica de
Ulcera de cornea foram feitos, e com base nas caracteristicas morfoldgicas e analise de
sequenciamento de DNA, o isolado foi identificado como C. atrobrunneum. . De acordo com
0s autores este € o primeiro relato de ceratite causada por um fungo raro, C. atrobrunneum, a
qual foi resolvida completamente com natamicina topica e cetoconazol oral.

No processo da ceratite fangica, uma das complicacGes oftalmoldgicas graves € a

endoftalmite (Proenca-Pina et al.2010).

2.1.3 ENDOFTALMITE

Trata-se de infeccdo intraocular acompanhada de processo inflamatorio que pode, em
casos graves, atingir o vitreo, a camara anterior, e por contiguidade acometer a retina e a
coroide (Safneck et al.2012). Entre os principais sintomas e manifestacbes clinicas
apresentadas podemos citar, diminuicdo da acuidade visual, dor, hiperemia conjuntival,
reacdo de camara anterior, vitreite, edema da cornea, quemose e edema da péalpebra
(Georgala, et al.2010). A maioria das endoftalmite é de origem bacteriana, porém, fungos,
virus e parasitas também podem causar infec¢do ocular (Bhagat et al.2011).

A endoftalmite constitui uma das complicagdes mais graves e de pior resultado
funcional entre as afec¢bes oftalmoldgicas. Pode ser de origem exdgena ou enddgena,
dependendo do modo de infeccdo, os agentes etioldgicos mais comuns sdo Candida albicans,

Aspergillus niger e Fusarium solani. (Hashemi, et al. 2009, Chhablani 2011).
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2.1.4 ENDOFTALMITE EXOGENA

A endoftalmite exdgena é causada por micro-organismo do ambiente externo e que
adentram aos olhos apds cirurgia ou trauma. Esta complicacdo € bastante rara apés
procedimentos cirdrgicos eletivos, como, cirurgia de catarata, transplante de cérnea, sendo um
pouco mais frequente apds trauma. As causas mais comuns para endoftalmite exdgena séo
pos-trauméatico e a endoftalmite secundaria a ceratite, 0 que seria explicado devido as
condicdes de assepsia, desorganizacdo das estruturas oculares e maior viruléncia dos agentes
presentes no trauma (Safneck 2012).

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 implantacéo de lentes intra-
ocultar. O diagnostico foi estabelecido por microbiologia classica e biologia molecular (PCR
e DNA). Tratamento oral com anfotericina B, e cetoconazol topico associado a natamicina foi
eficaz.

Zarkovic, Guest (2007), escreveram um caso de endoftalmite apds trauma devido a
Scedosporium apiospermum, a qual foi tratada com sucesso com uma combinacdo de
voriconazol intravitreo e sistémico. Uma dose elevada de 200 mg foi utilizado intravitrea sem
quaisquer complicacGes aparentes. Uma breve visdo geral do
uso de voriconazol para o tratamento de infeccdes oculares € apresentado, e é feita uma
comparacgdo com agentes antifingicos oftalmologicos utilizados tradicionalmente.

Wykoff et al. (2008), avaliaram os agentes etiologicos, estratégias de tratamento e
resultados clinicos em uma série de casos de pacientes com endoftalmite fungica exdgena
atendidos no Bascom Palmer Instituto de olho entre 01 de janeiro de 1990 e 30 de junho,
2006. No estudo obtiveram cultura positiva de amostras clinicas em 41 olhos. Os fungos
filamentosos representaram 35 casos (85%), Fusarium e Aspergillus foram os géneros mais
comumente isolados, e espécies de Candida representaram seis casos (15%). A anfotericina B
foi 0 agente antifungico mais utilizado em que 44% dos pacientes alcancaram uma acuidade
visual final de 20/80.

Muzaliha et al. (2009), relataram um caso de endoftalmite por C. glabrata seguida por
ceratoplastia penetrante em um homem de 57anos. Os autores citaram que C. glabrata, é um
patdgeno ocular raro, no entanto, esta se tornando crescente a sua incidéncia e com predilecédo

notavel por pos-ceratoplastia. Estas infec¢fes podem ser dificeis de tratar porque esta espécie

€ muitas vezes resistente aos agentes antifingicos comumente utilizados nos casos de

candidiases.
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Murata et al. (2009), citam um caso de endoftalmite refratario por Fusarium sp. apds
procedimento cirdrgico em um paciente de 71 anos que apresentou perda visual no olho
esquerdo cinco meses apos a cirurgia de catarata. Amostras de humor aquoso apresentaram
resultados microbiolégicos negativos. A vitrectomia e remocdo de lente intraocular foi
realizada, e Fusarium sp. foi isolado a partir da capsula da lente removida. Os autores
concluiram que o diagnostico de endoftalmite fungica é dificil através da amostra do humor
aquoso, sendo possivel através da cultura da lente intraocular (LIO) ou cépsula da lente. Em
casos refratarios como este, vitrectomia combinada com aspiracdo da amostra é recomendada.

Proencga-Pina et al. (2010), descrevem o curso clinico de uma ceratite por Fusarium
em um paciente usuario de lentes de contato que ndo respondeu ao tratamento com
voriconazol local e sistémico, e evoluiu para uma ceratite grave com endoftalmite, exigindo
ceratoplastia terapéutica. Apos oito meses de seguimento, a visdo recuperou para 20/50. A
diminuicdo da atividade antifungica, de solucdes desinfetantes para a lente devido a absorgéo
de biguanidas pode esta relacionada com o0s casos de ceratites em usuarios de lentes de
contato. Como afirmam os autores endoftalmite por Fusarium sp. pode resultar em uma
infeccdo devastadora com um mau resultado visual. Ainda consideram que para usuarios de
lentes de contato, a educacdo sobre boas praticas de higiene sdo necessario para evitar este
tipo de infec¢éo.

Rensch et al. (2010), relataram uma série de quatro casos que apresentaram
endoftalmite de trés a sete meses apds cirurgia de catarata. Em todos os pacientes, 0 saco
capsular foi irrigado varias vezes e anfotericina B foi instilada intraocularmente
sistemicamente. Vitrectomia pars planas foi realizada e analise microbiol6gica das amostras
de humor aquoso revelaram C. parapsilosis em trés amostras clinicas e C. albicans na de um
paciente. Estes micro-organismos foram considerados os agentes etiologicos dos referidos
casos. Os resultados mostram que uma endoftalmite de etiologia micotica de baixo grau no
poOs-operatdrio deve ser considerada, conclui os autores.

Chander et al. (2011), relataram um caso de endoftalmite fungica ex6gena em um
agricultor de 35 anos de idade com uma historia de vermelhiddo e diminuicao subita da visdo
apos trauma por vegetal, com infiltracdo da cdrnea, hifema, reflexo e exsudatos na camara
anterior do olho esquerdo. Ao exame clinico foi feito diagndstico provisorio de endoftalmite.
O exame direto com hidroxido de potassio (KOH) do humor vitreo revelou a presenca de
hifas septadas. As culturas de fungos foram colocadas no meio agar batata dextrose (BDA).

Com base nas caracteristicas morfolégicas o organismo foi identificado como F. sacchari.
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Confirmacdo do diagnostico e a identificacdo do agente etiolégico foram considerados
essenciais para uma terapia especifica adequada.

Edelstein et al. (2011), relataram um caso de ceratite multi-resistente por Fusarium sp
que evoluiu para endoftalmite em usuério de lentes de contato gelatinosas. Ao exame clinico
apresentou abrasdo na cornea. Os raspados de cdrnea revelaram hifas filamentosas e septadas.
Apesar da terapia antifungica a ceratite progrediu, e um transplante de cérnea foi realizado.
Infecgéo recorrente do enxerto progrediu para endoftalmite a qual foi tratada com repetidas
injecOes intravitrea de anfotericina B. Mesmo apds o uso sistémico de itraconazol,
voriconazol e uso topico de voriconazol, a infeccdo progrediu e uma enucleagcdo foi
necessaria. Espécie multirresistente de Fusarium sp é rara, porém, pode ter consequéncias
devastadoras em pacientes com ceratite avangada. Terapia antifungica empirica geralmente ¢
instituida usando um ou mais agentes antifungicos, sem verificar sensibilidades antifingicas.
No entanto, diante do aumento da resisténcia das cepas, 0s autores propdem um limiar mais
baixo para verificar se ha sensibilidade em face da ndo resposta a infecgdes fungicas.

Shivaprakash et al. (2011), alertam que os fungos de plantas do género Colletotrichum
sdo cada vez mais relatados como responsavel por causar infeccdes oftdlmoldgicas em seres
humanos. Os quais relatam cinco casos de infec¢es oculares sendo dois de endoftalmite e
trés de ceratite devido ao Colletotrichum truncatum, uma espécie nunca relatada
anteriormente por causar infeccdo humana. O progresso das lesdes nesses pacientes foram
lentas comparada com a de lesdes causadas por infeccdes por Aspergillus ou Fusarium. Como
medidas terapéuticas foram incluidas ceratoplastia penetrante total em pacientes com ceratite
e vitrectomia via pars plana em endoftalmite. Dois pacientes foram tratados adicionalmente
com anfotericina B intravitrea, um paciente com itraconazol oral, e outro paciente com
fluconazol oral e tépico. O presente relato, portanto, destaca o espectro crescente de agentes
causadores de infec¢bes oculares e a inclusdo de C. truncatum como um agente patogénico
humano.

Chan e Holland (2012), estudaram a incidéncia e caracteristicas clinicas da
endoftalmite infecciosa apds implantacdo de ceratoprotese Boston Tipo 1 (KPro). Os quais
analisaram prontuarios de 105 pacientes (126 olhos) que tiveram implantacdo de KPro em
Cincinnati Instituto de olho nos Estados unidos entre novembro de 2004 e novembro de 2010.

A incidéncia de endoftalmite foi de 2,4%, e da cultura do humor vitreo foram isolados
Ochrobactrum anthropi, Candida parapsilosis e Candida albicans. Todos os pacientes

receberam anfotericina, vancomicina e / ou cefatazidima intravitrea como medida profilatica.
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Os autores concluiram que a endoftalmite infecciosa € uma complicacdo devastadora a qual
pode ocorrer ap6s a implantacdo de ceratoprotese Boston tipo 1 mesmo com medidas
profilatica, os fungos e bactérias gram-negativas sdo uma causa de preocupagao crescente.
2.1.5 ENDOFTALMITE ENDOGENA

A endoftalmite fungica endégena é uma infeccdo intraocular grave, que normalmente
acomete pacientes imunocomprometidos. Antibioticoterapia, terapia imunossupressora,
doencas sistémica, doencas malignas, procedimentos invasivo, como cateteres intravenosos e
uso de drogas intravenosas estdo entre as causas mais frequentes para esta infeccéo
(Mochizuki et al., 2011; Espinosa-Heidmann et al., 2012).

A endoftalmite endogena representa 2% a 10% de todos os casos de endoftalmite
(Shen; Xu, 2009). Os micro-organismos atingem o olho através da corrente sanguinea e se
recolnem em éareas de alto fluxo de sangue, tais como a retina e coroide, por isso, a infeccéo
intraocular € o resultado de metéstase da infeccdo de um local distante (Safneck et al., 2012),

Os fungos sdo os agentes mais comuns na endoftalmite enddgena, representados em
sua maioria pelas espécies de Candida (Pelegrin et al., 2010). De acordo com Godoy et al.
(2004), o acometimento intraocular por C. albicans pode ocorrer através de disseminacéo
hematogénica do agente ou por inoculacdo direta do fungo. Os autores relatam ainda um caso
de uma paciente submetida a transplante de cornea que evoluiu com resposta inflamatéria
exacerbada durante o periodo pds-operatdrio; foi iniciada terapia imunossupressora com
ciclosporina e alta dose de corticoide topico, porém a paciente desenvolveu endoftalmite por
C. albicans. Eles concluem que casos como este devem servir de alerta aos oftalmologistas
quanto a possibilidade de infeccao fungica em pacientes submetidos a transplantes penetrantes
de cdrnea e que apresentam inflamacdo atipica de dificil controle.

De acordo com Paula et al. (2006), a endoftalmite por Aspergillus estar geralmente
relacionada a disseminacao local ou sistémica do agente em pacientes imunocomprometidos,
no entanto, relatam um caso raro de glaucoma bilateral grave secundario a uma infeccdo intra-
ocular por A. 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

que a endoftalmite por Aspergillus deve ser considerada em pacientes HIV - positivo mesmo
na auséncia de aspergilose sistémica.

Pelegrin et al (2007), descreveram um caso de endoftalmite em um homem de 41 anos
HIV positivo que foi internado na emergéncia de olhos, com historia de febre e perda visual

em olho direito. O exame oftalmoldgico revelou severa inflamagéo vitrea, porém segmento
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anterior do olho ndo mostrou sinais de inflamagdo. Apds sete dias acuidade visual caiu para
movimento de mdo. Diagndstico-terapéutico por vitrectomia via pars plana foi realizada. Em
seguida cultura do humor vitreo resultou positiva para C. dubliniensis, testes de sensibilidade
a antifingicos para C. dubliniensis revelaram sensibilidade a azol e o paciente recebeu
fluconazol (200 mg trés vezes ao dia) via oral. Ap6s dois meses de seguimento, a sua
acuidade visual foi mantida em 20/60, sem sinais de infec¢do ocular ou sistémica.

A ocorréncia de infecgdes anteriormente rara devidos a agentes patogénicos
oportunistas vem aumentando, apesar do uso de novas estratégias de tratamento para
pacientes imunocomprometidos. Como afirmam Kapp et al. (2007) e relatam um caso de um
paciente que desenvolveu endoftalmite bilateral ap6s transplante hematopoiético de célula-
tronco. F. solani foi isolado a partir de amostras de sangue periférico e identificado como
causa de perda de visdo bilateral gradual, apesar da profilaxia antifingica apropriada, além de
vitrectomia e instilacdo intraocular de agentes antifingicos. O paciente entrou em coma,
meningite basal, envolvendo ambos os nervos opticos e morreu apés oito dias, devido a falhas
multiplas de 6rgaos. As observacdes clinicas relatadas aqui segundo os autores podem ajudar
0s médicos que atendem pacientes imunocomprometidos no sentido de acelerar o diagndstico
e iniciar o tratamento precoce no inicio da complicacdo, e destaca a necessidade urgente de
gestdo interdisciplinar da fusariose invasiva.

Hara et al. (2007), relatam dois casos em que o0s pacientes com neoplasia hematolédgica
desenvolveram endoftalmite por Trichosporon beigelii durante o tratamento com
poliquimioterapia. Hemoculturas revelaram T beigelii para ambos os pacientes. Os quais
foram tratados com fluconazol (FLCZ) e 5-fluorocitosina, porém a endoftalmite foi resistente
a ambas as drogas. Posteriormente foi administrado anfotericina B (ANF-B). Em ambos 0s
pacientes, tratamento sistémico com ANF-B resolveu com sucesso a endoftalmite. Os autores
concluiram que endoftalmite é dificil de tratar e administracdo de ANF-B é provavel que seja
mais eficaz no tratamento de endoftalmite devido a trichosporonosis quando a doenca se

encontra numa fase precoce.

Endoftalmite enddgena por Aspergillus € uma complicacdo rara de aspergilose
invasiva em pacientes transplantados, segundo Hashemi et al. (2009), os quais descrevem um
caso de paciente que foi submetido a transplante de figado devido a cirrose induzida por
drogas colestatica e menos de duas semanas apds a cirurgia desenvolveu endoftalmite por
Aspergillus. Reacdo em cadeia de polimerase do sangue foi positiva para Aspergillus.

Vermelhiddo, unilateral, e outros sinais de endoftalmite foram confirmados ao exame clinico
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por um oftalmologista, e posteriormente por microscopia e cultura do fluido vitreo e bidpsia
da retina. Foi ministrada injecdo intravitrea de voriconazol seguido por voriconazol
intravenosa, porém os sintomas e

nenhuma melhora foram observados na acuidade visual. Dor e sinais de inflamacéo no olho
permaneceram apds duas semanas. Por fim, o paciente foi submetido a enucleagdo para evitar
o0 envolvimento do outro olho por aspergilose ou oftalmia simpatica.

Sachdev et al. (2010), mencionaram um caso de endoftalmite enddgena bilateral por
Aspergillus sp. em uma paciente de 26 anos, imunocompetente, que tinha recebido uma
infusdo intravenosa de dextrose, como tratamento para malérica, duas semanas antes desse
episodio. O exame de esfregaco de humor vitreo do olho esquerdo revelou hifas septadas com
ramificagdo em &ngulo agudo, e a cultura demonstrou crescimento de A. fumigatus. Uma
avaliacdo detalhada nédo revelou qualquer foco sistémico ou fator predisponente para infec¢éo
fungica. Os autores concluiram que paciente imunocompetente pode apresentar-se com
endoftalmite enddgena bilateral simultanea por A. fumigatus apés receber infuséo intravenosa
de solucdo de dextrose presumivelmente contaminada.

Lingappan et al. (2012), fizeram uma analise retrospectiva no periodo 01 de janeiro de
1990, a 1 de julho de 2009 nos prontuérios de 65 olhos de 55 pacientes com cultura positiva
para endoftalmite fungica. Leveduras foi o organismo causal mais comum com 38 (75%) dos
olhos em comparacdo com os fungos filamentosos com 13(25%) pacientes. Descolamento de
retina ocorreu em 17 olhos (26%). Os autores concluiram que endoftalmite enddgena
geralmente esta associada a baixa acuidade visual, especialmente quando causada por fungos,
e que o descolamento de retina é uma ocorréncia frequente durante este seguimento.

Espinosa-Heidmann et al. (2012), descreveram um caso incomum de endoftalmite
fungica enddgena em um jovem imunocompetente de 27 anos o qual apresentava perda de
visdo, uveite densa e infiltrado coriorretinianas. Culturas microbiologicas obtido por
vitrectomia foram positivas para C. dubliniensis. Este processo infeccioso foi em seguida,

devidamente tratado com anfotericina B intravitrea e fluconazol sistémico, com resolucéo da

endoftalmite. Endoftalmite fungica endogena foi considerada uma condi¢cdo que pode
mascarar outras causas mais comuns de endoftalmite. Os casos atipicos de endoftalmite
podem ser diagnosticados por vitrectomia pars plana para um rapido diagndstico e tratamento
Sigler e Huang (2012), relataram um caso de endoftalmite em um homem de 63 anos
de idade, com histéria de carcinoma de nasofaringe submetido a terapia de prednisona por via

oral o qual apresentou dor de cabega e perda de viséo aguda. Foi
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realizado uma vitrectomia, e teste de reacdo em cadeia de polimerase foi negativo para o virus
herpes simplex, contudo em culturas do humor vitreo cresceu A. fumigatus. O paciente foi
tratado com injecdo intravitrea de anfotericina B e voriconazol oral. Os autores afirmam que
este é o primeiro relato de endoftalmite endégena por A. fumigatus.

Sallam et al. (2012), estudaram os fatores que afetam o resultado da acuidade visual
em pacientes com endoftalmite endégena por Candida sp. Estudo retrospectivo de 44 olhos de
36 pacientes com diagndstico de endoftalmite por Candida sp. em dois centros de uveite
terciario de referéncia. De acordo com esse estudo os autores concluiram que endoftalmite por
Candida sp estd associado com uma elevada taxa de perda visual, particularmente em
pacientes que apresentam uma ma acuidade visual ou lesdes localizadas centralmente. E que,
se realizada no inicio vitrectomia reduz o risco de descolamento da retina.

De acordo com Estivill et al., (2011) e Chandra et al., (2012) muitas praticas médicas
envolvem o uso frequente de implantes e dispositivos medicos residentes (IDMR) como,
cateteres, proteses, lentes de contacto e outros dispositivos, resultando em crescentes
infeccbes nosocomial. Infecgbes associadas a IDMR, geralmente envolvem colonizacao

microbiana as quais levam a formacao de agregados celulares denominados de biofilmes.

2.2 BIOFILMES FUNGICO

Os biofilmes sdo tipicamente sistemas complexos e heterogéneos caracterizado
principalmente por associacfes de micro-organismos aderidos a uma estrutura solidas e
matrizes extracelulares (Ramagem et al., 2012). Também sdo caracterizados por conferir
maior resisténcia as drogas antifungicas comumente utilizadas do que as células dispersas
denominadas de plancténica (Chandra et al., 2012). Os biofilmes fungicos possuem algumas
caracteristicas morfologicas comuns e essenciais para desempenho e eficiéncia (Villena et al.,
2010). O micro-organismo nos biofilmes exibe fenotipo alterado com respeito a taxa de
crescimento, a transcricdo do gene, e resisténcia fisica e quimica a stress biologicos. (Singh et
al., 2011).

Até recentemente, os fungos filamentosos ndo eram considerados micro-organismos
formadores de biofilme quando comparado com as bactérias e as leveduras, ambos tém sido
amplamente estudados por meio de microscopia eletrénica de varredura (MEV) e microscopia
confocal a laser (CLSM), no entanto os fungos filamentosos tém

recebido atencdo apenas recentemente (Villena et al., 2010; Gutiérrez-Correa et al., 2012).
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Infeccdes relacionadas a biofilme por leveduras e fungos filamentosos tém sido cada
vez mais descritas, incluindo Pneumocystis, Coccidioides, Aspergillus, Zygomycetes,
Blastoschizomyces, Saccharomyces, Malassezia, Trichosporon, e Cryptococcus (Ramagem et
al., 2012).

Complicacdo infecciosa oculares tem sido associada com o desgaste de lentes de
contato gelatinosas. O uso de lentes, acessorios e solugbes contaminadas, assim como, a
adesdo de micro-organismos a superficie da lente e formacdo de biofilme sdo fatores
considerados no desenvolvimento de ceratite microbiana (Onurdag et al., 2011).

A formacdo de biofilme é um atributo importante de viruléncia em micro-organismos
e contribui para a maioria das infec¢cdes humanas. Portanto, a compreensdo, dos processos
pertencentes ao seu desenvolvimento € um pré-requisito importante para a concepcdo de
novas estratégias para prevenir ou erradicar infeccdes relacionadas com o a formacdo de
biofilme fungico (Seneviratne,2009). Os biofilmes vém sendo considerados como a
caracteristica mais importante no desenvolvimento nas infec¢cbes fungicas oculares. A
erradicacdo do biofilme é um grande desafio para superar a incidéncia de resisténcia as drogas
antifangicas (Sengupta et al., 2012).

Em geral, o desenvolvimento de um biofilme por fungos filamentosos implica em seis
estagios sequenciais: O primeiro estagio seria o de adsorcao de propagulos, adesdo de esporos
ou de fragmentos de hifas. Neste, ocorreria basicamente a aderéncia dos micro-organismos a
uma superficie especifica bidtica ou abiotica. Em seguida, viria o estagio de adesdo ativa a
superficie, no qual ocorreria a secrecdo de substancias adesivas pelos esporos germinados e
hifas. No terceiro estagio hd discreta formacdo e organizacdo das células, formacdo de
microcol6nia, a partir da multiplicacdo, do alongamento apical e da ramificacdo das hifas, e
ocorre também a producéo de matriz polimérica extracelular, que permite uma forte adeséo da
colénia em crescimento com a superficie. A quarta fase seria a de maturacdo inicial do
biofilme, este momento envolve a formacdo de uma rede mais compacta de hifas ou micélios
e adesdo entre hifas. Ocorre também a formacéo de feixes de hifas grudados uns aos outros
pela matriz polimérica extracelular e a formacdo de canais de &gua através da repulsao
hidrofobica entre as hifas. Na fase seguinte, a de maturacdo ou desenvolvimento reprodutivo,
ocorre a formacdo de corpos de frutificacdo, células esporogénicas, esclerodios e outras
estruturas de sobrevivéncia. Nesta fase, tem intensificado o crescimento aéreo da coldnia,
evento fundamental para a frutificacdo e dispersdo do fungo. Por fim, 0 sexto estagio seria o

de dispersdo, no qual seriam liberados esporos ou fragmentos do biofilme, que atuariam como
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novos propagulos podendo dar origem a novos biofilmes e fechariam o ciclo. (Harding et al.,
2009; Seneviratne et al., 2009).

Bullock et al. (2008), investigaram o efeito da temperatura de armazenamento em
solucBes para lentes de contato quanto a capacidade em inibir o crescimento de espécies de
Fusarium. Visto que em 2005 e 2006, o Departamento de Saude de Hong Kong registrou um
aumento da incidéncia de ceratite por Fusarium sp, em usuarios de lentes de contato as quais
foram associadas ao uso do antisséptico ReNu. Seis solucdes para lentes de contato foram
testadas: Renu com MoistureLoc (ReNu ML), ReNu MultiPlus, Moistureplus completo,
AQuify, Care Clear, e OPTI-FREE RepleniSH. Dois frascos de cadasolu¢cdo foram

separadamente armazenados a temperatura de 23°C e 600C durante quatro semanas, em

seguida foram testados quanto a capacidade de inibir o crescimento em 11 isolados de
Fusarium. Quando exposto a elevada temperatura por tempo prolongado, ReNu ML perdeu a
atividade fungistatica in vitro mais do que os outros produtos. Os autores concluiram que o
controle de temperatura inadequada do ReNu ML pode ter contribuido para aumento de

ceratite por Fusarium em 2005-2006.

Hasan et al. (2009), avaliaram a formacao de biofilme por XTT [2,3-bis (2- methoxy-
4nitro-5-sulfo-phenyl) -2H-tetra-zolium-5-carboxanilide] em cepas de Candida isoladas de
amostra clinica de 32 pacientes com candidemia, comparando com a formacao de biofilme
por Candida isolada de lesGes de orofaringe em 19 pacientes com AIDS. A formacédo de
biofilme variou entre as espécies, e C. albican, C. krusei e C. lusitaniae produziram mais
biofilme que outras espécies de Candida. Os autores concluiram que a formacao de biofilme é
estavel, mas, caracteristica especifica do isolado pode variar bastante entre C. albican e

Candida ndo-albicans, e desempenha papel importante na persisténcia da infec¢éo.

Lazzell et al. (2009), desenvolveram modelo de candidiase em camundongos
utilizando cateter venoso central e examinaram a eficidcia de caspofungina para tratar e
prevenir biofilmes por C. albicans. Os autores demonstraram in vivo que biofilmes formados

por C. albicans apresentam caracteristicas estruturais semelhantes as formadas in-vitro. Apés

o desenvolvimento do modelo 0,25 ml de caspofungina foi instilada sobre o cateter para o
tratamento de biofilmes pré-formados, o qual reduziu significativamente a carga de biofilme
fungico nos cateteres. Um segundo conjunto de experiéncias, em que cateteres foram pré-
tratados instilando 60 ml de caspofungina antes do teste com C. albicans, uma significativa

reducdo da carga de biofilme fungica (em comparacdo aos controles) foi relatado. Os autores
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concluiram que os modelos in vivo tém favorecido a compreensdo da patogénese de biofilme
por C. albicans e o papel do biofilme nas infec¢bes, como também as ferramentas fornecidas
para avaliar os potenciais dos agentes antibiofilmes.

Uppuluri et al. (2009), comparando o desenvolvimento, arquitetura e resisténcia as
drogas antifingicas de biofilme por C. albicans cultivados in vitro sob condicGes estatica e
biofilme sob fluxo de meio continuo demonstraram que biofilmes formados por C. albicans
usando sistema de fluxo mostrou aumento da complexidade arquitetonica em relacdo aos
biofilmes cultivados em condigcdes estaticas. MedicGes de biomassa e observacdes
microscépicas revelaram ainda que, apds 24 h de incubacdo, biofilmes sob fluxo de meio
continuo foi duas vezes mais espesso que os biofilmes cultivados em condigdes estaticas e a
superficie destes biofilmes foram extremamente compacto e enrugada, ao contrario da camada
de hifas aberta tipicamente vista em 24 h nos biofilmes estatico. As analises microscopicas
revelaram que testes de sensibilidade antifingica mostraram que as células de C. albicans em
biofilmes sob fluxo de meio continuo apresentaram aumento da resisténcia as drogas
antifingicas mais usadas clinicamente.

Silva et al. (2010) analizaram a atividade metabdlica in vitro de biofilme formado por

C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata, os autores afirmam que a atividade metabolica
total do biolfilme depende das cepas. Desta forma C. glabrata exibiu a atividade metabdlica
do biofilme mais baixa apesar de ter o maior nimero de células cultivaveis. Do mesmo modo,
a atividade metabdlica das celulas ressuspensas do biofilme e de células planctdnicas dessa
espécie foram menores do que a das outras espécies. Este estudo demonstra a existéncia de
diferencas intrinseca de atividade entre as espécies de Candida ndo-albicans, o que poderia
ter implicacbes importantes em termos de espécies em relacdo a viruléncia. No entanto 0s
autores questionam sobre qual seria o parametro de avaliacdo ideal do biofilme e que
correlacdo ha entre o namero de células cultivaveis e a atividade metabdlica total do biofilme.

Kovaleva et al. (2010), avaliaram os efeitos do acido paracético na limpeza e
desinfeccdo com e sem secagem adicionais sobre biofilmes formados por C. albicans, C.
parapsilosis, Pseudomonas aeruginosa e Stenotrophomonas maltophilia, isolados de
endoscopios flexiveis contaminados. O &cido paracético foi eficaz contra o biofilme e células
plancténicas de todos os micro-organismos avaliados imediatamente ap0s o tratamento,
porém permitiu regeneracdo de todos os biofilmes quando procedimento de secagem foi
ignorado. De acordo com esse estudo os pesquisadores concluiram que o procedimento de

limpeza rotineiro ndo remove de forma confidvel os biofilmes presente nos canais de
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endoscopios se o procedimento de secagem aplicado ndo for eficiente. Isto pode explicar o
fracasso de descontaminagdo durante o reprocessamento do endoscépio.

Lattif, et al. (2010), estudaram a caracterizagdo e formacdo de biofilme por C.
parapsilosis, e duas novas espécies C. metapsilosis e C. orthopsilosis e concluiram que as trés
espécies apresentam capacidade semelhante de formar biofilme.

Estivill et al. (2011), analisaram a capacidade de formacdo de biofilme por 84 cepas de

Candida distribuidas em C. albicans (23), C. parapsilosis (23), C. tropicalis, (16), C.

glabrata

(17) e C. krusei (5). Foram avaliados trés materiais utilizados em dispositivos meédicos através
da quantificacdo de células viaveis. Todas as cepas de

Candida testadas foram capazes de formar biofilmes, ocorrendo maior formag&o em Teflon

™ exceto C. glabrata que exibiu maior capacidade de formacdo de biofilme em PVC. Os
autores concluiram que a formacao de biofilme por espécies de Candida varia a depender do
tipo de material, da espécie e da cepa de Candida.

Villar-Vidal et al. (2011), estudaram a variacdo na formacdo de biofilme entre C.
albicans e C. dubliniensis isolados de sangue e cavidades orais, utilizando poliestireno como
substrato. Todos os isolados testados produziram biofilme, no entanto, a formacao de biofilme
por C. albicans foi significativamente maior que a formacao de biofilme por isolados de C.
dubliniensis. As diferencas na producdo de biofilme entre isolados deve ser analisada quanto a
atividade anti-biofilme dos agentes antifingicos ou outros fatores de viruléncia testados in
vitro.

Boucherit-Atmani et al.(2011), estudando a formacdo de biofilmes por C. albicans
isoladas de cateteres e sondas e sua resisténcia a anfotericina B verificaram que as células
sésseis de C. albicans foram muito mais resistentes do que as células plancténicas (células em
suspensdo). O aumento da resisténcia ocorreu especialmente durante as diferentes fases da
formacdo de biofilme até que atingiu o seu limite no estagio de maturacao (48 h). Além disso,
microscopia eletrdnica de varredura das cepas isoladas revelou a formacéao de biofilmes por
C. albicans nos cateteres. Surpreendentemente, as observacdes revelaram a presenca de uma
nova estrutura nestes biofilmes,ou seja a formacéo de clamidésporos.

Onurdag et al. (2011), analisando as diferengas na aderéncia de Pseudomonas e C.
albicans em cinco tipos de lentes de contato gelatinosas, observaram que o numero de

Pseudomonas aderente foi decrescente nas lentes polymacon, etafilcon A, hilafilcon,
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ocufilcon e lotrafilcon. O nimero de leveduras aderentes foi maior nas lentes de contato
lotrafilcon e ocufilcon seguida por hilafilcon e etafilcon A e polymacon. Este estudo
demonstra que, além das propriedades das lentes de contato, os préprios micro-organismos e
suas interacbes com o material da lente também desempenham um papel importante na
adeséo.

Sengupta et al. (2012), verificaram a capacidade in vitro da formacéo de biofilme em
lentes de contato por A. fumigatus, F. solani, e C. albicans isolados de pacientes com ceratite
e o efeito de uma solucdo protétipo (Lactoferricin B) para lentes de contato sobre os
biofilmes. Os autores concluiram que todas as cepas foram capazes de formar biofilme apds
72 horas de incubacdo. Além disso, o efeito da solucdo para lentes (Lactoferricin B) foi
considerado parcialmente eficaz na erradicacdo do biofilme fungico em lentes de contato.
Segundo os autores estes resultados sugerem que lactoferricin B pode ser um candidato
promissor como um aditivo antibiofilme-antifungico em solugéo para lentes de contato.

Paiva et al. (2012), Avaliaram a formagdo de biofilme e as caracteristicas
ultraestruturais in vitro em espécies de Candida isoladas de candidiase vulvovaginal Todas as
leveduras produziram biofilme e mostraram viabilidade até 48 h apos a conclusdo do ensaio,
confirmado por microscopia eletronica de varredura e microscopia confocal a laser. Também
revelou que todos os isolados aderiram apenas na forma de blastoconideos, exceto C.
parapsilosis. A alta formacdo do biofilme, atividade metabdlica e hidrofobicidade da
superficie celular, bem como, as caracteristicas ultraestruturais mostraram que C. albicans e
C. parapsilosis, exibem maior capacidade de aderéncia em relacdo as outras espécies. Os
autores afirmam que o potencial de viruléncia € multifatorial e que outros fatores nao
avaliados no estudo, podem estar envolvidos na fisiopatogenia da candidiase vulvovaginal.

Retuerto et al. (2012), avaliaram o efeito no desgaste em trés tipos de lente de contato
gelatinosa (lotrafilcon A, etafilcon A e balafilcon A) associadas com formacédo de biofilmes
por F. solani e F. oxysporum e a eficacia de trés soluctes para limpeza e desinfeccdo de lentes
de contato disponivel comercialmente. Os autores concluiram que as espécies testadas sao
capazes de formar biofilme em lentes de contato e que apenas uma das solucdes testada a base
de perdxido de hidrogénio mostrou atividade antifingica eficaz em ambas as espécies e nos

trés tipos de lentes.
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3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS
3.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS DE RASPADOS DE CORNEA

Trata-se de um estudo prospectivo, transversal e descritivo, sendo a amostra composta
de pacientes diagnosticados com ceratite infecciosa, atendidos em emergéncia oftalmoldgica
publica de referéncia, Recife-PE. No periodo de Fevereiro de 2011 a Maio de 2013 foram
atendidos 308 pacientes dos quais foram realizadas coletas de raspados de cdrnea em 73
pacientes. Foram incluidos neste estudo, pacientes com infec¢do de cérnea independente do
inicio do tratamento clinico, ndo resposta ao tratamento clinica e recidiva do quadro apos o
tratamento cirdrgico. Foram excluidos os pacientes que apresentaram risco ou quadro
estabelecido de perfuragdo ocular no momento do exame.

Foram analisadas as variaveis de género, idade, profissdo, periodo entre inicio dos
sintomas e entrada no servico, fatores de risco, medicacgdes prévias, uso de lentes de contato,
historico de cirurgia ocular prévia, tratamento inicial instituido e evolu¢do do quadro
oftalmoldgico.

Os raspados de cornea foram coletados com auxilio da lampada de fenda utilizando-se
a espatula de Kimura. As amostras clinicas foram coletadas do centro e bordas da leséo, 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 ¢ BHI (“Brain-Heart-Infusion”), contidos em placa de Petri, para
possivel isolamento e obtencdo 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
purificacdo e identificacao.

Para purificacdo foram retirados fragmentos das col6nias 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 colbnias fragmentos das culturas foram transferidas

para tubos de ensaios contendo meio especifico para posterior identificacdo.

Para identificacdo dos isolados foram observadas caracteristicas macroscépicas (cor e
aspecto das coldnias) e microscopicas (tipo de esporo e septacdo do micélio) a partir de
microcultivos, foram feitas preparacdes de laminas com auxilio do corante Azul de Amann
para melhor observacdo das estruturas fungicas ao microscopio (Barnett et al. 1990; De Hoog
et al. 2000; Lacaz et al. 2002; Sidrim; Rocha, 2004).
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3.2 CONDIGCOES DE CRESCIMENTO DOS FUNGOS

Culturas de F. Solani, A. fumigatus e A. terreus foram cultivadas em agar Sabouraud
dextrose a 37°C por 72 h. Os conidos foram coletados por lavagem da superficie das culturas
utilizando 5ml de tampao fosfato salina (PBS) pH 7,2 contendo Tween 20 na concentracao de
0,025% (v/v), subsequentemente foram submetidos a contagem em camara de Neubauer e 0
inculo ajustado para a concentracdo de 1x10° células em RPMI 1640 (Sigma) tamponado
para pH 7.0 com MOPS 0,165M (Mowat et al., 2007).

3.3 FORMACOES DE BIOFILME

Para a producdo do biofilme sobre as lentes de contato, estas foram colocadas em placas
de microtitulacdo contendo 24 pocos (TPP, Switzerland), sobre estas foram dispensados
200ul da suspenséo fungica padronizada em tampdo MOPS-RPMI 1640 em cada orificio de
forma a ficarem totalmente submersas no contetido e incubadas a 37°C por 24horas. Cessando
este tempo, o meio de cultura foi removido dos orificios e as lentes lavadas trés vezes com

PBS pH 7,2 para total remoc&o de células ndo aderentes (Mowat et al., 2007).

3.4 DESINFECCOES DAS LENTES DE CONTATO

As lentes de contato foram submersas em quatro tipos de solucdes desinfetantes
(Solucgéo A, B e C) disponiveis comercialmente e (D) solucdo teste. Para controle foi utilizado
a solucéo fisioldgica.

Para verificagdo “in vitro” do poder fungicida do produto D(solucéo teste) utilizado na
desinfeccdo das lentes, foram testadas as lentes de contato colonizadas por fungos, as quais
separadamente ficaram imersas em pocos contendo os produtos padrdes e teste, bem como
solucdo fisioldgica (controle). Apos 24 horas foram analisado o efeito das solucdes

desinfetantes sobre a viabilidade e remocéo dos fungos no biofilme sobre lentes de contato

através de microscopia eletrénica de varredura (MEV), retrocultivo econfirmacéo

taxonbmica.

3.5 MICROSCOPIAS ELETRONICA DE VARREDURA

A topografia da superficie destes biofilmes foram avaliadas através da microscopia

eletronica de varredura (MEV)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CERATITE FUNGICA

No periodo avaliado foram diagnosticados 15 casos (15 olhos) de ceratite fingica. As
principais manifestagdes clinicas apresentadas foram hiperemia de conjuntival, Glcera de
cérnea e hipopio (Figural). Todos confirmados atraves do diagndstico laboratorial
micologico. Ao Exame direto foram visualizados vérios filamentos micelianos hialinos e
septados (figura 2).

Dos casos positivos para ceratite fungica, 08 (53%) pacientes pertenciam ao sexo

masculino e 07 (47%) sexo feminino. A média de idade foi de 50 anos, variando de 31 a 78
anos. Com relagdo as atividades laborais, seis (40%) pacientes eram agricultores, cinco
(33,3%) era donas de casa, um (6,6%) cozinheiro, um (6,6%) vendedor, um (6,6%) mestre de
obras e um (6,6%) auxiliar de servicos gerais. Os fatores associados por trauma ocular foram
referidos por seis (40%) pacientes, destes, quatro (16%) dos pacientes com material vegetal.
A tabela 1 representa um quadro resumo dos aspectos etiologicos, epidemioldgicos e perfil de
tratamento dos casos de ceratite fingica apresentados neste estudo.
O tempo médio de inicio dos sintomas e chegada ao servico foi de sete dias, variando de 01 a
30 dias. Oito pacientes foram provenientes de Recife/regido metropolitana e sete do interior
do estado de Pernambuco. Os pacientes da capital e regido metropolitana apresentaram uma
média de cinco dias para entrada no servi¢co oftalmologico e os pacientes do interior uma
média de nove dias.

Quanto aos agentes causadores de ceratite fungica, foi identificado F. solani com nove
(60%) casos, F. oxysporum, quatro (26,6%), A. fumigatus e A. parasiticus com um (6,67%)
caso cada (Figura 3). Anfotericina B topica foi iniciada em 13(86,6%) pacientes sendo
substituida por natamicina tépica em dois (13,3%) casos. Cetoconazol sistémico foi utilizado
em seis (40%) pacientes. Todos os pacientes utilizaram antibiotico topico.

O procedimento de ceratoplastia penetrante foi realizado em oito (53,0%) dos casos,
sendo a lavagem de camara anterior com anfotericina B, realizada previamente em oito
(53,0%) desses pacientes. O recobrimento conjuntival foi realizado em sete (47,0%)
pacientes, sendo que destes, dois casos submetidos a evisceracao.

Dos sete pacientes que ndo foram submetidos a ceratoplastia penetrante, cinco foram
submetidos ao recobrimento conjuntival associado a lavagem de cdmara anterior com

anfotericina B, resultando na melhora do quadro infeccioso



34

Ceratite fangica é uma infeccdo que afeta principalmente o epitélio da cornea, estroma
com envolvimento do endotélio e da cAmara anterior do olho em casos graves (Taneja et al.,
2013). Mais de 50 géneros de fungos ja foram descrito como agente etioldgico dessa infeccéo,
sendo, Aspergillus, Fusarium Penicillium, Curvularia, e Candida os mais comuns em todo
mundo (autor).

Esta infeccdo ocorre com maior frequéncia na populacéo rural, sendo 0os homens mais
acometidos. No presente estudo observou-se maior nimero de pacientes do género masculino
acometidos por ceratite flngica sugerindo maior exposicdo desse grupo de pacientes aos
agentes predisponentes (Yildiz et al., 2008; Jastaneiah et al., 2011).

A historia de trauma ocular com matéria vegetal foi referida nesse estudo em 16% dos
pacientes. Este resultado esta de acordo com dados obtidos por Ibrahim et al. (2011). Os
referidos autores associam trauma vegetal como relato agravante para originar as ceratites
fungicas. Outros autores também afirmam que trauma com lesdo de cdrnea, em especial com
material de origem vegetal, é considerado como o principal fator de risco para o
desenvolvimento de ceratite fungica. O uso de lentes de contatos também € bastante relatado,
porém ndo encontrado nesta pesquisa (Hofling-Lima et al. 2005, Yildiz et al. 2010, Knape et
al. 2011).

Dos pacientes estudados, 43,5% eram procedentes de zona rural, sendo todos 0s
demais, da capital e regido metropolitana do Recife. No presente estudo as atividades
agricolas constituiram a maioria dos casos, sendo um total 40,0% das atividades laborais
relatadas. Uma correlacdo entre atividades agricolas e um aumento no nimero de casos no
periodo de safra foi sugerida por outros autores (Ibrahim et al. 2008).

A cultura foi positiva em 15 amostras, procedidas de 15 pacientes que totalizou
20,54% do total de casos suspeitos de ceratite fungica. Na literatura encontramos um indice
de culturas negativas que varia de 40 a 70% dos casos, caracterizando a dificuldade de

isolamento de fungos por cultura (Yilmaz et al. 2007). A variacdo destes niveis pode ser

atribuida a uma série de fatores que incluem coleta inadequada do material, tratamento prévio
com antibidticos e uso de anestésico topico na obtencdo da amostra (Badenoch et al. 2005).

Embora um exame minucioso possa ajudar na formulacdo de um diagndéstico clinico, as
ceratites fungicas continuam sendo motivo de ddvida entre as causas de ceratites infecciosas.
Os sinais mais sugestivos de ceratite fungica sao margens hifadas, bordas elevadas, presenca

de fibrina na superficie da leséo e lesdo com outra cor que ndo amarela (Thomas et al. 2005).
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O agente etiologico mais citado em nossa pesquisa foi F. solani (nove casos), que
constituiu 60% das amostras com cultura positiva. O outro agente isolado foi o A. fumigatus
(dois casos). Resultados semelhantes foram encontrados em estudos anteriores realizados na
América do Sul, onde os principais fungos isolados foram Fusarium sp e Aspergillus sp, que
de fato sdo os patdgenos mais frequentemente isolados em regibes tropicais nas ultimas
décadas. (Hofling-Lima et al. 2005, Ibrahim et al. 2008, Wang et al. 2009, Gopinathan et al.
2010). Acreditamos que este fato possa ser explicado por diferencas no clima e no meio
ambiente, sendo a Candida sp 0 agente mais prevalente em paises desenvolvidos e de clima
temperado (Yildiz et al. 2010, Bahadir et al. 2012).

O tempo médio de procura dos pacientes ao servico oftalmoldgico foi de
aproximadamente sete dias, variando de 01 a 30 dias, periodo semelhante relatado em estudo
realizado por lbrahim et al. (2008), em estudo na regido Sudeste do Brasil. Ainda em nossa
pesquisa, uma média de cinco a nove dias foi 0 tempo determinado para 0s pacientes darem
entrada no servico especializado. Essa diferenca pode ser explicada pela dificuldade de acesso
a servigos de saude pela populacdo do interior do estado que necessitam de informacdo para
qual servico se direcionar e dependem de transporte para o local de assisténcia.

O tratamento mais utilizado foi a anfotericina B e natamicina. A anfotericina B age
principalmente contra leveduras dos géneros Candida e Cryptococus, mas pode também agir
contra espécies de Aspergillus e Fusarium, sendo necessaria a remocao do epitélio e do
estroma anterior para uma maior penetracdo do antifingico. A Natamicina age principalmente
contra fungos filamentosos, especialmente Fusarium sp e Aspergillus sp, sendo também

necessario o procedimento de debridacéo da lesdo (Oliveira et al.’2001).

O uso de anfotericina B prescrito para a maioria dos pacientes neste estudo foi
justificado pelo fato de o servico fornecer a medicacdo gratuitamente. Sendo também
prescrito a natamicina, porém a maioria dos pacientes ndo adquire a medicacdo pelo custo
elevado e pela dificuldade de seguir corretamente as orientacbes medicas. Assim, 0 USO
concomitante da natamicina também é importante para um prognéstico melhor da infec¢ao.

O tratamento sistémico foi realizado em 53,3% dos pacientes (oito casos) com
cetoconazol sistémico que € eficaz contra espécies de Candida, Aspergillus, Fusarium e
Curvularia (Oliveira et al. 2001). O tratamento clinico foi eficaz em 52,2% dos pacientes (11
casos) sendo que desses, trés pacientes foram submetidos a recobrimento conjuntival e
evoluiram com boa resposta terapéutica. A ceratoplastia penetrante foi realizada em 53,3%

(oito casos) devido ao quadro de perfuragdo ocular ou ndo resposta ao tratamento instituido.
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Em trabalho realizado na regido Sudeste observou-se que 70% dos pacientes evoluiram para
ceratoplastia penetrante, com recidiva do quadro em 41,9% dos transplantes, sendo a
natamicina, o antiflngico topico utilizado em 70% dos casos (Salera et al. 2002).

O transplante de cérnea é indicado com o objetivo de remover o tecido envolvido e
preservar a integridade do globo ocular, ainda assim os fungos podem permanecer na borda
do tecido da cdrnea ou na cdmara anterior levando a recidivas da infeccdo fangica (Salera et
al. 2002).

4.2 FORMACOES DO BIOFILME

No presente estudo, foi desenvolvido um modelo in vitro de formagéo de biofilme em
lentes de contato entre os principais agentes etioldgicos de ceratite fungica, A. fumigatus, A.
terreus e F. solani. Os resultados da microscopia eletronica de varredura (MEV) mostraram
que as trés espécies estudadas formaram biofilmes na superficie de lentes de contato. Sendo
observado biofilme maduro apds 72 horas de incubacao para todas as cepas.

A anélise topografica da MEV mostrou que a producéo do biofilme por A. fumigatus e
F.solani foi mais robustos e uniformemente distribuidos, que o biofilme formado por A.
terreus.(figura 01). Estes resultados sdo consistentes com os relatado por (Imamura et
al.2008) o qual afirmam que a formacdo de biofilme por espécies de Fusarium e Candida
albicans ocorre em qualquer tipo de lentes de contato e Mowat et al. (2007) tém demonstrado
que o A. fumigatus possui a capacidade para formar biofilme os quais sdo resistentes aos
efeitos de antifungicos.

A formacdo de biofilme por fungos filamentosos também foi descrito em A. niger
cultivado em malha de poliéster e caracterizados por microscopia eletrénica de varredura
(MEV); por A. fumigatus e caracterizados por microscopia confocal laser scanning (LSCM) e
por F. solani e F. oxysporum analisados por LSCM e antibiograma (Mowat et al.,2008;
Gamarra et al., 2010).

De acordo com Kucharikova et al. (2011) a formacédo de biofilme fungica é fortemente
influenciada pela capacidade de aderéncia dos fungos ao substrato e pelas propriedades da
superficie de adesdo, as lentes tém uma superficie hidréfila uniforme que é diretamente
correlacionada com a capacidade absorcdo de agua e capacidade de aderéncia de
biomoléculas, que podem ajudar na formacao de biofilme flngico.

O risco de contaminacdo da superficie da lente de contato € considerado um dos

principais problemas associados com o uso da lente. Durante os cuidados de manutencéo, a
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lente de contato pode ser colonizada por micro-organismo de superficies (estojo da lente) ou
pela solugéo de conservagdo/manutencdo contaminada (Souza et al.2008)

A solugéo desinfetante proposta foi capaz de reduzir significativamente a quantidade de
biofilme em lentes de contato comparada com as solucbes padrbes, disponivel
comercialmente (Figura 02). Retuerto et al.(2012) avaliaram a eficacia de solugdes para
desinfecgéo de lentes de contato sobre biofilme formados por F. solani e F. oxysporum as
espécies testadas foram resistentes a maioria das solucées testadas.

Bullock et al.(2008) investigaram o efeito da temperatura de armazenamento de
solucBes para lentes de contato na capacidade de inibir o crescimento de espécies de
Fusarium. Eles afirmam que quando exposto a temperatura elevada por um periodo
prolongada, ReNu ML perde a atividade fungistatica in vitro contribuido para o aumento da
ceratite por espécies de Fusarium.

Em estudo realizado por Jurkunas et al. (2009), infeccbes fungicas da cérnea
relacionada ao uso de lentes de contato gelatinosas foi responsavel por 41% das ceratite em
2004-2007, em comparagdo com apenas 17% em 1999-2002. Os autores afirmam que oS
pacientes devem ser aconselhados a manter os mais altos padrdes de cuidado da lente de
contato, esfregando a superficie da lente, pois isso foi demonstrado que melhora a eficacia da
desinfeccdo das lentes.

Podemos dizer que biofilme se trata de uma comunidade de micro-organismos
associados e firmemente aderidos a uma superficie por meio de uma matriz extracelular de
polimeros, uma das vantagens dos biofilmes é maior resisténcia a estresses biologicos,
quimicos e fisicos. Consequentemente ha maior resisténcia aos antibioticos e antimicrobianos
quando os micro-organismos infecciosos estdo sob a forma de biofilme.

No entanto, as investigacdes de biofilmes fungicos associados as lentes de contato sao
praticamente inexistentes, e a falta de um modelo in vitro adequado resulta em poucas

informacGes sobre a patogénese da ceratite fungicas.
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Figura 1. Microscopia Electronica de Varredura, imagens de biofilme formados em

lentes de contato por Aspergillus fumigatus (A); Fusarium solani (B) e Aspergillus
terreus (C)

Figura 02. Microscopia Electronica de Varredura, imagens apés a desinfeccao das lentes
de contatos colonizadas. Nova formulacéo desinfetante (A); Solucdo Padréo(B)

Figura 03. Retrocultivo do biofilme flngico apos a desinfeccdo das lentes de

contatos colonizadas
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5 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos podemos concluir:

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

> O diagnostico precoce é fundamental para o tratamento, prognéstico e cura da ceratite
fungica.

> O diagnéstico de infeccbes fungicas oculares € possivel através do exame direto e/ou
cultura.

> Cirugias de cararata predispdem infeccOes fungicas intra-oculares.

> Os agentes etioldgicos mais freqlientes de infecgdes fangicas oculares sdo Fusarium
solani e Aspergillus fumigatus.

> Aspergillus fumigatus, A. terreus, Fusarium solani e F.oxysporum s&o capazes de
formar biofilme sobre lentes de contato.

> A nova formulacdo antisséptica proposta tem capacidade de agir contra biofilmes em

lentes de contato.
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Aspergillus parasiticus endophtalmitis following eye evisceration

1 INTRODUCAO

A progressdo de ceratite fungica e endoftalmite é relativamente incomum embora
espécies de Aspergillus possam ser envolvidos (Garg,2012; Henry et al.2012; Sridhar et
al.2013). Aqui descrevemos um caso de endoftalmite por A parasiticus com evisceracdo

ocular.

1.1 RELATO DE CASO

Um paciente 46 anos de idade do sexo masculino imunocompetente tinha um historico
de trauma do olho esquerdo por palha de arroz ha seis dias. Ele foi atendido naquele momento
queixando-se de dor e sensacdo de corpo estranho. Ao exame clinico do olho esquerdo foi
observado exsudato, hiperemia de conjuntiva e Ulcera de cérnea medindo 3,5 e 2,8 mm com
bordas irregulares mal definidas, defeito epitelial, edema estromal e infiltrado. Além disso, ele
relatou o uso prévio de ceftazidima e vancomicina. Apos seis dias, ele apresentou afinamento
de cdrnea, hipopio, perda visual e segmento posterior mal visualizado. Subsequentemente, o
tamanho da ulcera aumentou para 4,0 e 5,5 milimetros sendo entdo realizado debridamento.
Além de lavagem de camara anterior, os antibiéticos foram suspensos para a administracédo de
cefalotina e gentamicina.

Devido ao afinamento da cornea, aumento da Ulcera medindo 7,2 e 6,8mm e sinais
clinicos como edema e opacidade da cdrnea diagnostico laboratorial foi realizado por meio de
exame direto e cultura apds o consentimento do paciente. Estes testes foram conclusivos para
Aspergillus parasiticus como o agente etioldgico (Figural). Em seguida, o paciente foi tratado
com a anfotericina B, sem sucesso e submetidos a ceratoplastia terapeutica. Os procedimentos
terapéuticos foram ineficientes por este motivo, um recobrimento conjuntival seguido por
uma segunda lavagem da camara anterior, manutencdo dos antibiéticos e colocacao de lentes
de contato terapéuticas foram feitas com piora do quadro clinico. A endoftalmite foi
diagnosticada em fase posterior e Aspergillus parasiticus também foi cultivado a partir de

amostra do vitreo. A evisceracao foi feita e uma esfera colocada na cavidade ocular.

Comentarios
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Consideramos que a demora na procura de cuidados oftalmolégicos apds o trauma e
no diagndstico micoldgica conduziu para a progressdo da lesdo ocular para 0s
tecidos mais profundos (Mochizuki et al.,2012). Adicionalmente, o uso de antibacteriano
empirico contribuiu ainda mais para o desenvolvimento da infeccdo emergente.

Micoses oculares sdo doencas raras que apresentam crescimento progressivo com
destruicdo da cdrnea e diminuicdo da visdo sendo necessario diagndstico precoce para
tratamento eficaz visando reducdo dos danos causados. Além disso, o0 uso de antibacterianos
empiricos contribui ainda mais para o desenvolvimento de infeccdo emergente. A. parasiticus
é um fungo produtor de aflatoxina que provoca efeitos deletérios. Sendo este o primeiro relato
de Aspergillus parasiticus como agente etiolégico de endoftalmite em pacientes

imunocompetente.(Leema et al.,2010).
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RESUMO

Objetivo: Relatar quatro casos de endoftalmite fungica de origem nosocomial causada por
Aspergillus terreus ap0s a cirurgia de catarata. Relato de caso: quatro pacientes do sexo
feminino com 51, 51, 64, e 86, anos respectivamente, apresentaram diminui¢do da acuidade
visual trés dias apds terem submetidas a uma cirurgia de catarata no olho esquerdo. Amostras
de humor vitreo foram coletadas e exame direto da amostra vitrea mostrou hifas septadas com
ramificacdo em angulo agudo. A cultura de amostras do vitrea apds sete dias de incubacéo foi
identificado através das caracteristicas morfologicas A. terreus. Apos esses resultados foi
iniciado tratamento com fluconazol (450mg), anfotericina B e injecdo intravitrea de
voriconazol. A remocéo da lente intra-ocular foi indicado e realizada vitrectomia por causa da
perda de visdo gradual e inflamagdo local. ApoOs repetidas injecOes intravitreas de
antifungicos, além de antifungico topico, a inflamag&o no olho foi finalmente controlada. No
entanto ndo houve recuperacdo da visdo nos quatro casos. Conclusdo: Endoftalmite causada
por A. terreus é uma complicagéo rara apos a cirurgia de catarata. O diagnostico € dificil por
amostra do humor aquosa, porém, é possivel na amostra da LIO removida ou capsula da lente.
Em casos refratarios como este, é recomendado vitrectomia combinada com aspiracdo da

amostra.

Palavras-chave: Endoftalmite fungica. Infeccbes oculares. Aspergillus terréus. Extracdo de

catarata.
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1 INTRODUCAO

Endoftalmite é uma condicdo ocular grave com resultados visuais potencialmente
devastadores e pode ser endégena ou exdgena, dependendo do modo de infecgdo [1,2]. A
contaminagdo enddgena pode ocorrer através de disseminagdo hematogénica do agente
etiolégico. No caso de contaminacdo exdgena, 0 agente pode ser inoculado por perfuracdo na
cornea ou cirurgias intra-oculares [3,4].

O microrganismo mais comum causador da endoftalmite fungica é a Candida
albicans, seguido por fungos filamentosos, tais como espécies de Aspergillus [3]. Espécies de
Fusarium e fungos emergentes, incluindo Scedosporium e outros da classe dos Zygomycetes
ja foram encontrados causando essa micose [5,6].

O processo infeccioso comeca dentro da cordide, passando para a retina e progride
para para o vitreo, causando resposta inflamatoria proporcional ao estado imunologico do
hospedeiro [7]. Endoftalmite fungica € uma complicagéo rara ap0s cirurgia de catarata, sendo
necessario o diagnostico precoce para o tratamento eficaz e reducao dos danos causados.
Contudo, apesar de ser dificil, o diagndstico € possivel, através da cultura da amostra de vitreo
de lentes intra-oculares ou capsula das lentes [4,7].

O objetivo deste estudo foi relatar quatro casos de endoftalmite fingica nosocomial
causada por Aspergillus terreus apés cirurgia de catarata. Os isolados teve sua identificacéo
realizada pelo metodo classico, atraves da analise da morfologia macroscopica e microscépica

e sua semelhanca por analise molecular.

1.1 RELATO DE CASO

Quatro mulheres com idades de 51, 51, 64, e 86 anos, respectivamente, submeteram
a cirurgia de catarata com implante de lente intra-ocular no olho esquerdo, no mesmo dia em
uma Unidade de Saude Publica, Recife, Brasil. Trés dias apds a cirurgia, as pacientes se
queixaram de desconforto ocular, fotofobia, dor e diminuicdo da acuidade visual no olho

esquerdo. A biomicroscopia do olho esquerdo revelou hiperemia conjuntival, um ligeiro efeito

. « A S+
de Tyndall e células em reacdo de camara anterior 4 sem hypopyon,

inflamacéo vitrea com
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celularidade intensa e detritos esbranquicados. Estes resultados foram sugestivos de
endoftalmite. As pacientes estavam usando vigadex de hora em hora e predfort de 6/6 horas
por via topica, além de e prednisona 60mg desde a cirurgia.

Amostras vitreas das quatro pacientes foram coletadas e enviadas para o laboratorio
de micologia, Universidade Federal de Pernambuco. A microscopia direta do aspirado
vitreo/aquoso foi realizada, e as amostras foram semeadas em duas placas de &gar Sabouraud
dextrose adicionada de cloranfenicol e incubadas a 25°C e 37°C. As pacientes foram
inicialmente tratadas empiricamente com vancomicina intravitrea/ceftazidima e dexametasona
0,1 mL/dia.

Ao exame direto da amostra vitrea foi observada hifas septadas com dicotomia
(Fig.1). Apds 7 dias de incubagdo, coldnia velutineas plana com micélio e reverso amarelo foi
observada (Fig. 2). A montagem de lactofenol azul de algodao mostrou cabecas de aspergilar
em colunas compactas (Fig. 3). O microrganismo foi identificado morfologicamente como A.
terreus. Apds estes resultados, o tratamento foi alterado para 450 mg de fluconazol duas vezes
ao dia, anfotericina B (2/2hs) e injecdo intravitrea voriconazol .

Testes de sensibilidade antifingica mostraram que os isolados clinicos de A. terreus
foram resistentes a anfotericina B, fluconazol e voriconazol apresentando Concentracédo
Inibitéria Minima (MIC) de 16, 64 e 2[] g/mL, respectivamente, no entanto, mostrarantse
sensiveis a caspofungina com MIC de 0,031 g /mL. Além disso, a similaridade entre os quatro
isolados clinicos obtidos das quatro pacientes foi confirmada por analise molecular, entre
sequéncia inter simples repetidas (ISSR) usando primers UBC 809, UBC 810 e UBC 834,
confirmando a infec¢do nosocomial (Fig. 4).

As pacientes apresentaram piora do estado clinico sendo observado por ultra-som,
pseudofacial, ecos pontiformes e formacdo de membrana ao redor da lente intra-ocular (L10),
além de quantidade cavitacGes compativeis com processos inflamatoérios. A remocéo da lente
intra-ocular foi indicada e vitrectomia foi realizada devido a perda de visdo gradual e
inflamacdo local. ApoOs repetidas injecdes intravitreas de antifungicos, além de uso de
antifangico topico, a inflamacdo no olho foi finalmente controlada. Contudo, ndo houve

nenhuma recuperacdo de visdo em nenhuma das quatro pacientes.

1.2 DISCUSSAO

Endoftalmite fungica é rara no pds-operatoria, porém uma complicacdo devastadora
da cirurgia intra-ocular, a qual apresenta progndstico desfavoravel e resulta em perca da visao

em muitos casos. Remocdo da catarata, seguida da colocacdo de uma lente protética e
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transplante de cornea sdo os procedimentos cirurgicos mais frequentemente associados com
endoftalmite fingica exdgena pds-operatorio [8,9]. Os sintomas mais comumente encontrados
em infecgdes intra-ocular s&o visdo embassada, dor e fotofobia [10].

A incidéncia de endoftalmite no pds-operatério depende do tipo de cirurgia. Temos
visto que pacientes submetidos a implante de LIO secundario teve uma maior incidéncia de
endoftalmite que os pacientes submetidos a outros tipos de cirurgia. Este achado esta de
acordo com observagdes de Lin et al. [1].

Nos casos relatados, as pacientes desenvolveram reacdo inflamatéria exacerbada
apenas no olho operado. A aparente auséncia de comprometimento sistémico ou outros
fatores de risco como diabetes mellitus, doenca hepética, insuficiéncia renal, cancer, cirurgia
sistémica, transplante de o6rgdos, HIV/AIDS, uso de drogas intravenosas, terapia
imunossupressora e associagdo com cirurgia intra-ocular, leva a hipétese de contaminacao
ocular exogena.

Apesar de cuidados de assepsia e anti-sepsia utilizados rotineiramente durante as
cirurgias, a possibilidade de contaminacdo através de via materiais cirargicos ou drogas
contaminadas, embora improvavel, deve ser considerada como uma possivel causa de
infeccdo [11]. A causa mais provavel do surto endoftalmite por A. terreus foi a contaminacéo
do campo cirdrgico pela malha usada. Acredita-se que, deve seguir o protocolo de
esterilizacdo correta, para que ndo ocorram mais casos nos processos subsequentes.

Seguindo as orientacdes do Grupo de Estudos Vitrectomy Endophthalmitis [12]
pacientes com suspeita de endoftalmite recebem inicialmente tratamento empirico com
antibioticos intravitrea adicionado de dexametasona e amostras vitreas foram recolhidas para
investigacdo microbiologica. Devido a dificuldade de diagndstico e raridade desta doenca em
centros de referéncia, o oftalmologista ndo suspeita de endoftalmite por Aspergillus como
causa da queixa do paciente no primeiro exame oftalmolédgico [3,13]. O diagndstico de
endoftalmite fangica depende essencialmente da utilizacdo de metodos laboratoriais para o
isolamento do patégeno [14]. No presente estudo, o diagnostico clinico de endoftalmite por
Aspergillus foi realizado pelo exame direto e cultura positiva da amostra vitrea. Concordamos
que o diagndstico e identificacdo de agente fungico, além de teste de sensibilidade antifingica
s80 essenciais para a terapia adequada e especifica para o paciente, uma vez que as estratégias
de tratamentos variam de acordo com a espécie fungica.

Aspergillus € o fungo filamentoso mais comum causador de infeccdes oculares e a
maioria dos casos de endoftalmite sdo causadas por espécies de Fusarium e de espécies de

Aspergillus. Entre as espécies de Aspergillus, A. flavus , A. fumigatus , ou A. niger sdo
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comuns, no entanto, A. terreus é muito raro [3,4,11,15,16]. Apesar do desenvolvimento de
novos antifungicos e os avangos na cirurgia de vitrectomia, o tratamento da endoftalmite
fungica ainda é um desafio para oftalmologia. A anfotericina B é o agente anti-fingico mais
comumente usado na infeccdo fungica intra-ocular e € administrado com pelo menos, dois
agentes antiflngicos diferentes, na maioria dos casos [15,18]. Nos nossos achados, optou-se
por injecdo intravitrea de voriconazol, anfotericina B tdpica e fluconazol oral, no entanto, 0s
pacientes ndo responderam satisfatoriamente ao tratamento e a vitrectomia foi realizada.

A vitrectomia é indicada em casos de resultados desfavoraveis, remocao de material
inflamatorio e complicacfes de tratamento. De fato, a terapia bem sucedida de endoftalmite
fungica associada com fluconazol sistémica e anfotericina B combinada a vitrectomia tem

sido descrita na literatura.
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Figura 1. Septate hyphae with acute-angle branching (Lactophenol - 40X)
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Figure 2. Padrdo de PCR para os primers UBC809, UBC 810 e UBC834. Linhas 1, 2, 3, 4, 5,
6 e 7 sao perfil de DNA de Aspergillus terreus isolados de patientes com endoftalmite.
421(contact lens), 421(vitreous humor), 422 (crystalline), 422 (vitreous humor), 432
(crystalline),423 (contact lens), 458 (vitreous humor), respectively. Linha M, ladder; linha C

perfil de DNA para o controle externo Aspergillus fumigatus.
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INTRODUCAO:

Micoses oculares, incluindo as ceratites, manisfestam-se clinicamente em situacfes de carater
oportunista e multifatorial. OBJETIVO: Identificar os agentes etioldgicos e avaliar aspectos
epidemioldgicos da ceratite fungica em pacientes atendidos na emergéncia em servigo
oftalmoldgico, Recife-PE, no periodo de Fevereiro 2011 a Maio de 2012. METODOS:
Foram coletados 73 raspados de cornea de pacientes com ceratite infecciosa e encaminhados
para o Laborat6rio de Micologia Médica da Universidade Federal de Pernambuco. Eles foram
fixados e corados pelos métodos de Gram e Giemsa, realizado exame direto e semeados em
meios de culturas &gar sangue, &gar Sabouraud e BHI (Brain- Heart-Infusion).
RESULTADOS: Dos 73 pacientes com ceratite infecciosa, 15(20,5%) eram fungicas. Destes,
09(60%) foram Fusarium solani, 04(26,6%) F. oxysporum, 01 (6,67%) Aspergillus fumigatus,
e 01 (6,67%) A. parasiticus. Dos casos positivos para ceratite fungica, 08 (53%) eram do sexo
masculino e 07 (47%) do sexo feminino. Com relacdo as atividades laborais, 06 eram
agricultores 05 eram donas de casa, 01 cozinheiro, 01 vendedor, 01 mestre de obras e 01
auxiliar de servigos gerais, trauma com matéria vegetal foram relatados por 04 pacientes
(16%). O tempo medio de inicio dos sintomas e chegada ao servico foi de 07 dias, variando
de 01 a 30 dias. A ceratoplastia penetrante foi realizada em 08 (53,0%) dos casos e
Recobrimento conjuntival foi realizado em 07 (47,0%) pacientes, sendo dois casos
submetidos a evisceragdo. CONCLUSAO: O agente etiolégico mais frequente foi o
Fusarium solani, sendo correlacionada a traumatismo ocular com matéria vegetal em uma
parcela da populacdo. Homens de meia idade sdo os mais acometidos. A Anfotericina B
topica se mostrou eficaz, porém metade dos pacientes necessitou de ceratoplastia penetrante,

sendo dois casos submetidos a evisceracao.

Palavras-chaves: Ceratite infecciosa. Ceratite fungica. Micose ocular
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Ocular mycosis, including infectious keratitis, are clinically apparent in
opportunists and multifatorial situations. To identify the etiologic agents and evaluate
epidemiological aspects of fungal keratitis in patients treated in emergency ophthalmological
services, Recife-PE, in the period February 2011 to May 2012. METHODS: We collected 73
corneal scrapings of patients with infectious keratitis and referred to the Medical Mycology
Laboratory, Federal University of Pernambuco. They were fixed and colored by Gram and
Giemsa methods, have been done the direct exam and sowed in means of cultures agar blood,
agar Sabouraud and BHI (Brain-Heart-Infusion). RESULTS: Of the 73 patients with
infectious keratitis, 15 (20.5%) were fungal. Of these, 09 (60%) were Fusarium solani,
04(26.6%) F. oxysporum, 01 (6.67%), Aspergillus fumigatus, and 01 (6.67%) A. parasiticus.
Of the cases positive for CF, 08 (53%) were male and 07 (47%) were female. With respect to
labor activities, 06 were farmers, 05 were housewives, and 04 patients (16%) reported 01
cook, 01 salesman, 01 master works and 01 general service aid, trauma with vegetable matter.
The average time of onset of symptoms and arrival at the service was 07 days, ranging from
01 to 30 days. A penetrating keratoplasty was performed in 08 (53.0%) cases, and
conjunctival Coating was performed in 07 (47.0%) patients, two patients who underwent
evisceration. CONCLUSION: The most frequent etiologic agent in our region was the
Fusarium solani, being correlated with ocular trauma with vegetable matter in a portion of the
population. Amphotericin B topical is effective, but half of the patients required penetrating

keratoplasty and two were submitted to evisceration.

KEYWORDS: Infectious keratitis. Fungal keratitis. Ocular Mycosis
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1 INTRODUCAO

Fungos sdo microrganismos que podem provocar diversos quadros clinicos no
organismo humano. A gravidade da infecgdo varia desde as formas cuténeas leves até quadros
fatais que levam a septicemia (Hofling-Lima et al. 2005, Nath et al. 2011). Aproximadamente
100 mil espécies de fungos sdo conhecidas como agentes etioldgicos de infeccdes em seres
humanos (Hofling-Lima et al. 2005, Singh et al. 2006).

AlteracOes organicas gerais e locais, traumatismos, processos alérgicos oculares e
outros fatores auxiliam a associacdo bactério-micético facilitando a adaptacdo dos fungos a
vida parasitaria, aumentando-lhe, igualmente o poder patogénico. Ceratite, Ulceras de cdrneas,
hipopio, uveite, endoftalmite e corio-renite constituem manifestagdes frequentes no decurso
das micoses oculares (Lacaz et al. 2002).

As micoses oculares incluindo as ceratites manisfestam-se clinicamente em situagdes
de carater oportunista e multifatorial (Hofling-Lima, et al 2005, Nath et al. 2011). Ocorrendo
na presenca de fatores que propiciam a modificacdo da microbiota conjuntival (por
medicacdes tdpicas ou condicdes climaticas favoraveis), a destruicdo das defesas locais
(trauma, cirurgias ou doencas oculares prévias), ou diminuicdo da resisténcia do hospedeiro
(doencas sistémicas ou drogas imunossupressoras) (Hofling-Lima et al. 2005; Bahadir et al.
2012).

A ceratite fangica pode apresentar-se com sinais e sintomas que nao permitem
distingui-la de uma ceratite bacteriana, parasitaria ou viral, sendo necessaria a realizacdo de
citologia e cultura para afastar ou confirmar a presenca de fungo. O curso da ceratite fungica é
crénico, requerendo semanas ou meses de tratamento (Oliveira et al. 2001).

Os agentes etioldgicos de ceratite fangica mais comumente registrados na pratica

médica sdo Aspergillus fumigatous, A. flavus e A. niger, C. albicans; Fusarium solani, F.
monilforme, F. oxysporum; Actinomyces israelli, Acremonium spp., Paecilomyces lilacinus
(P. lilacinum), P. variotii, Rhinosporidium seeberi, Paracoccidioides brasiliensis e outros
fungos dimorficos (Klotz et al 2000).
Infeccdes por espécies de Aspergillus e Fusarium sdo mais comuns em areas rurais estando
associada a trauma ocular envolvendo matéria organica, ja espécies deandida (leveduras) esta
associada a doencas oculares crbnicas e em pacientes  imunodeprimidos
(Andrade et al. 2000; Sengupta et al. 2012).
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As ceratites infecciosas e dentre elas, as ceratites flngicas tém assumido papel
importante na oftalmologia por sua crescente incidéncia (Carvalho et al. 2001, Singh et al.
2006). Atualmente cerca de 30.000 novos casos por ano séo reportados nos Estados Unidos da
América (Mcleod et al. 1992; Carvalho et al. 2002). Este fato pode ser atribuido ao
desenvolvimento e ao uso indiscriminado de antibioticos de amplo espectro e de corticoides,
uso de lentes de contato, aumento do nimero de cirurgias corneanas (Salera et al. 2001,
Garcia-Delpech et al. 2010, Cariello et al. 2011).

Assim, esta pesquisa objetivou identificar os agentes etioldgicos e aspectos epidemioldgicos
da ceratite fingica em pacientes atendidos em servico de emergéncia oftalmoldgica publica na
cidade do Recife-PE.

11 PACIENTES E METODOS

Trata-se de um estudo prospectivo, transversal e descritivo, sendo a amostra composta
de pacientes diagnosticados com ceratite infecciosa, atendidos em emergéncia oftalmologica
publica de referéncia, Recife-PE, No periodo de Fevereiro de 2011 a Maio de 2013 foram
atendidos 308 pacientes dos quais foram realizadas coletas de raspados de cOrnea em 73
pacientes. Foram incluidos neste estudo, pacientes com infec¢do de cornea independente do
inicio do tratamento clinico, ndo resposta ao tratamento clinica e recidiva do quadro apos o
tratamento cirurgico. Foram excluidos os pacientes que apresentaram risco ou quadro
estabelecido de perfuracdo ocular no momento do exame.

Foram analisadas as variaveis de género, idade, profissdo, periodo entre inicio dos
sintomas e entrada no servico, fatores de risco, medicagdes prévias, uso de lentes de contato,
histérico de cirurgia ocular prévia, tratamento inicial instituido e evolu¢do do quadro
oftalmoldgico.

Os raspados de cornea foram coletados com auxilio da lampada 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 fangicas. Paralelamente, fragmentos das

amostras clinicas foram inoculados na superficie dos
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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
purificacédo e identificacao.

Para purificacdo foram retirados fragmentos das coldnias 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 col6nias fragmentos das culturas foram transferidas
para tubos de ensaios contendo meio especifico para posterior identificagédo.

Para identificacdo dos isolados foram observadas caracteristicas macroscopicas (cor e aspecto
das coldnias) e microscopicas (tipo de esporo e septacdo do micélio) a partir de microcultivos,
foram feitas preparacGes de laminas com auxilio do corante Azul de Amann para melhor
observacdo das estruturas fungicas ao microscopio (Barnett et al. 1990; De Hoog et al. 2000;
Lacaz et al. 2002; Sidrim; Rocha, 2004).

1.2 RESULTADOS

No periodo avaliado foram diagnosticados 15 casos (15 olhos) de ceratite fungica. As
principais manifestacfes clinicas apresentadas foram hiperemia de conjuntival, Glcera de
cérnea e hipdpio (Figural). Todos confirmados através do diagnostico laboratorial
micologico. Ao Exame direto foram visualizados varios filamentos micelianos hialinos e
septados (figura 2).

Dos casos positivos para ceratite fungica, 08 (53%) pacientes pertenciam ao Ssexo
masculino e 07 (47%) sexo feminino. A média de idade foi de 50 anos, variando de 31 a 78
anos. Com relacdo as atividades laborais, seis (40%) pacientes eram agricultores, cinco
(33,3%) era donas de casa, um (6,6%) cozinheiro, um (6,6%) vendedor, um (6,6%) mestre de
obras e um (6,6%) auxiliar de servicos gerais. Os fatores associados por trauma ocular foram
referidos por seis (40%) pacientes, destes, quatro (16%) dos pacientes com material vegetal.
A tabela 1 representa um quadro resumo dos aspectos etiologicos, epidemioldgicos e perfil de
tratamento dos casos de ceratite fngica apresentados neste estudo.

O tempo médio de inicio dos sintomas e chegada ao servico foi de sete dias, variando

de 01 a 30 dias. Oito pacientes foram provenientes de Recife/regido



69

metropolitana e sete do interior do estado de Pernambuco. Os pacientes da capital e regido
metropolitana apresentaram uma média de cinco dias para entrada no servico oftalmolégico e
0s pacientes do interior uma média de nove dias.

Quanto aos agentes causadores de ceratite fungica, foi identificado F. solani com nove
(60%) casos, F. oxysporum, quatro (26,6%), A. fumigatus e A. parasiticus com um (6,67%)
caso cada (Figura 3). Anfotericina B tdpica foi iniciada em 13(86,6%) pacientes sendo
substituida por natamicina tépica em dois (13,3%) casos. Cetoconazol sistémico foi utilizado
em seis (40%) pacientes. Todos os pacientes utilizaram antibiotico tépico.

O procedimento de ceratoplastia penetrante foi realizado em oito (53,0%) dos casos,
sendo a lavagem de cadmara anterior com anfotericina B, realizada previamente em oito
(53,0%) desses pacientes. O recobrimento conjuntival foi realizado em sete (47,0%)
pacientes, sendo que destes, dois casos submetidos a evisceracao.

Dos sete pacientes que ndo foram submetidos a ceratoplastia penetrante, cinco foram
submetidos ao recobrimento conjuntival associado a lavagem de cdmara anterior com

anfotericina B, resultando na melhora do quadro infeccioso.



Tabela 1. Resumo geral da etiologia, epidemiologia e tratamento de casos de ceratite fingica em
pacientes atendidos em clinica de servigos oftalmologicos de referéncia no estado de Pernambuco

Recidiva
Antifian Antifingice Ceratoplastia
N Idade Sexo Trauma  Profissao Agente N s . no
Topico Sistémico  Penetrante
Enxerto
Aspergilius
1 78 F - Dona de casa Anfotencmna B - Sim -
Jumigarus
Fusarium Anfotencmna B
2 3 F - Dona de casa = = —
solant /Natamicina
Palha de
3 47 M Agncultor 4 paasiticus  Anfotencna B - Ssm Sim
aroz
4 50 F - Dona de casa Fsolant Anfotericina B Cetoconazol = -
Mestre de
3 43 M s F.oxysporum Anfotencna 8 Cetoconazol — =
obras
6 52 M = Agncultor  F axyiporum = = = -
7 46 M Pedma Vendedor Fsolant Anfotencina B = Stm -
8 36 F = Dona de casz Fsolant Anfotencmna B = — =
) 39 F - Cozmheira F oxysporum Anfotencma B Cetoconazol Sm -
10 34 F - Agncultor Fsolani Natamicing Cetoconazol - -
Palha de
11 64 M Agncultor Fsolant Anfotencmna B = Smm -
coco
Servigos o .
12 52 M = » Fsolant Anfotericina B = Smm =
gerais

13 57 F - Donadecasa Foxysporum Anfotencma B Cetoconazol Sim -
14 48 M Pedrs Agncultor Fsolant Anfotencina B - Sim =
15 40 M - Agncultor Fsolant Anfoteniena B Cetoconazol 2 -

70



71

1.3  DISCUSSAO

Ceratite fingica é uma infeccdo que afeta principalmente o epitélio da cornea, estroma
com envolvimento do endotélio e da cAmara anterior do olho em casos graves (Taneja et al.,
2013). Mais de 50 géneros de fungos ja foram descrito como agente etioldgico dessa infeccéo,
sendo, Aspergillus, Fusarium Penicillium, Curvularia, e Candida os mais comuns em todo
mundo (autor).

Esta infeccdo ocorre com maior frequéncia na populacéo rural, sendo os homens mais
acometidos. No presente estudo observou-se maior nimero de pacientes do género masculino
acometidos por ceratite flngica sugerindo maior exposicdo desse grupo de pacientes aos
agentes predisponentes (Yildiz et al., 2008; Jastaneiah et al., 2011).

Relato de trauma ocular com matéria vegetal foi referida nesse estudo em 16% dos
pacientes. Este resultado esta de acordo com dados obtidos por Ibrahim et al. (2011). Os
referidos autores associam trauma vegetal como relato agravante para originar as ceratites
fungicas. Outros autores também afirmam que trauma com lesdo de cornea, em especial com
material de origem vegetal, é considerado como o principal fator de risco para o
desenvolvimento de ceratite fungica. O uso de lentes de contatos também € bastante relatado,
porém ndo encontrado nesta pesquisa (Hofling-Lima et al. 2005, Yildiz et al. 2010, Knape et
al. 2011).

Dos pacientes estudados, 43,5% eram procedentes de zona rural, sendo todos 0s
demais, da capital e regido metropolitana do Recife. No presente estudo as atividades
agricolas constituiram a maioria dos casos, sendo um total 40,0% das atividades laborais
relatadas. Uma correlacdo entre atividades agricolas e um aumento no nimero de casos no
periodo de safra foi sugerida por outros autores (Ibrahim et al. 2008).

A cultura foi positiva em 15 amostras, procedidas de 15 pacientes que totalizou
20,54% do total de casos suspeitos de ceratite fungica. Na literatura encontramos um indice
de culturas negativas que varia de 40 a 70% dos casos, caracterizando a dificuldade de
isolamento de fungos por cultura (Yilmaz et al. 2007). A variacdo destes niveis pode ser
atribuida a uma série de fatores que incluem coleta inadequada do material, tratamento prévio
com antibidticos e uso de anestésico topico na obtencdo da amostra (Badenoch et al. 2005).
Embora um exame minucioso possa ajudar na formulacdo de um diagndéstico clinico, as
ceratites fungicas continuam sendo motivo de ddvida entre as causas de ceratites infecciosas.
Os sinais mais sugestivos de ceratite fungica sdo margens hifadas, bordas elevadas, presenca
de fibrina na superficie da lesdo e lesdo com outra cor que ndo amarela (Thomas et al. 2005).
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O agente etiologico mais citado em nossa pesquisa foi F. solani (nove casos), que
constituiu 60% das amostras com cultura positiva. O outro agente isolado foi o A. fumigatus
(dois casos). Resultados semelhantes foram encontrados em estudos anteriores realizados na
América do Sul, onde os principais fungos isolados foram Fusarium sp e Aspergillus sp, que
de fato sdo os patdgenos mais frequentemente isolados em regides tropicais nas dltimas
décadas. (Hofling-Lima et al. 2005, Ibrahim et al. 2008, Wang et al. 2009, Gopinathan et al.
2010). Acreditamos que este fato possa ser explicado por diferengas no clima e no meio
ambiente, sendo a Candida sp o0 agente mais prevalente em paises desenvolvidos e de clima
temperado (Yildiz et al. 2010, Bahadir et al. 2012).

O tempo médio de procura dos pacientes ao servico oftalmoldgico foi de
aproximadamente sete dias, variando de 01 a 30 dias, periodo semelhante relatado em estudo
realizado por lbrahim et al. (2008), em estudo na regido Sudeste do Brasil. Ainda em nossa
pesquisa, uma média de cinco a nove dias foi 0 tempo determinado para 0s pacientes darem
entrada no servico especializado. Essa diferenca pode ser explicada pela dificuldade de acesso
a servigos de saude pela populacdo do interior do estado que necessitam de informacdo para
qual servico se direcionar e dependem de transporte para o local de assisténcia.

O tratamento mais utilizado foi a anfotericina B e natamicina. A anfotericina B age
principalmente contra leveduras dos géneros Candida e Cryptococus, mas pode também agir
contra espécies de Aspergillus e Fusarium, sendo necessaria a remocao do epitélio e do
estroma anterior para uma maior penetracdo do antifangico. A Natamicina age principalmente

contra fungos filamentosos, especialmente Fusarium sp e Aspergillus sp, sendo também

necessario o procedimento de debridacéo da lesdo (Oliveira et al. 2001). O uso de anfotericina
B prescrito para a maioria dos pacientes neste estudo foi justificado pelo fato de o servico

fornecer a medicacdo gratuitamente. Sendo também prescrito a natamicina, porém a maioria
dos pacientes ndo adquire a medicacdo pelo custo elevado e pela dificuldade de seguir
corretamente as orientagdes médicas. Assim, 0 uso concomitante da natamicina também é
importante para um prognostico melhor da infeccéo.

O tratamento sistémico foi realizado em 53,3% dos pacientes (oito casos) com
cetoconazol sistémico que € eficaz contra espécies de Candida, Aspergillus, Fusarium e
Curvularia (Oliveira et al. 2001). O tratamento clinico foi eficaz em 52,2% dos pacientes (11
casos) sendo que desses, trés pacientes foram submetidos a recobrimento conjuntival e
evoluiram com boa resposta terapéutica. A ceratoplastia penetrante foi realizada em 53,3%
(oito casos) devido ao quadro de perfuracdo ocular ou ndo resposta ao tratamento instituido.

Em trabalho realizado na regido Sudeste observou-se que 70% dos pacientes evoluiram para
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ceratoplastia penetrante, com recidiva do quadro em 41,9% dos transplantes, sendo a
natamicina, o antifungico topico utilizado em 70% dos casos (Salera et al. 2002).

O transplante de cérnea é indicado com o objetivo de remover o tecido envolvido e
preservar a integridade do globo ocular, ainda assim os fungos podem permanecer na borda
do tecido da cdrnea ou na cdmara anterior levando a recidivas da infeccdo fangica (Salera et
al. 2002).

1.4 CONCLUSAO

Casos de ceratite flngica foram apresentados ao servi¢o oftalmoldgico de referéncia
do Recife e o diagndstico laboratorial fingico apontou como agente etiolégico mais frequente
o F. solani, sendo correlacionado ao traumatismo ocular com material vegetal em uma parcela
da populagdo, porém, sem uma predomindncia como relatado em outros estudos. A
anfotericina B topica se mostrou eficaz, porém metade dos pacientes necessitou de

ceratoplastia penetrante, sendo dois casos submetidos a evisceragéo.
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Figura 3. Fusarium solani, microscopia (A) e macroscopia (B); F. oxysporum, microscopia

(C) e macroscopia (D); Aspergillus parasiticus, microscopia (E) e macroscopia (F); A.

fumigatus microscopia (G) e macroscopia (H).
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1 INTRODUCAO

A ceratite fungica constitui uma das mais importantes causas de morbidade ocular e
perda visual nos paises em desenvolvimento. Ocorre com maior frequéncia na populacéo
rural, onde os trabalhadores desenvolvem atividade agricola extensiva, estando mais expostos
atrauma de cornea com material vegetal (Saha et al.2009).

Os fungos mais comuns e frequentemente relatados como causa de ceratite micética
em varias partes do mundo sdo as espécies dos géneros Fusarium, Aspergillus Penicillium,
Candida (Badiee, 2013).

Alguns fatores de risco sdo importantes no desenvolvimento da ceratite micética,
incluindo, diabetes mellitus, virus da imunodeficiéncia humana, doencgas oculares cronicas,
cirurgias de cornea, uso indiscriminado de antibiotico e corticdides (Sengupta et al., 2012).
No entanto, outro fator de risco para ceratite fungica € o uso lentes de contato, (Mukherjee et
al., 2012; Badiee et al., 2013).

As lentes de contato s@o consideradas como um grande avanco da oftalmologia,
capazes de corrigir praticamente todos os tipos de erros refrativos, porém a incidéncia de
complicacOes e danos visuais aos usuarios de lentes tem aumentado nas ultimas décadas. As
complicagbes mais frequentemente relatadas sdo olho seco, erosdes de cdrnea, infiltrados
estéreis e infecciosos e a ceratite infecciosa (Souza et al.,2008).

Entre as ceratite infecciosas a ceratite fungica é a complicacdo mais temida aos
usuarios de lentes de contato e pode levar a perda irreversivel da visdo em muitos casos,
visto que ha uma correlacdo da infeccdo fungica da cornea com o uso de lentes, e solucGes
para lentes de contato contaminadas (Robertson et al.,2013).

Os fungos filamentosos sdo capazes de aderirem a superficie das lentes de contato, e
as hifas podem penetrar na superficie da maioria dos tipos de lentes, a capacidade de aderir e
formar biofilmes, sdo consideradas as caracteristicas mais importantes no desenvolvimento
das ceratites fangicas (Willcox,2013; Zhang, et al 2012).

Biofilme € uma comunidade de micro-organismos associados e firmemente aderidos
a uma superficie por meio de uma matriz extracelular de polissacarideos. A associacdo dos
micro- organismos em biofilmes constitui uma forma de protecdo ao seu desenvolvimento,
favorecendo relacBes simbidticas e permitindo a sobrevivéncia em ambientes desfavoravel,

como também uma maior resisténcia aos agentes antimicrobianos (Villena et al.2010).
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O objetivo desse estudo foi avaliar a capacidade na formacéo de biofilme in vitro
sobre lentes de contato gelatinosas por espécies de A. fumigatus, A. terreus, F. Solani,
isolados de pacientes com ceratite, e avaliar o efeito de uma nova formulacdo antisséptica e

assim como solugdes convencionais na desinfeccao sobre lentes colonizadas.

1.1  MATERIAL E METODOS

CONDICOES DE CRESCIMENTO DOS FUNGOS

Culturas de F. Solani, A. fumigatus e A. terreus foram cultivadas em agar Sabouraud
dextrose a 37°C por 72 h. Os conidos foram coletados por lavagem da superficie das culturas
utilizando 5ml de tampdo fosfato salina (PBS) pH 7,2 contendo Tween 20 na concentragdo
de 0,025% (v/v), subsequentemente foram submetidos a contagem em camara de Neubauer e
0 indculo ajustado para a concentracdo de 1x105 células em RPMI 1640 (Sigma) tamponado
para pH 7.0 com MOPS 0,165M (Mowat et al., 2007).

FORMACAO DE BIOFILME

Para a producdo do biofilme sobre as lentes de contato, estas foram colocadas em
placas de microtitulacdo contendo 24 pocos (TPP, Switzerland), sobre estas foram
dispensados 200ul da suspenséo fungica padronizada em tampao MOPS-RPMI 1640 em cada
orificio de forma a ficarem totalmente submersas no conteudo e incubadas a 37°C por
24horas. Cessando este tempo, o meio de cultura foi removido dos orificios e as lentes lavadas

trés vezes com PBS pH 7,2 para total remocéo de células ndo aderentes (Mowat et al., 2007).

DESINFECCAO DAS LENTES DE CONTATO

As lentes de contato foram submersas em quatro tipos de solugdes desinfetantes
(Solugcdo A, B e C) disponiveis comercialmente e (D) solucdo teste. Para controle foi
utilizado a solucdo fisiologica.

Para verificagdo “in vitro” do poder fungicida do produto D(solugdo teste) utilizado
na desinfeccdo das lentes, foram testadas as lentes de contato colonizadas por fungos, as

quais separadamente ficaram imersas em poc¢os contendo os produtos padrfes e teste, bem
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como solucdo fisiologica (controle). Apods 24 horas foram analisado o efeito das solugdes

desinfetantes sobre a viabilidade e remocdo dos fungos no biofilme sobre lentes de contato
através de microscopia eletrbnica de varredura (MEV), retrocultivo e confirmacéo

taxondmica.

MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A topografia da superficie destes biofilmes foram avaliadas através da microscopia
eletronica de varredura (MEV)

1.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, foi desenvolvido um modelo in vitro de formagao de biofilme em
lentes de contato entre os principais agentes etiologicos de ceratite fingica, A. fumigatus, A.
terreus e F. solani. Os resultados da microscopia eletronica de varredura (MEV) mostraram
que as trés especies estudadas formaram biofilmes na superficie de lentes de contato. Sendo
observado biofilme maduro apos 72 horas de incubacdo para todas as cepas.

A andlise topografica da MEV mostrou que a producdo do biofilme por A. fumigatus
e F.solani foi mais robustos e uniformemente distribuidos, que o biofilme formado por A.
terreus.(figura 01). Estes resultados sdo consistentes com os relatado por (Imamura et
al.2008) o qual afirmam que a formacdo de biofilme por espécies de Fusarium e Candida
albicans ocorre em qualquer tipo de lentes de contato e Mowat et al. (2007) tém demonstrado
que o A. fumigatus possui a capacidade para formar biofilme os quais sdo resistentes aos
efeitos de antifungicos.

A formacdo de biofilme por fungos filamentosos também foi descrito em A. niger
cultivado em malha de poliéster e caracterizados por microscopia eletrdnica de varredura
(MEV); por A. fumigatus e caracterizados por microscopia confocal laser scanning (LSCM)
e por F. solani e F. oxysporum analisados por LSCM e antibiograma (Mowat et al.,2008;
Gamarra et al.,2010).

De acordo com Kucharikova et al.(2011) a formacdo de biofilme flngica é
fortemente influenciada pela capacidade de aderéncia dos fungos ao substrato e pelas
propriedades da superficie de adesdo, as lentes tém uma superficie hidréfila uniforme que é
diretamente correlacionada com a capacidade absor¢do de agua e capacidade de aderéncia de

biomoléculas, que podem ajudar na formacéao de biofilme fangico.
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O risco de contaminacdo da superficie da lente de contato é considerado um dos
principais problemas associados com o uso da lente. Durante os cuidados de manutengéo, a
lente de contato pode ser colonizada por micro-organismo de superficies (estojo da lente) ou
pela solucéo de conservagdo/manutencdo contaminada (Souza et al.2008)

A solucéo desinfetante proposta foi capaz de reduzir significativamente a quantidade
de biofilme em lentes de contato comparada com as solugdes padrdes, disponivel
comercialmente (Figura 02). Retuerto et al.,(2012) avaliaram a eficacia de solu¢des para
desinfecgéo de lentes de contato sobre biofilme formados por F. solani e F. oxysporum as
espécies testadas foram resistentes a maioria das solucGes testadas.

Bullock et al.(2008) investigaram o efeito da temperatura de armazenamento de
solugbes para lentes de contato na capacidade de inibir o crescimento de espécies de
Fusarium. Eles afirmam que quando exposto a temperatura elevada por um periodo
prolongada, ReNu ML perde a atividade fungistatica in vitro contribuido para o aumento da
ceratite por espécies de Fusarium.

Em estudo realizado por Jurkunas et al.(2009), infec¢bes fungicas da cornea
relacionada ao uso de lentes de contato gelatinosas foi responsavel por 41% das ceratite em
2004-2007, em comparacdo com apenas 17% em 1999-2002. Os autores afirmam que 0s
pacientes devem ser aconselhados a manter os mais altos padrdes de cuidado da lente de
contato, esfregando a superficie da lente, pois isso foi demonstrado que melhora a eficacia da
desinfeccdo das lentes.

Podemos dizer que biofilme se trata de uma comunidade de micro-organismos
associados e firmemente aderidos a uma superficie por meio de uma matriz extracelular de
polimeros, Uma das vantagens dos biofilmes € maior resisténcia a estresses biologicos,
quimicos e fisicos. Consequentemente ha maior resisténcia aos antibioticos e antimicrobianos
quando os micro- organismos infecciosos estdo sob a forma de biofilme (autor).

No entanto, as investigacdes de biofilmes fungicos associados as lentes de contato séo
praticamente inexistentes, e a falta de um modelo in vitro adequado resulta em poucas

informacGes sobre a patogénese da ceratite fungicas.
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Figura 1. Microscopia Electrenica de Varredura, imagens de biofilme formados em lentes de
contato por Aspergillus fumigatus (A); Fusarium solani (B) e Aspergillus terreus (C)

Figura 02. Microscopia Electronica de Varredura, imagens ap6s a desinfeccdo das lentes de

contatos colonizadas. Nova formulagédo desinfetante (A); Solucéo Padrao(B)

Figura 03.Retrocultivo do biofilme fungico ap6s a desinfeccdo das lentes de contatos

colonizadas



